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Resumen

La presente tesis doctoral titulada “Desarrollo de sistemas mesoporosos
con puertas moleculares para el transporte y la liberacion selectiva y
controlada de farmacos” se centra en la sintesis de materiales hibridos

organico-inorganicos.

En la primera parte de la tesis se lleva a cabo un estudio comparativo de
la eficacia de diferentes clases de puertas moleculares valorando los
criterios que hay que tener en cuenta a la hora de disefiar una. Para ello
se ha preparado una serie de materiales funcionalizados con diferentes
puertas moleculares con variaciones en el grupo funcional principal
(éster o amida) y por lo tanto en el estimulo que desencadena su
apertura (enzima esterasa o amidasa), el volumen estérico de la puerta

molecular y el caracter autoinmolante o no de la misma.

En la segunda parte se lleva a cabo por un lado, la funcionalizacion del
farmaco alendronato para hacer que sea una molécula fluorescente, y
por otro, el disefio y la sintesis de un material hibrido organico-
inorganico con una puerta molecular que permita la liberacién selectiva y
controlada de farmacos en presencia de catepsina K, enzima presente en
los osteoclastos que se encuentran implicados en la osteoporosis. Esta
funcionalizacidon ha permitido finalmente la realizacion de ensayos de

liberacion en cultivos celulares.
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Abstract

The present PhD thesis entitled “Development of mesoporous materials
functionalized with molecular gates for the transport and selective and
controlled releasing of drugs” is focused on the synthesis of different

organic-inorganic hybrid materials with different characteristics.

On one hand, a series of mesoporous materials functionalized with
different types of molecular gates have been prepared and
characterized. In these studies, the influence of the functional groups
present in the molecular gates on the encapsulation and releasing
properties has been evaluated. The designed molecular gates have ester
or amide linker and the external stimuli used for the cargo release are
enzymes (esterases or amidases respectively). In addition the effect of

presence of self-immolative chains has also been evaluated.

On the other hand, several studies directed toward the preparation of
more efficient alendronate formulations have been carried out. To carry
out this research several stages were developed. First, alendronate
functionalization with suitable fluorophores or chromophores was
optimized. In addition, the design of peptic gates able to be broken by
cathepsin K was carried out. The election was done based on the fact
that cathepsin K is an enzyme present in the osteoclasts that are cells
implicated in the disease osteoporosis. Finally, mesoporous materials
filled with alendronate and capped with peptides were prepared and
studied in vitro. The obtained results indicated that the new alendronate
formulation showed better internalization properties that the

commercial alendronate.
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APTS: 3-amino-propiltrietoxisilano

Atp6i: Isoforma de la ATPasa vacuolar osteoclastica
Atp6v0d2: Isoforma de la ATPasa vacuolar osteoclastica
Bcl-2: B-Cell CLL/lymphoma 2

BET: Brunauer-Emmett-Teller

BJH: Barret-Joyner-Halenda

CA 1I: Anhidrasa carbonica Il

Cat K: Catepsina K

c-Fos: Factor de transcripcion implicado en la
osteoblastica

CIC-7: Canal de cloro 7

cm: centimetro

CMH: célula madre hematopoyética

CPOC: célula precursora de osteoclastos

13C-.RMN: Resonancia magnética nuclear de carbono 13
CSF: Factor estimulador de colonias

CTAB: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

DAP12: DNAX-activating protein de 12 kDa

DB24C8: Dibenzo-[24]-corona-8

DCC: N,N’-Diciclohexilcarbodiimida

DCM: Diclorometano

DC-STAMP: Dendritic cell specific transmembrane protein

DDQ: 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona

diferenciacion

XVl



DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO: Dimetilsulféxido

DTT: DL-ditiotreitol

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EGTA: acido etilen glicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N’,N'-tetraacético
FBS: Serum fetal bovino

FCRy: Receptores gamma para el Fc

FMOC-CI: Cloruro de fluorenilmetiloxicarbonilo

g: Gramo

Gab2: proteina de unién 2 asociada a-GRB2

h: Horas

'H-RMN: Resonancia magnética nuclear de protén
HRMS (ESI): Espectrometria de masas de alta resolucion
K: Kelvin

KV: Kilovoltios

M: Molar

MCM-41: Mobile Crystalline Material

M-CSF: Factor estimulador de colonias de macréfagos
MHz: Megahercio

MITF: Microphthalmia-associated transcription factor
ml: Mililitro

mmol: Milimol

MSNs: Materiales mesoporosos

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

XV



NBD-Cl: 4-cloro-7-nitrobenzafurazano

NFATc-1: Nuclear factor of activated T cells, cytoplasmatic

NF-kB: Factor nuclear kB

NIR: Near infrared

nm: Nandmetro

OC: Osteoclasto

OPG: Osteoprotegerina

*Ip_.RMN: Resonancia magnética nuclear de fésforo 31

PBS: Tampon fosfato salino

Pd(Ph)s: Tetrakis (trifenilfosfina) paladio

PNIPAAmM: poli(N-isopropil acrilamida)

PER: Polimero estimulo respuesta

PNAS: Poli(N-acriloxisuccinimida)

PNAS-MS: Poli(N-acriloxisuccinimida) anclada al material mesoporoso
ppm: Partes por millén

PRTA: Polimerizacién radical por transferencia atdmica

PTH: Parathormona humana o hormona paratiroidea endégena
PU-1: Factor de transcripcion que regula la funcién de las células B
RANK: Receptor activador del factor nuclear kB (NF-kB)

RANKL: Ligando del receptor activador del factor nuclear kB (NF-kB)
rpm: Revoluciones por minuto

SCC: Carcinoma de células escamosas

SERM: Moduladores selectivos de los receptores estrogénicos

TEM: Microscopia de transmision electrdnica

XIX



TEOS: Tetraetilortosilicato

TGA: Analisis termogravimétrico

THF: Tetrahidrofurano

THS: Terapia hormonal sustitutiva

TLC: Cromatografia en capa fina

TRAF-6: TNF receptor asociado factor 6
TRAP: Fosfatasa 4cida tartrato resistente
Tris: tris(hidroximetil)Jaminometano

Ul: Unidad internacional

Aminoacidos:

Arg/R: Arginina

Glu/E: Acido glutdmico
Gly/G: Glicina

Lys/K: Lisina

Leu/L: Leucina
Met/M: Metionina
Phe/F: Fenilalanina
Pro/P: Prolina

GIn/Q: Glutamina

Ser/S: Serina

XX



XXI



XXII



Indice

CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL 27
1.1 OSTEOPOROSIS 29
1.1.1  ENFERMEDAD 29
1.1.2 TRATAMIENTOS ACTUALES 34
1.2 MATERIALES MESOPOROSOS 41
1.2.1  ANTECEDENTES 41
1.2.3  FUNCIONALIZACION MCM-41 49
1.2.4  CARACTERISTICAS 54
1.2.5 CARACTERIZACION 55
1.2.6  APLICACIONES 60
1.3 PUERTAS MOLECULARES 61
1.3.1  DEFINICION Y CLASES 61
1.3.2  MECANISMOS DE APERTURA PARA LA LIBERACION CONTROLADA 64
1.3.2.1 pH 67
1.3.2.2 Temperatura 68
1.3.2.3  Potencial redox 71
1.3.24 Luz 73
1.3.2.5 Biomoléculas 75
1.3.2.5.1 Biomoléculas como puertas 75
1.3.2.5.2 Biomoléculas como estimulo 77
1.4 CULTIVOS CELULARES 80
1.4.1  CATEPSINAK 80
1.4.1.1 Estimulo de apertura 81
1.4.1.2 Células que expresan la catepsina K y sus precursores 83
CAPITULO 2: OBJETIVOS 93
CAPITULO 3: INFLUENCIA DE LA ESTRUCTURA DE LAS PUERTAS

MOLECULARES EN LA EFICACIA DEL CIERRE Y LIBERACION 99
3.1 INTRODUCCION 101
3.2 PREPARACION, CARACTERIZACION Y EVALUACION DE MATERIALES 102
3.2.1 MATERIALES FUNCIONALIZADOS CON ESTERES DE CADENAS POLIETEREAS 103
3.2.2  MATERIALES FUNCIONALIZADOS CON PUERTAS AUTOINMOLANTES 118
3.2.2.1  Esteres 119
3.2.2.2 Amidas 131

XX



3.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 141
3.4 CONCLUSIONES 161

CAPITULO 4: ESTUDIO DE MARCAJE Y ENCAPSULACION DE

ALENDRONATO 165
4.1 INTRODUCCION 167
4.2 FUNCIONALIZACION DEL ALENDRONATO 168
4.2.1 SINTESIS DE ALENDRONATO SUSTITUIDO CON UN FLUOROFORO O UN
CROMOFORO 169
4.2.2. INTRODUCCION DEL MARCADOR FLUORESCENTE SOBRE EL ALENDRONATO 181
4.3 DETECCION POR UV 190
4.4 DISENO Y ANCLAJE DE LA PUERTA MOLECULAR 192
4.4.1 DISENO DE LA PUERTA 192
4.4.2  CARGA DEL MATERIAL Y ANCLAJE DE LA PUERTA MOLECULAR AL MATERIAL
MESOPOROSO 194
4.4.2.1 Carga de los materiales 194
4.4.2.2 Anclaje de las puertas 196
4.4.3 CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES 197
4.5 ESTUDIOS DE LIBERACION CON LOS MATERIALES PATRON 200
4.6 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 206
4.7 CONCLUSIONES 221
CAPITULO 5: ENSAYOS CELULARES 223
5.1 DIFERENCIACION DE OSTEOCLASTOS 225
5.2 VIABILIDAD CELULAR EN PRESENCIA DE MCM-41 Y DE ALENDRONATO 232
5.3 ESTUDIOS DE EXPRESION DE CATEPSINA K EN CELULAS RAW 264.7
MURINAS Y SCC-13 233
5.4 METODO DE DETECCION INDIRECTA 237
5.4.1 ESTUDIO DE INTERNALIZACION DE LAS NANOPARTICULAS Y LIBERACION DEL
COLORANTE 238
5.4.2 ESTUDIO DE LIBERACION DE ALENDRONATO MARCADO EN CELULAS 242
5.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 244
5.6 CONCLUSIONES 256
CAPITULO 6: CONCLUSIONES 259

XXIV



XXV



XXVI



Capitulo 1:

Introduccién general



28



Capitulo 1: Introduccidn general

1.1 Osteoporosis

1.1.1 Enfermedad

El esqueleto es el encargado de realizar una serie de funciones
imprescindibles para el buen funcionamiento del cuerpo, como
proporcionar soporte estructural para todo él y soporte a los musculos lo
gue permite el movimiento y la locomocidon. Ademas, se encarga de
proteger tanto los drganos como las estructuras vitales, asi como de
proporcionar el mantenimiento de la homeostasis y el balance acido-
base. Por ultimo, actia de reservorio para factores de crecimiento y
citocinas y proporciona el ambiente adecuado para la hematopoyesis en

los espacios medulares.

El hueso es un drgano rigido pero dinamico que esta continuamente
moldeandose y reparandose con el objetivo de mantener la fuerza éseay
la homeostasis mineral. Esta renovacidn continua se realiza a través de
una unidad de remodelado de hueso formada por un grupo de células

estrechamente acoplado compuesto por:

* Osteoclastos: son las Unicas células que se conocen capaces
de producir la resorcién dsea. Son células multinucleadas que
provienen de  células precursoras  mononucleares
pertenecientes al linaje monocito-macréfago.

* Osteoblastos: son las células encargadas de sintetizar la
matriz d6sea. Son células grandes, de forma poliédrica y
estirpe mesenquimal, y la mayoria de ellas se encuentran
formando parte del estroma de la médula d6sea o en otros

compartimentos proximos a las superficies dseas.
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Figura 1. Representacion esquemadtica de las células implicadas en el

remodelado 6seo. (Extraida de J. Reumatol. Clin., 2011, 7, S1-54).

En el proceso de remodelado dseo, en primer lugar, se produce la
resorcion, y para ello el primer paso es la activacion de los osteoclastos,
que implica el reclutamiento y la activacion de sus precursores
mononucleares monocito-macroéfago de la circulacion y la fusién de
multiples células mononucleares para formar los preosteoclastos
multinucleados. Una vez estan activados los osteoclastos, la resorcién
6sea tiene lugar a través de la secrecién de H' y de la enzima catepsina K
gue estos producen. Los protones acidifican el compartimento de
resorcion debajo de los osteoclastos para disolver el componente
mineral de la matriz dsea, mientras que la catepsina K digiere la matriz

proteica que estd formada mayoritariamente por colageno tipo I'.

Las células del linaje osteoblastico estimulan la resorcién a través de la
produccion de RANKL (ligando del receptor activador del factor nuclear
kB (NF-kB)), situado en la superficie de osteoblastos y pre-osteoblastos.
La unidon a RANKL del receptor RANK (receptor activador del factor

nuclear kB), situado en la membrana de osteoclastos y pre-osteoclastos,

! Clarke, B. Clin. J. Am. Soc. Nephrol., 2008, 3, S131-5139.
;3andhu, S. K., Hampson, G. J. Clin. Pathol., 2011, 64, 1042-1050.



Capitulo 1: Introduccidn general

produce la activacién de vias intracelulares complejas, lo que da lugar a
la induccion de genes osteoclastogénicos, originando asi la formacion y
activacion de osteoclastos y, por lo tanto, la resorcién ésea. Ademas de
RANKL, los osteoblastos producen osteoprotegerina (OPG), que es una
proteina soluble que guarda una amplia similitud estructural con RANK, y
gue actua como sefiuelo receptor evitando que RANKL se una a RANK,

. . ’ ./ . ./ , 2
inhibiendo asi su accién y, en consecuencia, la resorcion ésea”.

La ratio entre RANK y OPG es un factor clave en el remodelado dseo
normal y en la fuerza y masa 6sea. La formacion, activacién y actividad
resortiva de los osteoclastos esta regulada principalmente por esta ratio,
aunque también influyen IL-1, IL-6, factor estimulador de colonias (CSF),

hormona paratiroidea, 1,25-dihidroxivitamina D y calcitonina.

Tras la fase de resorcidn, se inicia la sintesis de nueva matriz dsea a
través de los osteoblastos, que mas adelante se mineralizara dando lugar
a la formacién de hueso nuevo que sustituye al viejo destruido por los

osteoclastos.

Cuando los osteoclastos finalizan la resorcion en una unidad de
remodelado desaparecen por apoptosis. En cambio, los osteoblastos
cuando finalizan la sintesis de matriz, aunque en una cierta proporcién
también sufren apoptosis, muchos de ellos quedan embebidos en la
matriz que van sintetizando y se transforman en osteocitos. Finalmente,
algunos osteoblastos se transforman en células de revestimiento que

tapizan las superficies dseas.

2 Sandhu, S. K., Hampson, G. J. Clin. Pathol., 2011, 64, 1042-1050.
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La microestructura del hueso esta disefiada para proporcionar la maxima
fuerza con la minima masa, segln las necesidades fisioldgicas del
organismo®. Sin embargo, el remodelado de los huesos que ocurre a
microescala a través de todo el esqueleto, es imprescindible para
mantener sus funciones normales, ya que se encarga de reparar
microlesiones producidas por la fatiga (microfracturas) cuya acumulacién
podria poner en peligro la resistencia del hueso. El remodelado de los
huesos también proporciona cierta adaptacion de la estructura désea a
requerimientos fisicos predominantes, y permite disponer de un
reservorio de calcio facilmente movilizable que ayuda a mantener la
homeostasis en caso de trastornos que produzcan alteraciones en la

calcemia®.

Anualmente se renueva aproximadamente el 10% del esqueleto, con lo
gue se renueva en su totalidad cada 10 afios a lo largo de toda la vida
adulta. Este proceso se inicia antes del nacimiento y se mantiene hasta la
muerte, pero es crucial durante la adolescencia, etapa en la que la
formacion ésea es mayor que la resorcion, lo que da lugar a la
adquisicion del 40% de la masa dsea total y al alcance del pico de masa
Osea. A lo largo de los afios posteriores se alcanza un equilibrio entre
ambos procesos manteniéndose estable la masa dsea, pero antes de la
menopausia en mujeres y a edades mas avanzadas en hombres, el
proceso de resorcién supera al de formacién y esto da lugar a una
disminucién paulatina de la masa 6sea alcanzada al final de Ia

maduracion dsea’.

3 Boyle, W. J., Simonet, W. S., Lacey, D. L. Nature, 2003, 423, 337-342.
4 Riancho, J. A., Delgado-Calle, J. Reumatol. Clin., 2011, 7, S1-54.
> Arboleya, L., Castafieda, S. Reumatol Clin., 2013, 9, 303-315.
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Capitulo 1: Introduccidn general

En ausencia de enfermedad, el espacio de remodelado, que es la
diferencia entre el corto periodo de resorcion y el largo periodo de
formacion, no provoca consecuencias estructurales relevantes. Sin
embargo, cuando existe un desequilibrio entre ambos procesos y
aumenta la frecuencia de activacion de unidades de remodelado, como
sucede en la menopausia, el espacio de remodelado se incrementa y
puede provocar un aumento de la fragilidad ésea, ya que hay muchas
lagunas abiertas sin que haya finalizado el proceso de relleno

osteoblastico.

Muchas enfermedades del esqueleto se producen por un exceso de
actividad osteoclastica, que produce un desequilibrio en el remodelado
Oseo a favor de la resorcion, como es el caso de la osteoporosis. Esta
enfermedad se caracteriza por producir un desorden esquelético
sistémico, que da lugar a una reduccion de la fuerza dsea, un aumento
de la susceptibilidad a sufrir fracturas y de la fragilidad esquelética y a

una interrupcion de la microarquitectura ésea.

La osteoporosis puede estar causada por diversos factores, como puede
ser un fallo al alcanzar el pico de masa dsea, un exceso de resorcion y/o
un descenso de la formacidn ésea, estos dos ultimos producidos durante
el remodelado, pero también hay que tener en cuenta los factores
genéticos ya que son los mayores determinantes del pico de masa dsea y

de la pérdida de hueso.

La osteoporosis esta ampliamente extendida y constituye un importante
problema para la sociedad tanto a nivel sanitario como financiero, ya que
afecta a 1 de cada 2 mujeres y 1 de cada 5 hombres. Tiene un mayor

impacto en las mujeres sobre todo a partir de la menopausia puesto que
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el remodelado dseo aumenta en la perimenopausia (etapa previa a la
menopausia) y en la postmenopausia temprana, después se ralentiza con
el envejecimiento, pero continua en un grado mas elevado que en
mujeres premenopadusicas, y es conocido que el desequilibrio en el
remodelado 6seo en esta etapa esta producido por la deficiencia de
estrégenos, ya que estos poseen una potente accién antirresortiva
directa o indirecta implicando a otras citocinas. En cambio, se cree que el
remodelado aumenta levemente en los hombres a medida que

envejecen.

Entre las consecuencias mas graves de la enfermedad estd la fractura de
cadera junto con otras fracturas éseas, y ademds la osteoporosis se
asocia con un aumento del riesgo de mortalidad y una reduccién de la
calidad de vida, con hasta un 50% de pacientes que quedan con

movilidad reducida.

1.1.2 Tratamientos actuales

En la actualidad hay multiples opciones terapéuticas disponibles para el
tratamiento de la osteoporosis, cuyo objetivo es reducir el riesgo de
fracturas, tanto vertebrales como no vertebrales. Como tratamiento no
farmacolégico, existe una serie de recomendaciones entre las que se
encuentran: un aporte adecuado de calcio (1000 - 1200 mg diarios) y
vitamina D (800 — 1000 Ul diarias) procedentes de los alimentos o, en
caso de que la ingesta sea insuficiente, mediante el uso de suplementos,
puesto que el déficit de calcio puede reducir el pico de masa dsea y
aumentar la pérdida de masa désea asociada a la edad. Los aportes de
calcio y vitamina D disminuyen el riesgo de fractura en mujeres de edad

avanzada, pero hay poca evidencia de que los suplementos de calcio
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Capitulo 1: Introduccidn general

disminuyan el riesgo de fractura en otros grupos de poblacién. Aunque
se utilicen de forma estandarizada, puesto que han formado parte de
todos los ensayos de farmacos para la prevencion de osteoporosis que
han demostrado eficacia antifractura, probablemente con una dieta
equilibrada que asegurara su aporte seria suficiente. Es especialmente
importante una adecuada nutricion con vitamina D en ancianos que

pueden estar confinados en casa y privados de la luz del sol.

Las recomendaciones también abarcan cambios en el estilo de vida que
incluyan ejercicio fisico, evitar el consumo de tabaco y el consumo
excesivo de alcohol, asi como medidas activas para la prevencién de

caidas®.
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Figura Il. Representacién esquemidtica del metabolismo de la vitamina D.

é Caamafio, M., Grafia, J., Hernandez, I., Mosquera, J. A., Romero, S. Galicia. Clin
(Supl1), 2014, 75, S5-S23.
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Los farmacos empleados para el tratamiento de la osteoporosis se

clasifican en cuatro categorias:

> los formadores de hueso o anabdlicos
> los antirresortivos o anticatabdlicos
> los que tienen una accion combinada de ambos efectos

> la terapia hormonal sustitutiva (THS)

En la categoria de los formadores de hueso se encuentra la teriparatida.
La hormona paratiroidea enddgena o parathormona humana (PTH) esta
formada por 84 aminoacidos (aa) y es la encargada principal del
mantenimiento de la homeostasis del calcio, lo que significa que regula
el metabolismo del calcio y del fésforo en el hueso y el rifidn. La
teriparatida es el fragmento activo de la PTH (del aa 1 al 34) cuyas
acciones fisiolégicas incluyen la estimulacion de la formacién de hueso
por efecto directo sobre los osteoblastos, ya que éstos expresan el
receptor de PTH y el aumento indirecto de la absorcién intestinal de
calcio por medio de la vitamina D, aumentando también la reabsorcion
tubular de calcio y la excrecién de fosfato’. Este farmaco esta indicado
para el tratamiento de la osteoporosis en mujeres postmenopausicas y
varones con aumento de riesgo de fractura, pero presenta como
inconveniente que es un farmaco inyectable que ha de administrarse

.. 8
diariamente®.

En la categoria de los farmacos que presentan accién combinada,
encontramos el ranelato de estroncio y los moduladores selectivos de los

receptores estrogénicos (SERM). El ranelato de estroncio ha demostrado

7 Guerri, R., Sole, E., Nogués, X., Diez-Pérez, A. Osteoporos. Metab. Miner., 2010,
2,518-523.
® Forsteo® Ficha Técnica. Disponible en: www.aemps.gob.es (CIMA).
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en ensayos in vitro la capacidad de aumentar la formacion de hueso en
los cultivos de tejido dseo, asi como la replicacién de los precursores de
osteoblastos y la sintesis de colageno en los cultivos de células éseas.
Ademas, reduce la pérdida de hueso al disminuir la diferenciacion de los
osteoclastos y la actividad de resorcién. Esto da lugar a que el balance
del recambio éseo se incline a favor de la formacidn de hueso. Este
tratamiento estd indicado para osteoporosis en mujeres
postmenopdusicas y hombres adultos con alto riesgo de fracturas no
aptos para recibir otro tratamiento alternativo, ya que presenta varias
reacciones adversas de importancia (pérdida de memoria, parestesia,
vértigo y tromboembolia venosa entre otras) que aparecen con
frecuencia. Ademds, aunque se administra por via oral, presenta una
biodisponibilidad del 25% puesto que tiene una escasa absorcidn que se

. . 9
ve alterada con la ingesta de alimentos’.

Los moduladores selectivos de los receptores estrogénicos constituyen
un grupo de farmacos con una estructura quimica que les confiere una
alta afinidad para unirse a los receptores estrogénicos y que,
dependiendo del tipo de célula y de tejido diana donde se realiza la
union, producen efectos agonistas o antagonistas. Los efectos bioldgicos
de estos farmacos dependen también de la regulacidon de la expresion
génica. Actlan como agonistas en el hueso, y cdmo antagonistas en los
tejidos uterino y mamario. A través de este mecanismo, disminuyen la
resorcion 6sea, reducen los marcadores bioquimicos del recambio dseo
al rango premenopausico y aumentan la densidad mineral dsea. Dentro
de esta familia de farmacos, los mas utilizados son el raloxifeno y el

bazedoxifeno. El raloxifeno esta indicado para el tratamiento y la

° Ranelato de estroncio Ficha Técnica. Disponible en www.aemps.gob.es (CIMA).
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prevencion de la osteoporosis en mujeres postmenopausicas, mientras
qgue el bazedoxifeno uUnicamente para el tratamiento en mujeres
postmenopdusicas con riesgo incrementado de fracturas. Ambos se
administran por via oral, no se ven afectados por la ingesta con
alimentos y se absorben rapido, pero presentan una biodisponibilidad
muy baja, siendo para el raloxifeno del 2% y para el bazedoxifeno de

. 10
aproximadamente el 6% .

En la categoria de los antirresortivos o anticatabdlicos, encontramos el
denosumab y los bisfosfonatos. EIl RANKL se expresa como una proteina
soluble o transmembrana y es esencial para la formacién, funcion y
supervivencia de los osteoclastos, el Unico tipo de célula responsable de
la resorcion 6sea. Denosumab es un anticuerpo monoclonal humano
(IgG2) que se dirige y se une con gran afinidad y especificidad al RANKL
impidiendo la activacion de su receptor, RANK, en la superficie de los
precursores de los osteoclastos y en los osteoclastos, e impidiendo por lo
tanto la resorcidn ésea. Este farmaco esta indicado para el tratamiento
de la osteoporosis en mujeres postmenopausicas y varones con elevado
riesgo de fracturas. Presenta una biodisponibilidad bastante elevada, del
62%, ya que se administra por via subcutanea. Tiene la ventaja de que la
dosis se administra cada 6 meses, pero lo tienen que hacer los

. 11
profesionales de la salud™".

Dentro de esta misma categoria tenemos los bisfosfonatos (Figura Ill).
Por la experiencia acumulada en su uso y su precio, los bisfosfonatos

orales son de primera eleccion para iniciar el tratamiento de Ia

10 (a) Raloxifeno Ficha Técnica. Disponible en: www.aemps.gob.es (CIMA) (b)
Conbriza® Ficha Técnica. Disponible en: www.aemps.gob.es (CIMA).
" prolia® Ficha Técnica. Disponible en: www.aemps.gob.es (CIMA).
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Capitulo 1: Introduccidn general

osteoporosis y también para el tratamiento de la osteoporosis
postmenopdusica. Ademas, son los inhibidores de la resorcion désea en
uso clinico mas potentes y efectivos. Los bisfosfonatos son analogos
activos y estables de los pirofosfatos que actuan inhibiendo la resorcion

Osea, y a altas dosis pueden inhibir la mineralizacion.

R Ry
HO o OH HO, \/ oH
O¢T T§o O¢T T\o
OH OH OH OH
Pirofosfato Bisfosfonato
Farmaco R; R,
Alendronato (CH,)3NH, OH
. N
Risedronato 72 . OH
Pamidronato (CH3),NH, OH
Etidronato CH; OH
Clodronato Cl OH
Tiludronato H o < > —
Zoledronato N= OH
D
Ibandronato | OH
P N NN

Figura Ill. Estructura del pirofosfato y sus analogos activos, los bisfosfonatos.

Los bisfosfonatos se pueden dividir en dos clases: los que contienen
nitrégeno como el alendronato, risedronato y pamidronato entre otros, y
los que no, como etidronato, clodronato y tiludronato. Debido a su

estructura P-C-P y su capacidad de quelar iones de calcio, se dirigen
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rapidamente al mineral éseo y esto, sumado a la presencia o ausencia de
nitrégeno en su estructura, les confiere especificidad en la accién
intracelular. Asi, vemos que mientras la induccién de la apoptosis juega
un papel clave en la inhibicién de la resorcion producida por etidronato y
clodronato, en el caso del alendronato y el risedronato, la supresién de la

.y , . . . 12
resorcion dsea es independiente de sus efectos sobre la apoptosis™.

A partir de este momento nos centraremos especialmente en el
alendronato puesto que es uno de los farmacos mas utilizados en el
tratamiento de la osteoporosis y el que se ha empleado para los estudios
con farmaco realizados en esta tesis. El alendronato se localiza
preferentemente en las zonas de resorcion ésea, especificamente bajo
los osteoclastos e inhibe la resorcién dsea osteoclastica sin efecto directo
sobre la formacién de hueso. Sin embargo, como la formacién ésea y la
resorcion van paralelas, se reduce también la formacion, si bien esta
supera a la resorcidon y asi se gana progresivamente masa ésea. Durante
la resorcién ésea por los osteoclastos, el pH acido en la laguna de
resorcion produce la disociacion de los bisfosfonatos de la superficie
mineral ésea, seguida por la absorcidon intracelular. La localizacién
intracelular de estos compuestos son las vesiculas endociticas. La
acidificacion de estas vesiculas intracelulares es necesaria para permitir
el movimiento de los bisfosfonatos de las vesiculas al citosol y
presumiblemente a otros organulos como los peroxisomas, donde estos

, . ’ . 13 ,
farmacos producen su efecto bioquimico™. El alendronato es un farmaco

2 Halasy-Nagy, J. M., Rodan, G. A., Reszka, A. A. Bone, 2001, 29, 553-559.
> Rogers, M. 1., Crockett, J. C., Coxon, F. P., Ménkkénen, J. Bone, 2011, 49, 34-
41.
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gue se administra por via oral semanalmente, pero su principal problema

es que presenta una biodisponibilidad muy baja, de tan solo el 0,64%™.

Por ultimo, esta la terapia hormonal sustitutiva que se considera
tratamiento de ultima linea para la osteoporosis en mujeres
postmenopdusicas. Solo se emplea en casos de elevado riesgo de
fractura en los que no se pueda poner en marcha otro tipo de medidas ni
administrarse otro tipo de tratamiento, puesto que no se descarta que
produzca un incremento de riesgo de cancer de mama tras exposiciones

prolongadas®.

1.2 Materiales mesoporosos
1.2.1 Antecedentes

Uno de los retos que se plantea en la actualidad en el desarrollo de
medicamentos es encontrar nuevos métodos o sistemas de
administracién que representen alternativas mas eficaces y seguras que
las formas farmacéuticas ya disponibles. Algunos farmacos, que resultan
adecuados para el tratamiento de la patologia para la que estan
indicados, presentan un indice terapéutico estrecho o requieren niveles
elevados en un determinado lugar del organismo. En estos casos el uso
de formas de dosificacién convencionales, que implican una distribucion
del principio activo en todo el organismo, de forma no selectiva, puede
dar lugar a una toxicidad inaceptable o una respuesta terapéutica
limitada. Por ello, en muchos casos, resulta conveniente buscar formas
de dosificacion alternativas que permitan un mejor acceso del farmaco a

su lugar de accion.

4 Acido alendrénico Ficha Técnica. Disponible en: www.aemps.gob.es (CIMA).
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En la respuesta terapéutica y toxica que producen los medicamentos
deben considerarse dos aspectos: el tiempo que permanece el farmaco
en el lugar de accién (aspecto temporal) y la cantidad de farmaco que

llega a su diana terapéutica (aspecto espacial).

El aspecto temporal es posible modificarlo mediante los sistemas de
liberacion controlada, que tratan de conseguir una cinética de liberacion
de orden cero para obtener una concentracidon plasmatica de farmaco
gue se sitle en el dmbito terapéutico y se mantenga durante el tiempo
gue se prolongue la liberacién del farmaco desde la forma farmacéutica
qgue lo contiene. De esta forma disminuye la oscilacion entre la
concentracién mdaxima y minima, que se obtiene tras la administracion
de formas farmacéuticas convencionales de liberaciéon rapida, y con ello
se reducen o eliminan los efectos adversos derivados de la medicacion

relacionados con la oscilacién de las concentraciones plasmaticas.

Conseguir un éxito en el aspecto espacial exige que la liberacion del
farmaco se produzca de forma selectiva en el lugar de accion lo que
actualmente se conoce como vectorizacién de farmacos. Asi pues, la
liberacién dirigida hacia lugares especificos trata de asegurar que el
farmaco sea liberado en el lugar requerido, y al mismo tiempo se
restrinja el acceso del mismo a cualquier otro lugar del organismo. En
este caso, los farmacos requieren tener unas propiedades fisicoquimicas
qgue les permitan atravesar las barreras fisioldgicas, como son los
epitelios, membranas celular y nuclear, asi como ser estables tanto fisica

como quimicamente en fluidos bioldgicos.

Durante algun tiempo, en el caso de la liberacion dirigida hacia lugares

especificos, el interés de los investigadores se centré en el uso de
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Capitulo 1: Introduccidn general

micelas, liposomas o nanoparticulas poliméricas como transportadores.

Mas recientemente, se inicié el empleo de materiales inorganicos.

En funcidon del tamafio de poro, los sélidos inorganicos pueden ser
clasificados como microporosos (didmetro de poro < 2 nm),
mesoporosos (diametro de poro 2 - 50 nm) y macroporosos (didmetro de
poro = 50 nm)™. Entre los tipicos materiales microporosos encontramos
las zeolitas'®, pero la mayor dimensién de poro encontrada es de 1,2 —
1,3 nm para algunos metalofosfatos’” y 1,4 nm para la cacoxenita®.
Como ejemplos de sdlidos mesoporosos encontramos las silicas, pero
son materiales invariablemente amorfos con poros de tamafio y
distribucidn irregular. Por esta razon, tuvo tanta relevancia, en 1992, Ia
aparicion de una nueva familia de materiales sintéticos de silice
denominados M41S que podian actuar como soportes sélidos®. Estos
solidos se caracterizan por poseer una coleccidon regular de canales
uniformes cuya estructura y dimensién puede ser adaptada durante la
sintesis modificando las condiciones de reaccion. Esta familia consta de 3
clases: una hexagonal denominada MCM-41 (Mobile Crystalline
Material), una cubica denominada MCM-48 y una laminar denominada

MCM-50.

> JUPAC Manual of Symbols and Terminology, Pure Appl. Chem., 1972, 31, 578.
16 Davis, M. E., Saldarriaga, C., Montes, C., Garces, J., Crowder, C. Nature, 1988,
331, 698.

v Estermann, M., McCusker, L. B., Baerlocher, C., Merrouche, A., Kessler, H.
Nature, 1991, 352, 320.

** Moore, P. B., Shen, J. Nature, 1983, 306, 356.

19 (a) Kresge, C. T., Leonowicz, M. E., Roth, W. J,, Vartuli, J. C., Beck, J.S. Nature,
1992, 359, 710-712. (b) Beck, J. S., Vartuli, J. C., Roth, W. J., Leonowicz, M. E.,
Kresge, C. T., Schmitt, K. D., Chu, C. T. W., Olson, D. H., Sheppard, E. W. J. Am.
Chem. Soc., 1992, 114, 10834-10843.
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En el campo de la liberacion controlada de farmacos, los materiales
mesoporosos (MSNs) de silice han demostrado ser los sistemas de
eleccién en muchas ocasiones®. Asi, desde que en el afio 2001 se
propuso por primera vez el uso de MCM-41 como un sistema para la
liberacién de farmacos, se ha generado un amplio conocimiento sobre
las relaciones que se establecen entre las propiedades estructurales de
este material y las de adsorcion y liberacién de los farmacos ocluidos. Por
otra parte, las modificaciones quimicas producidas por funcionalizacion
con compuestos organicos han contribuido a un control mas preciso

tanto de los procesos de cargado como de liberacién.

La liberaciéon controlada presenta numerosas ventajas frente a la

administracién habitual como son las siguientes:

» No es necesario administrar el farmaco en forma de
profarmaco, es decir, no requiere una modificacién de su
estructura para que pueda atravesar determinadas barreras.

» Permite reducir los efectos secundarios y administrar
menores dosis a la vez que protege al farmaco de la
degradacion por el medio, puesto que la liberacion se
produce Unicamente en el lugar de accién, que es donde estd

presente el estimulo correspondiente.

20 (a) Jin, S., Ye, K. Biotechnol. Prog., 2007, 23, 32-41. (b) Andersson, J.,
Rosenholm, J., Areva, S., Linden, M. Chem. Mater., 2004, 16, 4160-4167. (c)
Balas, F., Manzano, M., Horcajada, P., Vallet-Regi, M. J. Am. Chem. Soc., 2006,
128, 8116-8117. (d) Chung, T., Wu, S., Yao, M,, Ly, C,, Lin, Y., Hung, Y., Mou, C.,
Chen, Y., Hyang, D. Biomaterials, 2007, 28, 2959-2966. (e) Lai, C. Y., Trewyn, B.
G., Jeftinija, D. M., Jeftinija, K., Xu, S., Jeftinija, S., Lin, V. S. J. Am. Chem. Soc.,
2003, 125, 4451-4459. (f) Munoz, B., Ramila, A., Perez-Pariente, J., Diaz, |.,
Vallet-Regi, M., Chem. Mater., 2003, 15, 500-503. (g) Vallet-Regi, M., Balas, F.,
Arcos, D. Angew. Chem. Int. Ed., 2007, 46, 7548-7558.
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» La estructura mesoporosa, también ofrece la posibilidad de
cargar una amplia variedad de biomoléculas, incluyendo
aquellas que son impermeables a la membrana celular o
incompatibles con fluidos biolégicos, facilitando asi su
administracion.

» Este método de encapsulacion hace posible la liberacidn
simultdanea de uno o mas agentes terapéuticos para conseguir
sinergia terapéutica.

> Las propiedades farmacocinéticas y de biodistribuciéon de la
carga pueden ser controladas manipulando las propiedades

de superficie de las nanoparticulas.

Los materiales mesoporosos (MSNs) presentan una serie de

s . .y . 21
caracteristicas que les confieren un especial interés como son”":

> No son téxicos y resultan biocompatibles.

» Pueden prepararse con grandes superficies, tamafios de poro
variables y una estructura interna hexagonalmente ordenada
y bien definida. Son pues muy versatiles.

» Presentan estabilidad térmica y quimica y una velocidad de
degradacién controlable.

» Su superficie es susceptible de ser modificada de modo

controlado, dando lugar a materiales hibridos.

En la mayor parte de los sistemas descritos, el farmaco se encuentra
adsorbido en el interior del MSN o como mucho retenido mediante

interacciones electrostaticas por lo que con el tiempo se va produciendo

2 (a) Trewyn, B., Slowing, I., Giri, W., Chen, H., Lin, V. Acc. Chem. Res., 2007, 40,
846-853. (b) Wang, L., Wang, K., Santra, S., Zhao, X., Hilliard, L., Smith, J., Wu, Y.,
Tan, W. Anal. Chem., 2006, 78, 646-654.
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su liberacidon. En este sentido, se han llevado a cabo estudios sobre la
influencia que tienen sobre la velocidad de liberacién factores tales
como el tamafio y la geometria del poro o la funcionalizaciéon de la

pared®’.

Este tipo de materiales puede sintetizarse como nanoparticulas o
microparticulas en funcion de su tamafio lo que permite controlar si el
farmaco penetra en las células o permanece fuera de las mismas. Hay
estudios referentes a las propiedades de las nanoparticulas que influyen
en su internalizacién en las células, como la forma, la carga y las

propiedades quimicas de superficie, siendo la principal el tamaio.

La internalizacién de las nanoparticulas se puede producir por transporte
activo (en contra de gradiente y con consumo de energia) o pasivo (a
favor de gradiente y sin consumo de energia) (figura IV). Dentro del
transporte activo, las nanoparticulas, al igual que aglomerados
macromoleculares, particulas lipoprotéicas y virus, son encapsuladas y
transportadas selectivamente al interior o exterior de las células via
endocitosis o exocitosis respectivamente. La endocitosis es un proceso
biolégico fundamental utilizado por las células para internalizar
biomoléculas, y debido a su tamafio, también nanoparticulas. Se puede
producir por diferentes mecanismos en funcién del tamafio de la vesicula
transportadora, las propiedades de carga y la maquinaria de

internalizacién implicada. Los mecanismos son los siguientes:

22 (a) Brohede, U., Atluri, R., Garcia-Bennett, A. E., Stremme, M. Curr. Drug
Deliv., 2008, 5, 177-185. (b) Popovici, R. F., Seftel, E. M., Mihai, G. D., Popovici,
E., Voicu, V. A. J. Pharm. Sci., 2011, 100, 704-714.
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» Fagocitosis: es una forma de endocitosis en la cual la célula
envuelve grandes particulas. Puede ser llevada a cabo por
células especializadas como macroéfagos, neutréfilos vy
monocitos.

» Pinocitosis: consiste en la captacion de material del espacio

extracelular por invaginacién de la membrana citoplasmatica.

Ademads de entrar en las células por transporte activo, las nanoparticulas
también pueden atravesar la membrana celular mediante transporte
pasivo. De hecho, para células carentes de maquinaria de endocitosis,

como los gldbulos rojos, esta es la Unica opcién.

inhalation
ingestion
dermal exposure

0%

active uptake (endocytosis)
lular fluid

o
@ pinocytosis mw_ \
phago;vmsis @ i@) macropinocytosis

cytoplasm

Figura IV. Esquema representativo de los mecanismos de captacidn celular.

(Extraido de J. Nanobiotecnology, 2014, 12, 5).

Aunque hay variaciones en funcion del tipo de nanoparticulas y de
células, el tamafio optimo para la captacién activa es 30 — 50 nm,

mientras que en la captacion pasiva de nanoparticulas de silice el tamafio
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maximo que se adsorbe sin producir dafos en la membrana celular es de

300 nm*.

1.2.2 Sintesis de materiales mesoporosos

La sintesis de los sélidos mesoporosos ordenados requiere el empleo de
tensoactivos en disolucién acuosa, que forman agregados denominados
micelas, cuya forma y tamafio depende esencialmente de la naturaleza y
composicion quimica de la molécula de tensoactivo, de su concentraciéon
y de la temperatura, aunque también influyen en el proceso de

agregacion micelar el pH de la disolucién y la concentracion salina total.

A su vez, las micelas se agrupan formando estructuras supramicelares, y
la naturaleza de su fase varia en funcién de la concentracién y la
temperatura. En general, a temperaturas moderadas, las micelas
cilindricas se agrupan formando primeramente una fase hexagonal
(MCM-41), que evoluciona a una fase cubica (MCM-48) y posteriormente
a una estructura laminar (MCM-50) a medida que la concentracién de

tensoactivo aumenta.

La MCM-41 es el soporte inorganico elegido, en nuestro caso, debido a
sus multiples ventajas. En su preparacion se emplea tetraetilortosilicato
(TEOS) como precursor hidrolitico inorganico y bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) como surfactante. En el proceso de
sintesis, los oligdmeros de silicato presentes en disolucién acuosa
condensan entre si alrededor de las micelas, que actian a modo de

plantilla, y se produce una fuerte interaccion entre la parte polar

23 (a) Shang, L., Nienhaus, K., Nienhaus, G. U. J. Nanobiotechnology, 2014, 12, 5.
(b) Lu, F., Wu, S., Hung, Y., Mou, C. Small, 2009, 5, 1408-1413.
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hidrofila o cabeza de tensoactivo, cargada positivamente, y los
oligdmeros de silicato, cargados negativamente. Como resultado del
proceso de ensamblaje de las especies de silicato en disolucién y las
micelas, se obtiene un producto sélido que contiene una elevada
cantidad de tensoactivo ocluido en su interior. Posteriormente se elimina
el tensoactivo mediante extraccién del sélido con disolventes o mediante
calcinacién en aire a temperatura elevada dando lugar a los poros de la

- 24 p.
estructura de silice mesoporosa“ (figura VI).

Compuesto: inorganico Material mesoporoso
Empaquetamiento mesoestructurado MCM-41
hexagonal solido/surfactante

Micela Micela en forma de
esférica barra

Eliminacién del
surfactante

>
Precursor silice:
TEOS

b) /

Figura VI. Representacidn esquematica de la sintesis de MCM-41. (Extraida de

Angew. Chem. Int. Ed, 2006, 45, 3216-3251).

1.2.3 Funcionalizacion MCM-41

Este tipo de soportes presenta facilidad de funcionalizacion, debido a
qgue su superficie, tanto externa como interna, contiene una alta
densidad de grupos silanol (Si—OH). Estos grupos silanol reaccionan, en
condiciones suaves, con moléculas organicas conteniendo agrupaciones

trialcoxisilanicas dando lugar a enlaces covalentes, tanto en el exterior

2 Bernardos, A., Tesis doctoral “Desarrollo y sintesis de materiales hibridos, para
la liberacion controlada de moléculas bioactivas”, Universidad Politécnica de
Valencia, Valencia, 2011.
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como en el interior de los poros. Esto permite manipular las condiciones

.. . . . 19
de la superficie de carga y liberacién del farmaco™. El proceso de

funcionalizacidon, en el cual se forman dichos enlaces covalentes, se

puede llevar a cabo mediante dos procedimientos diferentes: co-

condensacion o grafting.

50

* Co-condensacion: es el método de sintesis directa y se
produce por la modificacién de la superficie del sdlido
mesoporoso mediante la inclusién de un grupo organico en
forma de alcoxisilano en el momento de la obtencién del sélido.
Este grupo organico puede influir en la morfologia de las
particulas, dependiendo de las propiedades de sus grupos
funcionales para estabilizar o desestabilizar las micelas durante
la formacion del sélido (figura VII). De este modo, los grupos no
polares estabilizan la formacion de largas micelas cilindricas
individuales intercalando sus grupos hidrofébicos dentro de las
micelas, mientras que cuando la naturaleza del grupo funcional

. e . .., . 21
es hidrofilica, hay una menor estabilizacién de las mismas*".
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®-sior),

Figura VII. Representacion esquematica de la funcionalizacién de la MCM-41

por co-condensacién. (Extraida de Angew. Chem. Int. Ed, 2006, 45, 3216-3251).

Cémo ventajas, vemos que este método permite incorporar una
amplia variedad de grupos funcionales, siempre y cuando no
produzcan la rotura o deformacion de la estructura del sdlido
mesoporoso. Sin embargo, presenta una serie de inconvenientes.
El primero de ellos es que, en este procedimiento, la eliminacién
del surfactante no se puede llevar a cabo mediante calcinacidn,
ya que a temperaturas tan elevadas la materia organica anclada
seria eliminada junto con el surfactante. Por esta razon se
elimina mediante extraccion en medio acido, que es un proceso
mas lento y menos eficiente. En segundo lugar, se observa que el
grado de orden mesoscopico disminuye a medida que la
concentracién de trialcoxiorganosilano aumenta en la reaccion.
Ademas, en este procedimiento la homocondensacion entre

grupos silanol aumenta, lo que significa que hay un menor

51



numero de estos grupos disponibles para que las moléculas
organicas con que queremos funcionalizar el sdélido se anclen, y
tampoco se puede garantizar una distribucion homogénea de los
grupos organicos a lo largo del sélido mesoporoso. Por ultimo,
pueden dar lugar a una reduccion en el diametro y volumen de
poro y del drea de superficie especifica®.

* Grafting: es el nombre que recibe el procedimiento de
funcionalizacién de un sélido mesoporoso sintetizado
previamente, y permite una modificacion selectiva de Ia
superficie del material. El método se basa en el anclaje de
moléculas organicas en la superficie externa del sdlido
mesoporoso una vez ha sido eliminado el surfactante ocluido en

. . . . ., ., 26 qp-
su interior mediante calcinacién o extraccion® (figura VIII).

Figura VIII. Representacion esquematica de la funcionalizacién de la MCM-41

por grafting. (Extraida de Angew. Chem. Int. Ed, 2006, 45, 3216-3251).

*® (a) Moller, K., Bein, T. Chem. Mater., 1998, 10, 2950-2963. (b) Judrez, LA.,
Tesis doctoral “Design, synthesis and evaluation of chemosensors for NOx
detection”, Universidad de Valencia, Valencia, 2016

?® Stein, A., Melde, B. J., Schroden, R. C. Adv. Mater., 2000, 12, 1403-1419.
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El anclaje de las moléculas organicas se produce mediante la
formacion de enlaces covalentes entre los grupos hidroxilo (Si-
OH) presentes en la superficie del sélido mesoporoso y distintos
derivados del alcoxisilano, en funcién de qué grupos funcionales
interese anclar. La distribucidon y concentracién de los grupos
funcionales esta condicionada por la reactividad del derivado del
alcoxisilano y por su accesibilidad a los silanoles del sélido, que a
su vez se ve limitada por factores estéricos y de difusién. De este
modo, se observa que la distribucidon no es homogénea ya que la
condensacion esta cinéticamente mas favorecida en la superficie
externa del sélido y cerca de las entradas del poro que en el
interior de los canales, por lo que este procedimiento favorece la
funcionalizacion externa del sélido.

La funcionalizacién por grafting presenta una serie de ventajas
qgue la hacen deseable frente a la co-condensacién. En primer
lugar, este procedimiento ofrece la posibilidad de caracterizar el
derivado organico del alcoxisilano antes de la funcionalizacidn.
Ademds, permite una extraccién del surfactante mas rapida y
eficiente ya que se puede llevar a cabo mediante calcinacion. Por
ultimo, este método ofrece la posibilidad de cargar los poros con
las moléculas de interés (generalmente colorante o farmaco)
antes de funcionalizarlo por la superficie externa con otra serie
de moléculas organicas que actuaran como “puertas
moleculares” dando lugar a materiales hibridos que permitan

una liberacién controlada de la sustancia ocluida en su interior.
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1.2.4 Caracteristicas

Este tipo de soportes mesoporosos posee una serie de caracteristicas
gue los hacen potencialmente muy utiles en aquellos procesos que
requieran la adsorcion de cantidades significativas de moléculas
voluminosas. Presentan una matriz inorganica adecuada debido a su
porosidad regular, tanto en tamafio cdmo en forma, y homogeneidad,
con un tamafio de poro comprendido entre los 2 y 10 nm, elevado
volumen de poro del orden de 1 cm?/g, alta superficie especifica
comprendida entre 500 m%/g y 1000 m?/g, estabilidad térmica de la
estructura tridimensional, inercia quimica, biocompatibilidad, fAacil
reproducibilidad y, como se ha mencionado anteriormente, facilidad de
funcionalizacion®. Ademads, los mesoporos internos de estos materiales
pueden servir como microambiente seguro donde cargar las moléculas y
gue estén protegidas de la degradacién o desactivacidén antes de alcanzar
la diana terapéutica, y en el caso de las nanoparticulas, su tamafio
permite una rapida absorciéon y liberacion de los compuestos

seleccionados.

Hay varios factores que influyen en la eficiencia, cinética y mecanismo de

captacion intracelular de estos materiales:

* Propiedad de superficie: la funcionalizacidon de la superficie
externa de la MCM-41 puede emplearse para regular su
captacion por las células?.

* Tamano de particula y afinidad de agregacién: se ha

investigado el efecto que tiene sobre la endocitosis tanto el

*” Slowing, 1., Trewyn, B. G., Lin, V. S. Y. J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 14792-
14793.
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tamano de las particulas, como la forma y aglomeracion de las
mismas, y se ha visto que las particulas mas pequefias con
una mayor dispersabilidad en solucion acuosa presentan
mayor eficiencia de endocitosis y una cinética mas rapida que
particulas de mayor tamafio®.

* Morfologia de la particula: la captacion celular de la MCM-41
depende tanto de la morfologia de la particula como de Ia
linea celular. Un estudio de Tang y colaboradores corroboré
gue hay una mayor eficiencia y velocidad de endocitosis para

, , < . 29
particulas de morfologia tubular que esférica”™.

Todos estos factores inducen a pensar que la absorcion intracelular de
las nanoparticulas de silice mesoporosa puede ser regulada eligiendo
una formulacién apropiada, de manera que abre la posibilidad de lograr
una alta especificidad y eficacia en la administracion controlada de

farmacos.

1.2.5 Caracterizacion

La caracterizacion de este tipo de materiales se lleva a cabo mediante
una serie de técnicas que aportan informacién acerca de la estructura
mesoporosa del sélido, la presencia de una matriz hexagonal regular y de
canales uniformes, la morfologia y el diametro de las particulas, el
diametro y volumen de poro, la distribucion de tamafio de poro, el area
total especifica y area de superficie, asi como la uniformidad de los

mesoporos. Se realiza una primera caracterizaciéon del material antes de

*® Trewyn, B. G., Nieweg, J. A., Zhao, Y., Lin, V.. S. Y. Chem. Eng. J., 2008, 137, 23-
29.
* Huang, X., Teng, X., Chen, D., Tang, F., He, J. Biomaterials, 2010, 31, 438-448.
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la funcionalizaciéon, para determinar todos los pardmetros arriba
mencionados, y se vuelve a caracterizar una vez realizada la carga del
mismo y la modificacién superficial para determinar si se han producido
variaciones sustanciales en el soporte inorgdnico durante el proceso de

preparacion de los materiales hibridos.

El procedimiento estandar de caracterizacién incluye las siguientes

técnicas:

* Microscopia de transmision de electrones (TEM): las
imagenes del TEM revelan la morfologia de las particulas y su
tamano, permitiendo determinar el didmetro de particula.
Ademds, aportan informacién acerca del estado de los
canales de la matriz hexagonal de las nanoparticulas, puesto
gue si se trata del sdlido inicial y los poros estan vacios, los
canales se observan como rayas blancas y negras alternas,
mientras que cuando se trata del sdlido final en el que los

. 19,30
poros estan cargados, se ven los canales opacos™

(figura
1X).

a)

®

Figura IX. Imagenes del TEM: a) MCM-41 calcinada; b) MCM-41 cargada y

cerrada con la puerta molecular.

30Juérez, L. A., Afidn, E., Giménez, C., Sancendn, F., Martinez-Mafiez, R., Costero,
A. M., Gaviiia, P., Parra, M., Bernardos, A. Chem. Eur. J., 2016, 22, 14126-14130.
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Difraccién de rayos X de polvo: aporta informacién acerca de
la presencia de una estructura mesoporosa y de su
estabilidad. Se realiza en la MCM-41 antes de calcinar,
después de calcinar y una vez cargada con la molécula de

interés y cerrada con la puerta molecular.

c)

28deg

Figura X. Ejemplo de difraccion de rayos X de polvo: a) MCM-41 antes de
calcinar; b) MCM-41 calcinada; ¢) MCM-41 cargada y cerrada con una

puerta molecular.

En la grafica que proporciona esta técnica podemos ver que
en la MCM-41 antes de calcinar se observan cuatro
reflexiones caracteristicas de bajo angulo de una matriz
hexagonal ordenada que aparecen a (100), (110), (200) y
(210). En la MCM-41 calcinada se produce un desplazamiento
significativo del pico de (100) que concuerda con la
condensacion de silanoles durante la calcinaciéon. Por ultimo,
en la MCM-41 cargada y cerrada se observa un

ensanchamiento de los picos a (100) y (200) debido a una
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reducciéon en el contraste relacionado con el proceso de
funcionalizacion y con la carga de los mesoporos. Sin
embargo, la intensidad del pico de (100) en este patrén es la
gue indica que ni el proceso de carga ni el anclaje de la puerta
molecular han modificado la estructura mesoporosa del
s6lido™ (figura X).

Porosimetria: La estructura porosa se analiza mediante
isotermas de adsorcidén-desorcion de N, a 77 K. Aporta
informacion acerca del diametro y el volumen de poro, la
distribucion de tamafio de poro y el area total especifica. Se
realiza tanto de la MCM-41 calcinada como de la cargada con
la molécula de interés y cerrada con la puerta molecular. En el
caso de la MCM-41 calcinada, la curva muestra un escalén de
adsorciéon con un valor P/P, que corresponde con una
isoterma tipo IV tipica de materiales mesoporosos. Se emplea
el modelo BJH (Barrett-Joyner-Halenda) en la curva de
adsorcién de la isoterma para calcular el diametro y el
volumen de poro, y el modelo BET (Brunauer-Emmett-Teller)
para calcular el area total especifica. Otra caracteristica
remarcable de la curva es el tipico ciclo de histéresis H1 que
aparece en la isoterma a relativamente alta presion (P/Pq >
0,8) y esta asociado con una amplia distribucidon de tamafio
de poro. Corresponde al llenado de los espacios entre las
nanoparticulas debido a la textura porosa. En el caso de la
MCM-41 cargada y cerrada, se observa un menor volumen de
nitrégeno adsorbido y una menor area de superficie que si se

compara con la MCM-41 inicial debido al llenado de los poros.
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Ademads, en este caso, el sélido presenta una curva sin
espacios a valores de presién relativamente bajos en

comparacién con la MCM-41 inicial®® (figura XI).
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Figura XI. Isotermas de adsorcidn-desorcidén de nitrégeno de (a) material
mesoporoso calcinado MCM-41 y (b) material mesoporoso MCM-41
cargado de colorante y cerrado con la puerta molecular. (Extraida de Chem.

Eur. J., 2016, 22, 14126-14130).

Andlisis termogravimétrico (TGA): es una técnica analitica que
permite medir la variacion de peso de una muestra, frente a
la temperatura o el tiempo, cuando se le aplica un programa
de temperatura controlada y una atmodsfera especifica.
Aporta informacidn sobre la materia organica presente en la
MCM-41, con lo que, junto con el analisis elemental se
emplea para determinar la cantidad de puerta anclada al

soporte inorganico y la carga presente en el mismo.
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1.2.6 Aplicaciones

Como se ha mencionado en puntos anteriores, este tipo de materiales
inorganicos pueden servir entre otras muchas aplicaciones para la
liberaciéon controlada y selectiva de farmacos, haciendo posible la
entrega simultdanea de uno o mas agentes terapéuticos para lograr
resultados sinérgicos, y ademas, las propiedades farmacocinéticas y de
biodistribucion de la carga pueden ser controladas mediante Ia
manipulacion de las propiedades superficiales del vehiculo, es decir, de

las particulas de silice.

Los sélidos mesoporosos, al poder funcionalizarse de forma especifica y
tener una gran superficie interna, han demostrado ser utiles y ofrecer
mejoras en la actividad, selectividad y estabilidad de una amplia variedad
de reacciones cataliticas® y procesos de absorcién. Ademds, este tipo de
solidos se han empleado también para aplicaciones dpticas, asi como
para procesos de polimerizacién, adsorcion y almacenamiento de
gases>?, sensores quimicos y bioquimicos®, procesos de filtracién y
separacion®, regeneracién biomédica de tejido®, inmovilizacion de

. Y . . . . . 26
especies bioldgicamente activas y aplicaciones medioambientales™.

*' De Vos, D. E., Dams, M., Sels, B. F., Jacobs, P. A. Chem. Rev., 2002, 102, 3615-
3640.

%2 Kruk, M., Jaroniec, M. Chem. Mater., 2001, 13, 3169-3183.

% (a) Kilian, K. A., Bécking, T., Gaus, K., Gal, M., Gooding, J. J. ACS Nano, 2007, 1,
355-361. (b) Jane, A., Dronov, R., Hodges, A., Voelcker, N. H. Trends. Biotechnol.,
2009, 27, 230-239. (c) Ispas, C., Sokolov, I., Andreescu, S. Anal. Bioanal. Chem.,
2009, 393, 543-554.

3 Liu, X., Du, Y., Guo, Z., Gunasekaran, S., Ching, C., Chen, Y., Leong, S. S. J,,
Yang, Y. Microporous Mesoporous Mater., 2009, 122, 114-120.

** Slowing, 1. I., Trewyn, B. G., Giri, S., Lin, V. S.-Y. Adv. Funct. Mater., 2007, 17,
1225-1236.
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La flexibilidad en la eleccién de un soporte organico, inorgdnico o
hibrido, asi como la amplia variedad de opciones a la hora de
funcionalizarlo, tanto en la superficie interna como en la externa,
permite controlar las propiedades del material y asi, optimizarlo para

cada aplicacién.

1.3 Puertas moleculares

1.3.1 Definicidn y clases

Con el fin de mejorar el control en la liberacion de farmacos se ha
empleado una nueva aproximacién que consiste en la preparacion de
“materiales inteligentes” que estén regulados mediante estimulos
externos. El disefio de nano o micromateriales funcionalizados con
puertas moleculares es un area de trabajo muy fértil y prometedora que
estd conduciendo a la quimica de coordinacion tradicional y la quimica
supramolecular a las fronteras de la nanociencia, la biologia molecular y
la bioquimica. Estos sistemas estan inspirados en los bio-canales y las
bio-puertas y en general en procesos biolégicos que originan
transformaciones desencadenadas por especies quimicas especificas.
Este tipo de compuestos se han empezado a preparar en los ultimos
anos con fines tales como la translocacion, el transporte molecular o la

.y . o 36
preparacion de materiales nanoscépicos™.

% (a) Casasus, R., Marcos, M. D., Martinez-Mafiez, R., Ros-Lis, J. V., Soto, J.,
Villaescusa, L. A., Amords, P., Beltran, D., Guillem, C., Latorre, J. . Am. Chem.
Soc., 2004, 126, 8612-8613. (b) Aznar, E., Casasus, R., Garcia-Acosta, B., Marcos,
M. D., Martinez-Maniez, R., Sancendn, F., Soto, J., Amords, P. Adv. Mater., 2007,
19, 2228-2231. (c) Casasus, R., Climent, E., Marcos, M. D., Martinez-Mafiez, R.,
Sancenon, F., Soto, J., Amorés, P., Cano, J., Ruiz, E. J. Am. Chem. Soc., 2008, 130,
1903-1917.
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Figura XIl. Esquema representativo del funcionamiento de una puerta

molecular.

Teniendo en cuenta lo indicado anteriormente, el empleo de MSNs con
poros cerrados por puertas moleculares que se puedan abrir en
determinadas condiciones, garantizaria la llegada integra del farmaco a
su punto de accién y supondria un extraordinario avance en el logro de
una accién terapéutica mas especifica y por tanto mas eficaz. En este
campo, denominariamos sistemas con puertas moleculares o
supramoleculares aquellos dispositivos basados en materiales
mesoporosos en los cuales el transporte de masa esté controlado por un
estimulo externo que determine la situacion (abierta o cerrada) en la que
se encuentra la puerta. Una representacion gréfica de este tipo de
superestructuras se muestra en la figura XIl. La figura muestra cémo la
superficie externa del material estd funcionalizada con moléculas
adecuadas (“puertas”) y tras la actuacion de un estimulo, dichas
“puertas” se abren liberando su contenido, por ejemplo, un farmaco. La
mayor utilidad de este sistema se obtendria cuando el estimulo externo

estuviera provocado por algin compuesto o especie especifica que se
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encontrara en el medio como consecuencia de la situacion patoldgica del

entorn037.

Con el fin de incrementar la eficacia de la apertura de la puerta se han
preparado recientemente las denominadas puertas moleculares
autoinmolantes. Estos sistemas estdan compuestos por moléculas
autoinmolantes, que son agregados covalentes que, bajo la aplicacion de
un estimulo externo, inician una reaccién de desensamblaje a través de
una cascada de roturas de enlaces encadenadas, dando lugar a la
liberacién de sus fragmentos constituyentes®. Este fenémeno quimico,
estd normalmente favorecido por el aumento de la entropia y la
formacion de productos termodindamicamente estables, lo que hace que

se produzca de forma espontanea e irreversible.

Los procesos autoinmolantes, se observan mas comiunmente en especies
aromadticas polisustituidas y ricas en electrones que tengan un
sustituyente dador de electrones (como un residuo amino o hidroxilo)
gue esté en conjugacién orto o para con un grupo saliente adecuado
localizado en posicion bencilica. Para modular la eliminacidon
autoinmolante espontanea en condiciones fisioldgicas en este tipo de
compuestos, a veces es necesaria la incorporacion de un grupo
protector. El primer paso del proceso de autoinmolacién implica un

estimulo o desencadenante que da lugar a la eliminacién del grupo

37 (a) Patel, K., Angelos, S., Dichtel, W. R., Coskun, A., Yang, Y.-W., Zink, J. I,
Stoddart, J. F. J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 2382-2383. (b) Angelos, S., Yang, Y.-
W., Patel, K., Stoddart, J. F., Zink, J. I. Angew. Chem. Int. Ed., 2008, 47, 2222-
2226. (c) Leung, K. C.-F., Nguyen, T. D., Stoddart, J. F., Zink, J. I. Chem. Mater.,
2006, 18, 5919-5928.

8 Blencowe, C. A,, Rusell, A. T., Greco, F., Hayes, W., Thornthwaite, D. W. Polym.
Chem., 2011, 2, 773-790.
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protector y a la liberacién del grupo funcional nucleéfilo, iniciando asi el
. 39 .. ., . .,
proceso de desensamblaje™. La eliminacién autoinmolante también

puede ser amplificada (figura XIIl), y se define como la liberacién de

multiples moléculas a partir de un Unico evento de activacion.

Figura Xlll. Esquema representativo del funcionamiento de una puerta

molecular autoinmolante.

1.3.2 Mecanismos de apertura para la liberacién controlada

Como se ha comentado anteriormente, el disefio de materiales hibridos
gue contengan puertas moleculares capaces de liberar selectivamente la
carga en presencia de un estimulo externo esta atrayendo
recientemente mucha atencion. En este tipo de estructuras podemos
diferenciar claramente dos partes: la primera de ellas es la puerta
molecular, capaz de permanecer abierta o cerrada en funcién de un
estimulo externo, mientras que la segunda, es un soporte inorgdnico

adecuado que actie como reservorio donde se hallan ancladas las

39 Alouane, A, Labrueére, R., Le Saux, T., Schmidt, F., Jullien, L. Angew. Chem. Int.
Ed., 2015, 54, 7492-7509.
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moléculas de puerta. Ambos componentes son importantes y de su
eleccion depende la liberacién del farmaco contenido en el interior del

40
soporte™.

Para conseguir una liberacién espacial y temporal precisa de los agentes
terapéuticos en el lugar de accidn, se han introducido en MSNs una gran
variedad de grupos sensibles a estimulos de diversa naturaleza,
incluyendo grupos que responden a estimulos encontrados en el interior
de sistemas bioldgicos como pH, temperatura, potencial redox o
biomoléculas, y estimulos que pueden ser aplicados externamente como
luz, ultrasonidos o campo eléctrico. Algunas de las respuestas a estos
estimulos que provocan la apertura de la puerta molecular incluyen

., - . . 41
rotura de enlaces, unién competitiva o cambios conformacionales™.

Un ejemplo que permite explicar algunos de los mecanismos de apertura

gue puede haber al producirse un estimulo, seria el de Zink, Stoddart y
37 .~ .

colaboradores™. Estos autores disefiaron un sistema supramolecular de

nanovalvulas cuya puerta molecular esta basada en dibenzo-[24]-corona-

8 (DB24C8) y un ion dialquilamonio con funciones de pseudorotaxano,

como se muestra en la figura XIV.

0 Coll, C., Bernardos, A., Martinez-Mafiez, R., Sancendn, F. Accounts. Chem.
Res., 2013, 46, 339-349.

“ Zhao, Y., Vivero-Escoto, J. L., Slowing, I. I, Trewyn, B. G., Lin, V. S.-Y. Expert.
Opin. Drug. Deliv., 2010, 7, 1013-1029.
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Figura XIV. Representacion esquematica de la apertura de una puerta
molecular mediante unidn competitiva. (Extraida de Chem. Mater., 2006, 18,

5919-5928.)

Este sistema tiene dos métodos de apertura: por un lado, la extraccidon
de protones del dialquilamonio por accion de una base (como por
ejemplo trietilamina) da lugar a la rotura de los puentes de hidrégeno
entre el ion dialquilamonio y el anillo DB24C8, produciendo la disociacion
del anillo y por lo tanto la apertura de las nanovalvulas. Por otro lado,
este sistema ofrece como método alternativo de apertura la unidn
competitiva del anillo DB24C8 a un agente de complejacion. Esta
activacion, deberia desplazar el equilibrio de
complejacién/decomplejacién hacia la apertura de las nanovalvulas
atrapando los anillos disociados de DB24C8 y evitando de esta forma que

vuelvan a complejarse con el eje.
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1.3.2.1 pH

Se han descrito puertas moleculares cuyos ciclos de apertura/cierre se
pueden controlar a nivel nanoscépico mediante cambios en el pH del
medio, como en el siguiente ejemplo descrito por Judrez vy
colaboradores®. Estos autores disefiaron un material hibrido compuesto
por nanoparticulas de silice, cargadas con el colorante sulforodamina By
cerradas mediante una puerta molecular autoinmolante sensible a pH,
como se muestra en la figura XV. En la eleccion del tipo de
nanoparticulas se tuvo en cuenta que, para poder explotar esta
condicion, el vehiculo debia ser estable a pH fisioldgico y liberar la carga

Unicamente en ambientes basicos.

HO/\©\ OH

Figura XV. Representacidn esquemadtica del material hibrido sensible a cambios

de pH. (Extraida de Chem. Eur. J., 2016, 22, 14126-14130).

A pH basico, se produce la desprotonacién del grupo hidroxilo, lo que da
lugar a la formacién del anién fenolato que inicia un proceso
autoinmolante de apertura de la puerta debido a la reaccidn concertada
gue se observa en la figura XVI, y por lo tanto a la liberacidon del

colorante.
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Figura XVI. Representacidon esquematica de la cascada de eliminacién de
electrones producida a pH basico. (Extraida de Chem. Eur. J., 2016, 22, 14126-
14130).

Para probar el mecanismo de apertura disefiado se realizaron medidas
de la cinética de liberacion del colorante a distintos pH mediante
espectroscopia de fluorescencia. Asi se observd, que a medida que
aumentaba el pH se iba incrementando la liberacién de colorante, siendo
despreciable a pH acido (10%) y pequeia a pH neutro (maximo 30%) ya
gue en ambos casos la puerta molecular permanece cerrada, mientras
que, a pH basico al producirse la rotura de la puerta, se liberaba un 89%
del colorante total almacenado en el interior de las nanoparticulas. Con
esta respuesta tan favorable, este sistema hibrido se podria utilizar para
la liberacion de farmacos a nivel intestinal, ya que al abrirse Unicamente
a pH basico podria atravesar el estémago, que presenta un pH acido, con

la medicacidn intacta.

1.3.2.2 Temperatura

La temperatura es otro estimulo interno que puede ser explotado para la
activacion de la liberacion de farmaco en sitios especificos. En algunas
enfermedades se producen variaciones locales de temperatura

(generalmente aumento), como es el caso de la inflamacidn, la infeccién
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o incluso los tumores que se producen en determinados tejidos. Por esta
razon, vehiculos portadores de farmaco sensibles a la temperatura, que
Unicamente liberen su contenido a temperaturas superiores a 372C pero
gue lo mantengan encapsulado en la circulacion, serian muy deseables.
Sin embargo, en el disefio de estos materiales hay que tener en cuenta
qgue las variaciones de temperatura producidas en estas enfermedades
no son superiores a 4 o 52C, con lo que requiere sistemas altamente
sensibles que trabajen en un rango de temperatura realmente estrecho
(35-452C), ya que a mayores temperaturas puede haber muerte celular.
La temperatura también puede ser utilizada como estimulo externo, y
tiene la ventaja de que permite un fino control de la liberacién de la

. 42
dosis™.

Un ejemplo de la temperatura como estimulo para la liberacion es el
estudio de Ldépez y colaboradores®, que se basa en el disefio de un
material hibrido en el que emplean silica como soporte inorganico y un
polimero estimulo-respuesta (PER) como puerta molecular, ya que se ha
observado que la presencia de poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm) en
la red porosa, puede utilizarse para modular el transporte de solutos

aCuosos.

PNIPAAmM es un polimero estimulo-respuesta muy estudiado que sufre
una transicion de solubilidad marcada por la temperatura en medio
acuoso. Cuando PER esta presente en la superficie, la transicion de

solubilidad se puede manifestar como un cambio en el volumen del

42 Aznar, E., Oroval, M., Pascual, L., Murguia, J. R., Martinez-Mafez, J., Sancendn,
F. Chem. Rev., 2016, 116, 561-718.

*Fu, Q., Rao, G. V. R,, Ista, L. K., Wu, Y., Andrzejewski, B. P., Sklar, L. A., Ward, T.
L., Lopez, G. P. Adv. Mater., 2003, 15, 1262-1266.
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polimero y un cambio en la energia superficial. Asi, observamos que, a
bajas temperaturas, como por ejemplo a temperatura ambiente, el
polimero se encuentra hidratado y extendido, de manera que actua
como una puerta molecular eficaz cerrando los poros de las
nanoparticulas e inhibiendo el transporte de solutos, mientras que, a
altas temperaturas (502C) se vuelve relativamente hidrofébico, se
deshidrata y se colapsa permitiendo la liberacién de la carga por

difusién, como se observa en la figura XVII.

[ O
w a%s

X ) <:|: o
| X
Baja T2
l PNIPAAmM @® Rodamina 6G

Figura XVII. Esquema representativo de un material hibrido cuya puerta

molecular es un péptido. (Extraida de Chem. Rev., 2016, 116, 561-718).

La polimerizacion se lleva a cabo mediante un proceso conocido como
polimerizacién radical por transferencia atémica (PRTA), un método muy
util para la modificacién de la superficie de los poros ya que, por un lado,
la vida del radical en la superficie es alta, lo que da lugar a una
proporcién de polimerizacién relativamente baja que permite que el
proceso sea uniforme. Por otro lado, la polimerizacion esta restringida a
la superficie, de modo que no se forma el polimero en solucidn, lo que
previene la obstruccion de los poros con polimero libre y a su vez hace

posible la uniformidad del proceso.
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Para demostrar el funcionamiento éptimo del material hibrido, se
realizaron estudios de la liberacion del colorante empleando citometria
de flujo y espectroscopia de fluorescencia. En estos estudios se observo
qgue, en efecto, a bajas temperaturas el péptido permanece hidratado y
extendido cerrando los poros, mientras que a medida que aumenta la

temperatura, se colapsa y permite la liberacion de la carga.

Aunque para realizar esta demostracion se eligieron silica y PNIPAAm, los
principios de su disefio y los métodos de sintesis son aplicables a una
amplia variedad de estructuras porosas y polimeros, asi como a

estimulos de diversa naturaleza, no sélo temperatura.

1.3.2.3 Potencial redox

A nivel intracelular encontramos agentes reductores enddgenos que
pueden ser atractivos como estimulos de apertura de materiales
hibridos. En algunas enfermedades como el cancer, se produce un
incremento en la concentracion de algunas especies redox activas, lo que
ofrece una amplia aplicabilidad a este mecanismo de apertura en una

liberacién localizada y selectiva de farmacos.

El potencial de los enlaces disulfuro para reducirse a tioles libres como
una respuesta a esta condicién reductora ha atraido mucha atencién
para el disefio de sistemas de liberacién controlada sensibles a
variaciones de potencial redox, como por ejemplo el trabajo realizado
por Feng y colaboradores*, que disefiaron un material hibrido
compuesto por nanoparticulas de silice mesoporosa y una valvula

formada por una red polimérica con respuesta a estimulo redox.

* Liu, R, Zhao, X., Wu, T., Feng, P. Liu, R., Zhao, X., Wu, T., Feng, P. J. Am. Chem.
Soc., 2008, 130, 14418-14419.
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El sistema, denominado PNAS-MS, consiste en MCM-41 como soporte
inorganico con poli(N-acriloxisuccinimida) (PNAS) anclada a su superficie,
de manera que los polimeros se sitien en la entrada de los poros de las
nanoparticulas de silice. Una vez cargadas las moléculas de colorante en
el interior de las nanoparticulas, la apertura de PNAS-MS se bloquea
mediante la adicién de cistamina, una amina primaria bifuncional basada
en un enlace disulfuro, que permite que las cadenas de polimero formen

una red a través de la reaccion entre la cistamina y los grupos N-

oxisuccinimida presentes a lo largo de la cadena polimérica, como se

observa en la figura XVIII.

Agente reductor (DTT)

— HN

E4
;H e Colorante
o

Figura XVIIl. Representacién esquematica de un material hibrido con una
puerta molecular basada en una red polimérica con respuesta a estimulo redox.

(Extraida de J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 14418-14419).

La apertura de la puerta molecular esta basada en reacciones redox, de
manera que en presencia de agentes reductores capaces de romper el

enlace disulfuro de la cistamina, como el ditiotreitol (DTT), se produce la
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ruptura del enlace, que da lugar a la apertura de la puerta y la

consecuente liberacion de la carga.

Para estudiar la respuesta redox de la puerta molecular anclada al
nanomaterial hibrido, se cargd primero rodamina B en PNAS-MS, y a
continuacién se afiadid cistamina a la mezcla para formar la red
polimérica alrededor de los mesoporos de silica. Antes de proceder a
realizar las pruebas de liberacién para estudiar el funcionamiento de la
puerta, se comprobé la formacion de la red polimérica mediante varios
métodos espectroscopicos. La liberacion del colorante se siguio,
midiendo la absorbancia mediante espectroscopia de UV-vis. El primer
estudio se realizd sin adicionar el agente reductor, observandose que la
intensidad de la rodamina B se mantenia constante, lo que indica que no
habia fuga de las moléculas de colorante encapsuladas, mientras que al
adicionar DTT, es decir, en presencia del estimulo, se produjo la
liberacién del colorante, mas rapida cuanto mayor era la concentracién
de DTT, lo que lleva a pensar que, a bajas concentraciones, la puerta no

se abre del todo, sino que queda entreabierta.

Como los enlaces disulfuro también se pueden romper empleando
antioxidantes producidos a nivel celular, este sistema es prometedor
tanto como biosensor como para la liberacién especifica de farmacos in

vivo.

1.3.2.4 Luz

La luz puede actuar como un estimulo externo muy interesante, ya que
puede inducir rapidamente la liberacion del farmaco en un sitio
especifico mediante exposicién a la radiacion. Como se puede controlar

facilmente tanto el tiempo como el area irradiados, hay un mayor
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control del proceso*’. Ademas, este sistema presenta la ventaja de que el
estimulo se aplica externamente, con lo que es una técnica no invasiva
para el paciente y facilmente focalizable al area seleccionada, evitando
asi la irradiacién de los tejidos circundantes. Una limitacién es que la luz
UV es incapaz de penetrar en tejidos profundos. Por esta razdn, en los
ultimos anos, la atencion ha estado centrada en la irradiacion en la
region del infrarrojo cercano (NIR) como fuente de luz, puesto que puede
alcanzar una mayor penetracién de tejido, pero este campo se encuentra

, 42
todavia en desarrollo™.

Como ejemplo de este tipo de materiales, Fujiwara® y colaboradores
disefiaron un sistema hibrido capaz de almacenar y liberar moléculas
organicas del soporte MCM-41, cuyo mecanismo de apertura esta
basado en la dimerizacién intermolecular, fotocontrolada y reversible de

derivados de la cumarina anclados a la parte externa de los poros.

La irradiaciéon del sistema con luz UV a longitudes de onda mayores de
310 nm induce la fotodimerizacidon, y esto produce como resultado un
descenso gradual en la banda de absorcién centrada a 324 nm, habiendo
desparecido casi por completo tras 50 minutos. En contraste, la
irradiacién con luz UV a longitudes de onda alrededor de 250 nm
produce la regeneracién de la banda de absorcién de la cumarina tras 2-

3 minutos, debido a la rotura de los dimeros inducida por la luz.

En este ejemplo, las moléculas de cumarina actuan como puertas
moleculares. Al irradiar con luz a longitudes de onda superiores a 310
nm, las moléculas de cumarina se unen formando dimeros e impiden el

acceso a los poros de MCM-41. Sin embargo, al irradiar a una longitud de

*>Mal, N. K., Fujiwara, M., Tanaka, Y. Nature, 2003, 421, 350-353.
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onda de 250 nm se produce la rotura de los dimeros, lo que da lugar a la

apertura de la puerta.

1.3.2.5 Biomoléculas

En los ultimos afios han empezado a desarrollarse materiales hibridos
nanoscépicos que emplean biomoléculas para controlar el transporte de
materia. Las biomoléculas pueden tener dos funciones diferentes: por un
lado, se puede tratar de azucares, péptidos, anticuerpos o fragmentos de
ADN, en cuyo caso actuarian como puertas moleculares, mientras que,
por otro lado, las biomoléculas pueden ser antigenos o enzimas, cuya

accion seria la de estimulo responsable de la apertura de la puerta.

1.3.25.1 Biomoléculas como puertas

En esta reciente aproximacién, las biomoléculas son capaces de
modificar la superficie de los soportes mesoporosos mediante
interacciones moleculares y supramoleculares entre ciertos sitios de
union anclados a la parte externa de los poros y especies presentes en
disolucidn, permitiendo la liberacién controlada de especies quimicas
encapsuladas en el interior de los poros del material. Mas
concretamente, los soportes de silice mesoporosos pueden ser
funcionalizados con moléculas de naturaleza biolégica como azucares,
anticuerpos, péptidos y oligonucleétidos entre otros, capaces de liberar
su carga a través de mecanismos de hidrdlisis provocados por diferentes

ligandos.

La principal ventaja que presentan estos sistemas es su elevada

especificidad, lo que los hace candidatos ideales tanto para aplicaciones
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biomédicas concretas, como para la deteccion de determinadas

moléculas.

Un ejemplo es el del estudio de Martinez-Mafiez y colaboradores®®, que
consiste en el disefio de un material hibrido basado en el paradigma que

se muestra en la figura XIX.

5'-CCCGATTGATTAGCTAGCATT-3'

-0
-9 : 7033-/\/\%
—0

Figura XIX. Representacion esquemadtica de un material hibrido con una puerta
molecular formada por un oligonucledtido cuyo estimulo de apertura es una

biomolécula. (Extraida de Angew. Chem. Int. Ed., 2010, 49, 7281-7283).

El sistema estda compuesto por un material mesoporoso, que en este
caso es MCM-41, cargado con fluoresceina y funcionalizado en la
superficie externa con 3-amino-propiltrietoxisilano (APTS), cuyos grupos
aminopropil estan parcialmente cargados a pH neutro e interaccionan
con oligonucleétidos (01) cargados negativamente dando lugar al cierre

de los mesoporos. La apertura, sucede mediante una reacciéon de

a6 Climent, E., Martinez-Manez, R., Sancendén, F., Marcos, M. D., Soto, J.,
Maquieira, A., Amorés, P. Angew. Chem. Int. Ed., 2010, 49, 7281-7283.
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desplazamiento altamente efectiva en presencia de la cadena
complementaria (02) del oligonucledtido que actia como puerta
molecular, produciéndose la hibridacidon de los dos oligonucleétidos, la
apertura de los poros y la consiguiente liberacién de la carga contenida

en su interior.

Para investigar las propiedades de la puerta, se preparé una disolucidn
del material hibrido en tampdn de hibridacion y se dividié en dos
fracciones. A la primera se le anadié una alicuota de tampodn de
hibridacidon, mientras que, a la segunda una alicuota de tampdn de
hibridacidon que contenia el oligonucledtido complementario de la puerta
molecular. En ambos casos el mecanismo de la puerta se monitorizd a
través de la medida de la emisidn de fluorescencia de la fluoresceina
liberada, y los resultados mostraron que en ausencia del oligonucledtido
complementario el sistema permanece estrechamente cerrado mientras
gue, en el caso contrario se produce la apertura de los poros y liberacion

del colorante.

Se realizaron estudios adicionales para comprobar la selectividad del
sistema con lo que se probd la apertura de la puerta en presencia de
otras cadenas de oligonucleétido, mostrando una apertura de la puerta
pobre o nula, demostrando asi que el sistema disefado era altamente
especifico, lo que ofrece un amplio abanico de posibilidades en el disefio
de bio-puertas que puedan ser abiertas selectivamente en presencia de

estimulos especificos.

1.3.2.5.2 Biomoléculas como estimulo

Aunque no es tan popular como otros estimulos, el uso de enzimas para

la apertura de puertas moleculares puede tener un gran atractivo y

77



potencial que proporcione elevada selectividad en el disefio de
materiales hibridos para la liberacién controlada de farmacos, puesto
gue se pueden sintetizar puertas moleculares personalizadas para
enzimas especificas. De hecho, la sobreexpresién de enzimas,
caracteristica de determinadas enfermedades, puede ser util para la
liberacién de farmacos en un tipo celular concreto, reduciendo asi los
efectos adversos y aumentando la efectividad del farmaco. Para que la
puerta molecular sea efectiva en el cierre y a la vez responda al estimulo,
es importante la orientacion de su estructura, de manera que los grupos

. . . L. . . 42
escindibles sean accesibles para el sitio activo de la enzima™.

Ciertos ejemplos han aprovechado la ventaja de utilizar esterasas, que
son enzimas capaces de catalizar la hidrdlisis de ésteres en acidos y
alcoholes. Zink, Stoddart y colaboradores® disefiaron un nuevo vy
biocompatible modelo de liberacién controlada formado por
nanocontenedores de silica cerrados mediante un sistema que consiste
en un [2]rotaxano anclado a la superficie de la nanoparticula en el cual
estd ensamblada una a-ciclodextrina que se encuentra rodeando una
cadena de polietilenglicol y es retenida mediante un grupo voluminoso,
unido por un enlace escindible que actia como tope. Cuando el sistema
estd cerrado, alberga moléculas en el interior de los poros, pero cuando
se rompe el enlace que ancla el adamantilo, que actia como tope, se
produce el desensamblaje de la a-ciclodextrina y como consecuencia la

liberacién de la carga.

Las moléculas se cargan en el interior de los poros mediante difusion y

una vez estan cargadas y el soporte modificado por la unién de la azida,
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es incubado con la a-ciclodextrina en las condiciones que se especifican

en la figura XX.
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Figura XX. Representacion esquematica de la sintesis y activacidn de una puerta
molecular cerrada mediante un sistema basado en la presencia de un rotaxano
con apertura inducida por enzima esterasa. (Extraida de J. Am. Chem. Soc.,

2008, 130, 2382-2383).

Para probar la viabilidad del sistema, se disefié un material hibrido
activado por enzima esterasa porcina hepatica. Para ello, se cargd un
precursor con moléculas luminiscentes (rodamina B) y se cerrd con el
tope adamantilo unido mediante un enlace éster (2a). En este sistema, la
enzima esterasa cataliza la hidrdlisis del adamantilo produciendo el
desensamblaje de la a-ciclodextrina y por lo tanto la liberacion del
colorante. Como control se preparé otro material hibrido utilizando
como tope un andlogo del adamantilo, pero unido mediante enlace
amida en vez de éster, (2b), el cual no se hidroliza por la accion de la
enzima esterasa, y por lo tanto no permite la liberacion de la carga de las

nanoparticulas.
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Asi, utilizando espectroscopia luminiscente demostraron la capacidad de
la esterasa porcina hepatica para activar selectivamente el sistema con
enlace éster mientras que el que contiene enlace amida permanece
intacto ante la accion de dicha enzima. De este modo, obtuvieron un
sistema biocompatible para la liberacion controlada de farmacos con

especificidad enzimatica.

1.4 Cultivos celulares

1.4.1 Catepsina K

La catepsina K es un miembro de las cisteinproteasas de la superfamilia
de la papaina que fue descubierta en 1994 a partir del analisis diferencial
de ADN de osteoclastos y macréfagos en ratones. Posteriormente la
enzima humana fue clonada®. La catepsina K esta constituida por 215
aminoacidos (aa), pero es secretada como una proenzima de 329 aa, de
los cuales 15 aa constituyen una secuencia N-terminal, 99 aa son el

propéptido y los 215 aa restantes constituyen la unidad catalitica.

La familia de las cisteinproteasas incluye una amplia variedad de
catepsinas con un grado de similitud variable entre ellas. La catepsina K
comparte acerca de un 60% de la secuencia proteica con las catepsinas L,

Sy V, pero menos del 35% con las catepsinas F, O, B, Hy W.

La comparacion de secuencias de 329 aa de pre-proteina catepsina K de
diferentes especies revela que la secuencia enzimdatica tiene un alto

grado de identidad sin ninguna insercién o delecién, teniendo un grado

4 Mufoz-Torres, M., Reyes, R. Rev. Esp. Enferm. Metab. Oseas, 2006, 15, 88-90.
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de similitud del 98,5% con el mono, 94,2% con el conejo, 87,5% con la

rata y 86,6% con el raton®.

1.4.1.1 Estimulo de apertura

La catepsina K es una colagenasa que se expresa de forma predominante
en los osteoclastos, aunque no exclusivamente ya que la podemos
encontrar en otras células multinucleadas como las células de
Langhans®. Por el contrario, las otras formas de catepsina suelen

. . ., . .. 50
presentar distribucion en varios tejidos™.

Catepsina K es la enzima proteolitica mas abundante del osteoclasto, y
su funcién predominante es degradar los principales colagenos del tejido
conectivo: el colageno tipo | (el mas abundante en la matriz ésea)
presente en las regiones helicoidal y telopeptidica y el colageno tipo Il
localizado en la sinovial, aunque también degrada otras proteinas de la

matriz dsea como la osteopontina y la osteonectina.

Se trata de una enzima lisosomal cuyo pH dptimo de actividad es acido
(pH= 5,5), y presenta limitada estabilidad a pH neutro. Se sintetiza en
osteoclastos maduros, células que poseen una intensa actividad
enzimatica focalizada en el borde rugoso, como proenzima inactiva, y el
paso de procatepsina K a catepsina K madura ocurre cuando el
osteoclasto se acerca al hueso, lo que sugiere que factores locales

pueden regular este proceso. Es por esta razén, que los osteoclastos

8 Tada, S., Tsutsumi, K., Ishihara, H., Suzuki, K., Gohda, K., Teno, N. J. Biochem.,
2008, 144, 499-506.

9 (a) Bromme, D., Lecaille, F. Expert. Opin. Investig. Drugs., 2009, 18, 585-600.
(b) Riinger, T. M., Quintanilla-Dieck, M. J., Bhawan, J. J. Invest. Derm., 2007, 127,
293-297.

*% Reyes, R., Mufioz-Torres, M. Med. Clin., 2008, 131, 218-220.
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situados en la superficie del hueso expresan exclusivamente la catepsina

51
K en su forma madura’".

La activacién in vivo de la enzima ocurre intracelularmente, puesto que
se localiza en los lisosomas, donde se rompe por autoprotedlisis para
producir la forma activa y es entonces cuando puede ser secretada al
entorno extracelular, pero se secreta especificamente a la laguna de
resorcion ésea situada debajo de los osteoclastos activos, donde es
responsable de la degradacion de los componentes de la matriz dsea. La
secrecion tanto de catepsina K como de otras cisteinproteasas asociadas
con la resorcion 6sea producida por los osteoclastos, esta regulada
negativamente por accidon de los estrogenos y positivamente por el

factor de osteoclastogénesis RANKL.

Su presencia selectiva en los osteoclastos sugiere que la catepsina K es
una importante enzima implicada en la resorcion odsea, y
consecuentemente puede representar un potencial objetivo para la
intervencidon terapéutica de enfermedades que impliquen exceso de
pérdida de masa dsea, como es el caso de la osteoporosis. Se han
iniciado estudios bioquimicos, funcionales y estructurales de la catepsina
K humana para un mayor desarrollo de este concepto®. De hecho, se ha
demostrado que inhibidores de la cisteinproteasa como la leupeptina
pueden inhibir la resorcién dsea en cultivos de tejidos y mas tarde en

osteoclastos aislados, y se han descrito inhibidores selectivos de la

> Dodds, R. A, James, I. E., Rieman, D., Ahern, R., Hwang, S. M., Connor, J. R,,
Thompson, S. D., Veber, D. F., Drake, F. H., Holmes, S., Lark, M. W., Gowen, M.
Journal of bone and mineral research, 2001, 16, 478-486.

> Bossard, M. J., Tomaszek, T. A., Thompson, S. K., Amegadzies, B. Y., Hannings,
C. R, Jones, C., Kurdyla, J. T., McNulty, D. E., Drake, F. H., Gowen, M., Levy, M. A.
J. Biol. Chem., 1996, 271, 12517-12524.
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catepsina K humana como potentes inhibidores de la resorcidon dsea

. L .. 53
producida por los osteoclastos tanto in vitro como in vivo™.

Asi pues, la catepsina K constituye un objetivo atractivo para la terapia
antirresortiva en la osteoporosis, mediante el desarrollo de inhibidores
de la enzima altamente selectivos, lo que da lugar a la inhibicién de la
resorcion dsea como se ha comentado anteriormente. Otro posible
empleo es usarla como estimulo de apertura para la liberacion de
farmacos antirresortivos a partir de sistemas hibridos con puertas
moleculares. Esta liberacion se produciria especificamente en los
osteoclastos debido a su predominante expresion en estas células lo que
podria mejorar notablemente la efectividad de farmacos como los
bisfosfonatos que tienen una biodisponibilidad realmente baja debido a

gue la mayor parte del medicamento no alcanza el lugar de accién.

1.4.1.2 Células que expresan la catepsina K y sus precursores

Las células con mayor expresion de la enzima catepsina K son los
osteoclastos, sin embargo, estudios recientes han demostrado su

. . , . . .. 54
presencia en otros tipos celulares como las células epiteliales tiroideas
, . s 55 . 56

y en otros organos y tejidos como el pulmén™ y el endometrio™.

También se encuentra presente en determinadas enfermedades como la

> Dodds, R. A. Cel. Biochem. Funct., 2003, 21, 231-234.

>4 Tepel, C., Bromme, D., Herzog, V., Brix, K. J. Cell. Sci., 2000, 113, 4487-4498.

>3 Biihling, F., Waldburg, N., Gerber, A., Hackel, C., Kriiger, S., Reinhold, D.,
Bromme, D., Weber, E., Ansorge, S., Welte, T. Adv. Exp. Med. Biol., 2000, 477,
281-286.

> Jokimaa, V., Oksjoki, S., Kujari, H., Vuorio, E., Anttila, L. Mol. Hum. Reprod.,
2001, 7, 73-78.
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inflamacion granulomatosa y en una amplia variedad de canceres,
entre los que se encuentran: cancer gastrico, carcinoma de células

58 . , P
escamosas” (SCC), carcinoma de células basales, cancer de mama,
. . 59 < 60 s s 61

cancer de pulmoén, melanomas’™, tumores de préstata™ y de rifién™. A
pesar de su presencia en otras células, hay una gran diferencia en la
actividad de la enzima, siendo ésta mucho mayor en los osteoclastos

como se puede apreciar en la tabla I.

Tabla I. Tabla representativa de la actividad de escision de la catepsina K en
lineas celulares de cdncer de prdstata frente a osteoclastos. Como control
positivo se utilizaron osteoclastos generados a partir de médula 6sea de ratén.
CA 074 bloquea la actividad de la catepsina B, mientras que E64 bloquea la
actividad de todas las cisteinproteasas. (Extraida de J. Bone. Miner. Res., 2003,

18, 222-230.

Actividad CA 074 (50 nM) E64 (1 pM)
Osteoclastos 7,59 +0,64 1,88 £ 0,43 0,581+ 0,36
LNCaP 0,150+0,053 0,038+0,010 0,017 + 0,006
DU 145 0,115+0,045 0,029+0,006 0,011+ 0,002
PC-3 0,024 £+0,005 0,012+0,004 0,009 + 0,003
Cat B humana 0,704 +£0,067 0,110+0,017 0,093 +0,015

>’ Diaz, A., Willis, A. C., Sim, R. B. Mol. Med., 2000, 6, 648-659.

8 (a) Yan, X., Takahara, M., Xie, L., Oda, Y., Nakahara, T., Uchi, H., Takeuchi, S.,
Tu, Y., Moroi, Y., Furue, M. JEADV, 2011, 25, 362-365. (b) Bitu, C. C., Kauppila, J.
H., Bufalino, A., Nurmenniemi, S., Teppo, S., Keindnen, M., Vilen, S. T., Lehenkari,
P., Nyberg, P., Coletta, R. D., Salo, T. PLoS ONE, 2013, 8, e70925.

>9 Quintanilla-Dieck, M. J., Codriansky, K., Keady, M., Bhawan, J., Riinger, T. M. J.
Invest. Derm., 2008, 128, 2281-2288.

&0 Brubaker, K. D., Vessella, R. L., True, L. D., Thomas, R., Corey, E. J. Bone. Miner.
Res., 2003, 18, 222-230.

o1 Tan, G.J,, Peng, Z. K., Ly, J. P., Tang, F. Q. World J. Biol. Chem., 2013, 4, 91-101.
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Mientras que las lineas celulares han proporcionado frecuentemente una
herramienta de investigacion de valor incalculable y se han utilizado
ampliamente para descifrar los mecanismos implicados en |la
diferenciacién de osteoblastos y la formacién dsea, no existen lineas
celulares inmortalizadas para osteoclastos maduros, puesto que son
relativamente escasos y fragiles, y por su caracter de células
multinucleadas los osteoclastos no se reproducen®, lo que hacia que
experimentalmente fuera dificil tener un cultivo primario de estas células
o una linea celular, y las pocas lineas celulares de pre-osteoclastos que se
conocian, o bien no daban lugar a una diferenciacion completa a
osteoclastos o implicaban sistemas de co-cultivo y células que no
estaban disponibles para todos los investigadores. Ademas, era dificil
generar osteoclastos funcionales que realmente produjeran resorcion
Osea y expresaran las caracteristicas de los osteoclastos maduros. Sin
embargo, esto cambidé cuando se descubrié la sefial clave para la
diferenciacién de osteoclastos, RANKL, que es un factor de membrana
expresado por osteoblastos y células estromales, con lo que se han
desarrollado métodos para aislar estas células in vitro o para inducir su

.. . ., , 63
formacidén en cultivos de médula 6sea™.

Los osteoclastos son células fagociticas que provienen de células madre
hematopoyéticas diferenciadas a lo largo del linaje monocito/macréfago,
por lo que hay dos formas de obtener los osteoclastos multinucleados,
funcionales y maduros, o bien se obtienen directamente del hueso como

fuente primaria, o bien se generan in vitro a partir de progenitores

62 Guerrero, C. A., Murillo, M. A., Cardozo de Martinez, C. A. Medicina, 2005, 27,
90-95.

63 Helfrich, M. H., Ralston, S. H. “Bone Research Protocols”, Humana Press
(Nueva York), 22 ed., 2012, 187-202.
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hematopoyéticos obtenidos de una fuente de células hematopoyéticas o
macrofagos, tales como médula dsea, bazo, células mononucleares de
sangre periférica o sangre del cordén umbilical, lo que es una fuente
secundaria. Es necesario el contacto directo de los precursores
mononucleares hematopoyéticos con osteoblastos/células estromales,
puesto que este sistema permite la produccion de dos factores
hematopoyéticos que son necesarios vy suficientes para la
osteoclastogénesis, como son el factor de crecimiento glicoproteico M-
CSF (factor estimulador de colonias de macrdéfagos) y la proteina de
membrana RANKL (figura XXIl). M-CSF regula especificamente Ia
supervivencia, proliferaciéon y diferenciacion de la linea celular monocito-
macrofago a través del receptor de superficie celular selectivamente
expresado en este tipo de células. M-CSF es indispensable tanto para la
proliferacién de los progenitores de los osteoclastos, como para su
diferenciacién en osteoclastos maduros®®. Ademas, es el encargado de
regular el receptor RANK en la superficie de los pre-osteoclastos. RANKL
y M-CSF juntos, son necesarios para la expresion de genes que tipifican el
linaje osteoclastico, incluyendo los que codifican la enzima TRAP
(fosfatasa acida tartrato resistente) y la catepsina K, que son regulados al
alza en la diferenciaciéon temprana de osteoclastos, y el receptor de
calcitonina y la Bs-integrina que sdlo son expresados por osteoclastos
maduros. Ambos factores (RANKL y M-CSF) han de estar presentes antes
de que puedan diferenciarse a precursores de osteoclastos y proceder a
fusionarse en osteoclastos multinucleados maduros y con funcidn
resortiva, puesto que RANKL es el responsable de estimular Ia

diferenciacién y formacion de osteoclastos multinucleados cuando se

® Tanaka, S. Am. J. Nephrol., 2007, 27, 466-478.

86



Capitulo 1: Introduccidn general

ancla a su receptor RANK, expresado en los precursores mononucleares

hematopoyéticos®

0OC maduro
OC multi- activo
CMH cPoOC nucleado
Diferenciacion i Fusion Maduracién
M-CSF/c-Fms RANKL C-src

PU-1 TRAF-6 Integrina 3

MITF c-Fos ClG=7

Bcl-2 NF-kB Atpbi
NFATc1 CatK
FCRy CAll
DAP12
DC-STAMP
Gab2
Atp6v0d2

Figura XXIl. Esquema representativo del control molecular de la diferenciacién
osteocldstica. CMH: célula madre hematopoyética. CPOC: célula precursora de

osteoclastos. OC: osteoclasto. (Extraida de Reumatol. Clin., 2013, 9, 303-315.)

Asi pues, este modelo de generacién de osteoclastos in vitro a partir de
células humanas mononucleares de sangre periférica mediante el uso de
los factores M-CSF y RANKL recombinante esta ampliamente aceptado,
sin embargo, hay dificultades asociadas con el uso de estas células
primarias, incluyendo limitada viabilidad y variacién en los patrones de
respuesta entre diferentes preparaciones. Ademads, una crucial limitaciéon
de los osteoclastos derivados de células primarias y sus precursores, es
qgue ellos son virtualmente intransfectables, y por lo tanto son poco

. .y e « 66
adecuados para la manipulacidn genética y estudios promotores

El criterio utilizado generalmente para identificar los osteoclastos es la

presencia de multiples nucleos, la tincion positiva para la fosfatasa acida

® Kartsogiannis, V., Wah Ng, K. Mol. Cell. Endocrinol., 2004, 228, 79-102.
g Cuetara, B. L. V., Crotti, T. N., O’'Donoghue, A. J., Mchugh, K. P. In Vitro Cell.
Dev. Biol. Anim., 2006, 42, 182-188.
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tartrato resistente (TRAP), la expresion de receptores de calcitonina y la
habilidad para resorber matrices calcificadas. El método mas simple para
estimar el numero de osteoclastos in vitro es contar el nimero de células
multinucleadas que dan positivo a la tincién de TRAP o al receptor de
vitronectina. Sin embargo, este método puede dar lugar a errores en el
caso de cultivos prolongados (mas de 7 dias) puesto que en ese caso es
frecuente que el receptor de calcitonina dé negativo (falsos negativos) y
gue haya macréfagos multinucleados con tincidon de TRAP positiva (falsos
positivos). Lo que si se puede determinar con exactitud es que en

. 65
ausencia de estos marcadores no hay osteoclastos™".

La resorcion ésea mediada por osteoclastos estd modulada por tres
procesos mayores: reclutamiento, actividad y ciclo vital de los
osteoclastos. Los osteoclastos multinucleados maduros son activados por
sefiales que permiten el inicio del remodelado dseo. El cuerpo celular del
osteoclasto es polarizado, y en respuesta a la activacion de RANK por su
ligando, empiezan cambios estructurales internos que lo preparan para
resorber hueso, como el reordenamiento del citoesqueleto de actinay la
formacion de una estrecha unidn entre la superficie del hueso y la
membrana basal para formar un compartimento sellado denominado
laguna de resorcidn, donde el osteoclasto tiene la habilidad de secretar
acido (hidrogeniones) y enzimas lisosomales, como la catepsina K, para
disolver el mineral dseo y de esta manera promover un ambiente éptimo
para la degradacion enzimatica de la matriz dsea extracelular
desmineralizada. Sélo los osteoclastos altamente diferenciados y activos

secretan catepsina K, y es entonces cuando adquieren la habilidad para
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degradar colageno®. Ademas, ensayos in vitro han demostrado que los
osteoclastos grandes (210 nudcleos) son mas propensos a estar en un
estado de resorcién que osteoclastos pequefios (<5 nucleos)®. Los
productos de degradacion (fragmentos de coldgeno, asi como calcio y
fosfato solubilizados) son procesados dentro del osteoclasto y liberados

. ., 3
a la circulacion®.

Se han establecido al menos dos lineas precursoras de osteoclastos como
alternativa a las células hematopoyéticas frescas en el estudio de la
osteoclastogénesis. La linea celular murina RAW  264.7
monocito/macréfago esta bien caracterizada y ha empezado a ser un
modelo util y cada vez mas utilizado con el que estudiar la formacién y
funcidn de los osteoclastos. Ademas, a diferencia de las células de bazo
murinas y las células madre de médula dsea, estas células producen
espontaneamente M-CSF con lo que Unicamente requieren ser tratadas
con RANKL exdgeno para estimular la formacidon de osteoclastos como
policariones con capacidad para resorber hueso o sustratos de dentina,
aunque sea pobremente®. Las células RAW 264.7 expresan RANK, y
pueden crecer indefinidamente como precursores de osteoclastos o
diferenciarse cuando se cultivan con el ligando (RANKL). Los osteoclastos
formados a partir de dichas células, expresan las caracteristicas tipicas de

los osteoclastos formados in vivo y sus propiedades representativas,

&7 Cenni, E., Avnet, S., Granchi, D., Fotia, C., Salerno, M., Micieli, D., Sarpietro, M.
G., Pignatello, R., Castelli, F., Baldini, N. J. Biomater. Sci., Polym. Ed., 2012, 23,
1285-1300.

&8 Manolson, M. F., Yu, H., Chen, W,, Yao, Y., Li, K., Lees, R. L., Heersche, J. N. M.
J. Biol. Chem., 2003, 278, 49271-49278.

89 Holmes, S., Smith, S., Borthwick, L., Dunford, J., Rogers, M., Bishop, N.,
Grabowski, P. S., Biochem. Biophys. Res. Commun., 2008, 365, 840-845.
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incluyendo TRAP y catepsina K’°. Sin embargo, tras exhaustivos estudios,
se ha comprobado que no todas las células RAW 264.7 son capaces de
generar osteoclastos, de hecho, tras clonar células RAW 264.7 y tratarlas
con RANKL recombinante, se demostré que todos los clones expresan los
genes marcadores osteoclasticos TRAP y catepsina K, pero sélo
determinados clones son capaces de formar células grandes,
multinucleadas y TRAP positivas con expresion de B; integrina y receptor
de calcitonina, asi como con capacidad para resorber matriz
mineralizada. Asi pues, muchas de las células RAW 264.7 se bloquean en
las etapas iniciales de la diferenciaciéon a osteoclastos, lo cual explica la
capacidad limitada de esta linea celular para generar los mismos. Sin
embargo, los clones de las células RAW 264.7 que exhiben los patrones
fenotipicos y genotipicos de formacion de osteoclastos mediante la

adicion de RANKL, retienen estas propiedades.

0 Martins, C. A., Leyhausen, G., Volk, J., Geurtsen, W. J. of Endodontics, 2015,
41, 45-49.
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Capitulo 2: Objetivos

El objetivo principal que se espera conseguir en el desarrollo de esta tesis
doctoral es la obtencion de nuevos materiales hibridos organico-
inorganicos funcionalizados con moléculas organicas que actien como
puerta molecular permitiendo la liberaciéon especifica de la carga en

presencia de un estimulo externo.

Dentro de este objetivo principal se engloban los siguientes objetivos
especificos relacionados con las aplicaciones para las que se han

disefiado estos sistemas hibridos:

- Preparar y caracterizar materiales hibridos organico-inorganicos
empleando soportes mesoporosos de tipo MCM-41
funcionalizados con puertas moleculares organicas cuyo estimulo
de apertura sea una enzima esterasa o amidasa.

- Realizar un estudio comparativo de la efectividad de diferentes
puertas moleculares en base al volumen estérico de la puerta, al
tipo de estimulo de apertura y a si la puerta molecular presenta
0 no caracter autoinmolante.

- Marcar el acido alendrdnico con una molécula fluorescente que
nos permita seguir el farmaco en los estudios de liberacion.

- Preparar y caracterizar materiales hibridos organico-inorganicos
empleando soportes mesoporosos de tipo MCM-41
funcionalizados con puertas moleculares peptidicas disefadas
especificamente para su apertura por la enzima catepsina K, y
gue por lo tanto permitieran la liberacién del acido alendrénico
selectivamente, evitando asi la pérdida de farmaco antes de

alcanzar el lugar de accién.
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Realizar estudios en cultivos celulares de la liberacién de
sulforodamina B y 4cido alendrénico de los materiales hibridos
disefiados especificamente para su uso en osteoclastos,

comprobando asi su posible aplicacion farmacéutica.
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3.1 Introduccion

Como se ha mencionado en la introduccion, el estudio de materiales
hibridos orgéanico-inorganicos es un area de trabajo que ha despertado
un gran interés en los ultimos afios gracias a la amplia variedad de
aplicaciones que presenta, pero en lo que nos vamos a centrar a lo largo
de esta investigacion es en el reconocimiento molecular y la liberacion
controlada y selectiva de moléculas, como por ejemplo farmacos,

haciendo uso de estos materiales.

En este caso, los materiales hibridos se obtienen al combinar materiales
inorganicos que actlan como soportes, con moléculas organicas que
actian como puertas moleculares o supramoleculares y que se suelen
anclar mediante enlaces covalentes. En el caso que nos ocupa los
materiales hibridos son aquellos funcionalizados con una puerta
molecular que, como se ha comentado anteriormente, puede adoptar
dos posiciones, abierta o cerrada, siendo el cambio de estado inducido

por un estimulo externo.

En el disefio de estos sistemas hay que considerar dos aspectos
esenciales: (a) la capacidad de la puerta molecular para cerrar de forma
eficaz el poro en las condiciones de trabajo y (b) la accesibilidad del
estimulo externo (en muchas de las aplicaciones biolégicas, enzimas) al
centro reactivo que abrira la puerta molecular liberando el sustrato

encapsulado en su interior.

Debido a la importancia de estos dos factores, en este capitulo se realiza
un estudio comparativo de la eficacia del cierre y liberacién de diferentes
puertas moleculares con respuesta a estimulo enzimatico realizando

variaciones en el tamafio de la puerta, en el grupo funcional susceptible
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de ser escindido por la enzima; generando puertas con enlace éster y

otras con enlace amida, y estudiando cémo afecta el caracter

autoinmolante de la molécula que actia como puerta molecular a la

liberacién de la carga.

3.2 Preparacion, caracterizacion y evaluacion de

materiales

Las puertas moleculares se unen al soporte inorganico a través de grupos

alcoxisilanos que forman enlaces covalentes con los grupos silanol de la

superficie del material. Se pueden seguir dos rutas sintéticas distintas

para el anclaje de la puerta molecular al soporte inorganico MCM-41

mediante la formacién de carbamatos. Asi, se puede hacer la carga de las

nanoparticulas, el anclaje del derivado alcoxisilano y la unién de la

puerta molecular de forma continuada en una Unica reaccion como se

muestra en
J
_NTNNsto——
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Esquema 1. Esquema representativo de la carga de las nanoparticulas de silice y

el anclaje de una puerta molecular mediante la formacién de un carbamato en

una unica reaccion.
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O bien, se puede hacer la carga de las nanoparticulas por un lado, el
anclaje del alcoxisilano a la molécula de interés por otro y finalmente
llevar a cabo la unidn al soporte inorganico de la puerta previamente

preparada como se muestra en el esquema 2:

1) Q
Etapa l > OQ
CH,CN anhidro )

Etapa 2
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Esquema 2. Esquema representativo de la carga de las nanoparticulas de silice y
el anclaje de una puerta molecular mediante la formacién de un carbamato en
varias etapas. Etapa 1: carga del colorante en las nanoparticulas. Etapa 2:
formacién del carbamato entre el compuesto y el derivado alcoxisilano. Etapa

3: unioén de la puerta molecular al soporte inorgdnico.

3.2.1 Materiales funcionalizados con ésteres de cadenas polietéreas

Inicialmente se disefaron puertas moleculares cuyo estimulo de

apertura fuera una enzima esterasa. Era deseable que el grupo éster se
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encontrara situado lo mas cerca posible de la unién al soporte
mesoporoso, para que al producirse la ruptura quedasen sobre éste
residuos de cadena cortos que permitieran una liberacién de la carga
mas eficaz. En el disefio también se tuvo en cuenta que una cadena de
poliéter podia disminuir la lipofilia de la molécula resultante de la
ruptura, proporcionandole asi mayor solubilidad en medio acuoso a pH
fisiolégico. Con estas bases, se disefié la siguiente puerta, p-
hidroxibenzoato de 2-(1-(2,5,8,11-tetraoxatridecan-13-il)-1H-1,2,3-
triazol-4-il) etilo (3), que se podia obtener mediante una reaccidn de
cicloadicion de Huisgen (reaccién “click”) a partir de una azida y un

alquino adecuados (esquema 3).

o
o nnd :
RN
g NN
Ho 1 THF/H,0 0/\/(,\,;\'1 4
Cu(l)
HO
OO NN 3
N
2

Esquema 3. Reaccidon de cicloadicion de Huisgen (reaccion “click”) para la

obtencion del compuesto 3.

El concepto de la quimica “click” fue acufiado por Sharpless vy
colaboradores en 2001 como una nueva estrategia de sintesis organica’".
Hay distintos tipos, pero el proceso de cicloadicién 1,3-dipolar entre
azidas y alquinos para la sintesis de triazoles se ha establecido como uno
de los arquetipos de este tipo de quimica’’. En 2002, Sharpless y Medal

publicaron la cicloadicidon entre una azida y un alquino catalizada por

X (a) Kolb, H. C., Finn, M. G., Sharpless, K. B. Angew. Chem. Int. Ed., 2001, 40,
2004-2021. (b) Moses, J. E., Moorhouse, A. D., Chem. Soc. Rev., 2007, 36, 1249-
1262.

" Huisgen, R. Pure Appl. Chem., 1989, 61, 613-628.
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cobre (1) dando lugar a la sintesis de 1,2,3- triazoles’>. Como
caracteristicas principales de esta reaccibn se encuentran la
regioselectividad y la compatibilidad con una amplia variedad de grupos
funcionales y condiciones de reaccién. Ademas, se puede llevar a cabo a

temperatura ambiente, en medio acuoso y al aire.

Para poder llevar a cabo la reaccién era necesario obtener primero los
precursores de la misma. En la obtencién del alquino se utilizé acido 4-
hidroxibenzoico sobre el que se realizd una esterificacion empleando 3-
butin-1-ol. Esta reaccidn se llevd a cabo a través de una esterificacion en
condiciones de Fischer, es decir, por reflujo del acido con un alcohol en
presencia de un catalizador acido que fue H,SO,4 concentrado. Puesto que
el acido empleado como sustrato no era totalmente soluble en el
alcohol, se empleé una cantidad suficiente de tetrahidrofurano (THF)
como disolvente. La reacciéon funciond correctamente y tras la
purificacién mediante columna cromatografica, se obtuvo el producto 1

puro como un sélido marrdn con un rendimiento del 47% (esquema 4).

o)
o
=
OH e THF /\//
/©)L + HO/\// - > /©)‘\O
HO o )

H,S0,

Esquema 4. Esterificacién en condiciones de Fischer para la obtencién del

compuesto 1.

74,75

A continuacion, se paso a realizar la sintesis de la azida necesaria para

la reaccion “click”. Puesto que los poliéteres lineales comerciales suelen

73 Rostovtsev, V. V., Green, L. G., Fokin, V. V., Sharpless, K. B. Angew. Chem. Int.
Ed., 2002, 41, 2596-2599.

* Kohmoto, S., Mori, E., Kishikawa, K. J. Am. Chem. Soc., 2007, 129, 13364-
13365.
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contener grupos hidroxilo libres, se pensé hacer una reaccién de
sustitucion nucleofilica bimolecular con azida sédica y el poliéter
previamente funcionalizado con un grupo saliente adecuado. Para ello,
primero se realizd la transformacion del hidroxilo en un tosilato
mediante el uso de cloruro de p-toluensulfonilo. El producto 4 se obtuvo
tras purificacién por columna cromatografica como un aceite naranja

palido con un rendimiento del 87% (esquema 5).

O, .al
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* DCM anhidro o o O /©/
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R N N L. > 0NN 0NN N0
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4

Esquema 5. Reaccidn de transformacion del grupo hidroxilo en un tosilato para

la obtencién del producto 4.

Una vez obtenido el poliéter con un buen grupo saliente, se pasé a
realizar la sintesis de la azida. El proceso consistié en una reaccién en la
qgue el grupo tosilo se sustituyd por el grupo azida para dar lugar al
producto deseado (2), que se obtuvo como un aceite amarillo con un

rendimiento del 51% (esquema 6).

NaNj

} Q7
o
DMF anhidra
——

\O/\/O\/\o/\/o\/\o,s¢o /O\/\O/\/O\/\O/\/N:Nf.N_

4 2

Esquema 6. Reaccion de sustitucion del grupo tosilo por el grupo azida para la

obtencion del compuesto 2.

Una vez obtenidos los dos precursores, se pasoé a realizar la reaccion de

cicloadicién de Huisgen (reaccién “click”).

> Miiller, M. K., Brunsveld, L. Angew. Chem. Int. Ed., 2009, 48, 2921-2924.
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Capitulo 3: Influencia de la estructura de las puertas moleculares en la eficacia del cierre y liberacion

En nuestro caso concreto, se utilizd acetato de cobre (ll) que junto con
ascorbato sddico da lugar, por reduccion in situ, al Cu(l) necesario para
catalizar la reaccién’®. Tras la purificacién mediante columna
cromatografica se obtuvo el producto 3 en forma de aceite amarillo con

un rendimiento del 72% (esquema 3).

(0]
Z
o
HO

+
_THE/H,0 /\/(/\ nE~-© )\
/OV\O/\/OV\O/\/N:N*, Cu(I)
N

3
2

Esquema 3. Reaccion de cicloadicion de Huisgen (reaccidn click) para la

obtencion del producto 3.
Paralelamente también se inicié el estudio de la sintesis de otra puerta
molecular utilizando 4acido 5-hidroxiisoftalico, pensando que la

introduccion de dos cadenas polietéreas con los acidos en posicion meta

podria cerrar la puerta de forma mas eficaz.

=
HOM

o} o}
: X 0 0 =
HO OH THF A =z
. X~ o O/\/
H,S0,
OH 5

Esquema 7. Reacciéon de esterificacion en condiciones de Fischer para la

obtencién del producto 5.

La estrategia era la misma que la que se habia seguido con el acido 4-
hidroxibenzoico. Tras la esterificacion del acido usando dos equivalentes

del alcohol y la purificacidon del producto obtenido mediante columna

6 Deobald, A. M., Camargo, L. R. S., Horner, M., Rodrigues, O. E. D., Alves, D.,
Braga, A. L. Synthesis, 2011, 15, 2397-2406.
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cromatografica se obtuvo el producto 5 en forma de sdélido amarillo

palido con un rendimiento del 43% (esquema 7).

Una vez obtenido el 5-hidroxiisoftalato de di-3-butinilo (5) se pasé a
realizar la reaccién “click” entre este compuesto y 13-azido-2,5,8,11-
tetraoxatridecano (2) en las mismas condiciones que en el caso anterior,
obteniéndose el producto 6 en forma de aceite amarillo con un

rendimiento del 65% (esquema 8).

o~ Oj\©)0( AZ
N 5 0
OH THF/H,0 S(O\/S' N'\l/:\?‘\/\o o 0/\/<:£‘('\/0):

/O\/\O/\/O\/\o/\/N:NtN Cu(l) h
2 Ho 6
Esquema 8. Reaccion de cicloadicion de Huisgen (reaccidn click) para la

obtencién del producto 6.

Una vez preparadas las moléculas objetivo, el siguiente paso fue la
sintesis del material mesoporoso nanoparticulado de tipo MCM-41. Para
ello, se siguid el procedimiento explicado en la parte experimental®, y se
empled tetraetilortosilicato (TEOS) como precursor hidrolitico inorganico

y bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) como surfactante.

Una vez obtenidos los dos compuestos que se habian disefiado (3y 6) y
el soporte inorganico MCM-41 pasamos a la siguiente etapa: la
formacion del carbamato correspondiente para cada compuesto a partir
del reactivo isocianato de 3-(trietoxisilil) propilo que daria lugar a las
puertas moleculares correspondientes. Para ello, se siguié la ruta
sintética explicada anteriormente en el esquema 1, es decir, la reaccion
continuada en un Unico paso. Se realizé la carga del soporte mesoporoso

con el colorante en acetonitrilo. Al sdlido MCM-41 cargado de colorante,
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Capitulo 3: Influencia de la estructura de las puertas moleculares en la eficacia del cierre y liberacion

se le adicioné isocianato de 3-(trietoxisilil) propilo y posteriormente el
éster correspondiente (3 o 6 respectivamente) y una pequefia porcién de
sodio metdlico. Tras lavar, para eliminar los restos de colorante que
pudieran quedar pegados a la parte externa del sdlido, y dejarlo secar en
la estufa a 70°C se obtuvieron, respectivamente, los sélidos inorganicos
S1 y S2 cargados con colorante y cerrados con la puerta molecular
correspondiente. Se realizd6 todo el proceso en una Unica reaccidon
porque el reactivo isocianato de 3-(trietoxisilil) propilo es un sistema

bastante labil y se pensé que de esta manera resistiria mejor.
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| 027\~ 7
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0?0 N
O~
O O O s /\/o\/\o/\/
\\,O §\\{O O\/\k\/‘z\/\o
o~'(£\/\/ v {
°

sélido 1 (51)

Figura 1. Esquema representativo del sélido 1 que corresponde al soporte
MCM-41 cargado de colorante rodamina 6G y cerrado con el carbamato

formado a partir del producto 3.
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Figura 2. Esquema representativo del sélido 2, que corresponde al soporte
MCM-41 cargado de colorante rodamina 6G y cerrado con el carbamato

formado a partir del producto 6.

Una vez obtenidos los sélidos finales (figuras 1 y 2), se procedid a la
caracterizacién de los mismos mediante las técnicas estandar. Las
imagenes del TEM proporcionaron informacion acerca de la morfologia y
el tamano de las nanoparticulas, asi como acerca del estado de los
canales de la matriz hexagonal, es decir, de si estaban cargados de
colorante y por lo tanto presentaban aspecto opaco, o vacios, en cuyo
caso se verian rayas alternas blancas y negras. Como se puede observar

en la figura 3, los sdlidos estaban cargados.

Figura 3. Imagen del TEM de (a) sélido S1 (b) MCM-41 calcinada

La difracciéon de rayos X aportd informacion acerca de la presencia de
una estructura mesoporosa y de su estabilidad. Asi se observd, en la
MCM-41 sintetizada, la presencia de las cuatro reflexiones caracteristicas
de bajo angulo de una matriz hexagonal ordenada (100), (110), (200) y
(210). En la MCM-41 ya calcinada se aprecié un desplazamiento
significativo del pico (100) que concuerda con la condensacion de
silanoles producida durante la calcinacién. Por ultimo, tanto en S1 como

en S2, se observd un ensanchamiento de los picos (100) y (200)
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Capitulo 3: Influencia de la estructura de las puertas moleculares en la eficacia del cierre y liberacion

correspondiente a la reduccién en el contraste relacionada con el

proceso de funcionalizacion y con la carga de los mesoporos (figura 4).

s

.

28/deg

Figura 4. Difraccion de rayos X de polvo. a) MCM-41 sintetizada b) MCM-41
calcinada c) S1 d) S2.

El analisis de isotermas de adsorcidon-desorcién de N, aportd informacion
acerca del diametro y volumen de los poros, la distribucion del tamafio
de poro, asi como el area especifica total. La curva de las nanoparticulas
calcinadas muestra un escalén de adsorcién a valores de P/P, entre 0,1y
0,3 (isoterma tipo IV) que es tipico de sdlidos mesoporosos (figura 5).
Con estas graficas, mediante la aplicacion del modelo BJH en la curva de
adsorcidén de la isoterma, se calcularon el diametro y el volumen de poro,

recogidos en la tabla 1.
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Figura 5. Isotermas de adsorcidén-desorcion de nitrégeno (1) MCM-41 calcinada
(2) s1 (3) S2.
El contenido de colorante en los sélidos S1 y S2 se determind
disgregando las nanoparticulas con hidroxido sddico, midiendo Ia
fluorescencia del colorante liberado y calculando la cantidad de

colorante mediante la correspondiente curva de calibrado.

Por ultimo, se llevd a cabo el analisis elemental tanto de S1 como de S2,
a partir del cual y dado que se conocia la carga se pudo determinar la

cantidad de puerta molecular presente en cada uno de ellos.
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Tabla 1. Valores BET de superficie especifica, volumen de poro y tamafio de
poro calculados a partir de isotermas de adsorcidn-desorcion de nitrégeno para

MSNs calcinados y S1-S2.

SgeT Volumen Tamafio de Carga mg materia
2 4 Poro Poro (%) orgdnica
(m“g)
R ertas/100 m
(cm3 g 1)[a] (nm)[b] pu / g
MCM-41
MSN 1005,7 0,78 2,59 - -
Calcinado
S1 79,6 0,38 3,23 0,57 16,97
S2 54,8 0,17 2,10 0,95 55,16

[a] Volumen de poro y tamafio de poro estaban asociados Unicamente con los mesoporos
intraparticula. [b] Tamafios de poro estimados por el modelo BJH aplicado a la rama de

absorcion de la isoterma.

Una vez preparados y caracterizados los materiales, se pasé a realizar los
estudios de liberacién de los mismos. En primer lugar, se registraron los
espectros de absorcion y emisién tanto de la rodamina 6G (utilizado para
la carga de S1) como de la sulforodamina B (utilizado para la carga de
S2), para conocer sus maximos de absorciéon y de emisidn en las
condiciones de medida. Para ello se prepararon disoluciones de los
colorantes en tampodn tris(hidroximetil)aminometano (tampdn tris) a pH
8,06, obteniéndose los siguientes maximos: rodamina 6G maximo de
absorcién a 520 nm y de emisidon a 550 nm, sulforodamina B maximo de

absorcién a 565 nm y de emision a 586 nm (figura 6).
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Figura 6. (a) Espectro con los maximos de absorcion (linea azul, 2,30 x 10'6M) %
de emision (linea naranja, 2,30 x 10'6M) del colorante rodamina 6G en tampdn
Tris pH 8,06. (b) Espectro con los maximos de absorcién (linea azul, 8,78 x 10°
6M) y de emisién (linea naranja, 1,75 x 10'5M) del colorante sulforodamina B en
tampdn Tris pH 8,06.
Una vez conocidos los maximos tanto de absorcion como de emision, se
procedid a realizar los estudios de liberacién del colorante con ambos
materiales. Para ello se prepararon las disoluciones de referencia
(conocidas como blanco o control), a una concentracién de 0,25 mg/ml,
en las que no se anade el estimulo de apertura de la puerta (en nuestro
caso la enzima) para comprobar el nivel de liberacidon en ausencia del
estimulo. Por otra parte, se prepararon las disoluciones de medida, a una
concentracién de 0,25 mg/ml, a las cuales si se les afiade la esterasa
(Sigma E3019-20KU). Todas las muestras se prepararon usando tampdn
Tris a pH 8,06. En ambos casos, inmediatamente después de la
preparacion de las muestras se inicié el estudio de la cinética de
liberacién del colorante mediante espectroscopia de fluorescencia. Los
posibles efectos de la enzima en las propiedades de fluorescencia de los
colorantes utilizados se habian estudiado previamente y no se habian

observado cambios apreciables en ningln caso.
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S1 + esterasa
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Figura 7. (a) Cinética de liberacion del colorante de S1 calculada a partir de la
intensidad de fluorescencia del colorante liberado (la méxima concentracién de
colorante liberado en presencia del estimulo se considera el 100%). (b)
Histograma representativo de la liberacién de colorante (medida a partir de la
intensidad de fluorescencia) del material S1 en presencia y ausencia de enzima

esterasa.

Cuando se comparan las concentraciones de colorante liberadas a un
tiempo dado y conocido, en nuestro caso 2 horas, la relacién de
colorante liberado en ausencia y en presencia de enzimas da lugar a los

valores reflejados en la figura 7b.

En el caso del sélido S1 se observa que la velocidad de liberacién del
colorante es considerablemente mayor en presencia que en ausencia de

la enzima y que dicha liberacidn crece hasta alcanzar una concentracién
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practicamente constante que en el caso de la presencia del estimulo

consideramos como el 100% de liberacion (figura 7a).

a) S2 + esterasa
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Figura 8. (a) Cinética de liberacion del colorante de S2 calculada a partir de la
intensidad de fluorescencia del colorante liberado (la méxima concentracién de
colorante liberado en presencia del estimulo se considera el 100%). (b)
Histograma representativo de la liberacién de colorante (medida a partir de la
intensidad de fluorescencia) del material S2 en presencia y ausencia de enzima

esterasa.

Un estudio similar, llevado a cabo con S2, da lugar a los datos que se

recogen en la figura 8.

La mayor diferencia entre las puertas moleculares empleadas para

sintetizar S1 y S2 es su volumen estérico. Como puede verse en la figura
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9 esta diferencia hace que la liberacidon del colorante en ausencia del
estimulo externo (en este caso la enzima) sea considerablemente menor
en el material S2 que en S1, a pesar de la mayor carga de colorante en
S2. Ahora bien, cuando se compara la liberacidn en ausencia y presencia
de enzima (figura 9) se observa que la actuacion de la enzima sobre el

material S1 es mucho mas eficaz que sobre el material S2.

1000

800

(u.a.)

600 ® Control
Enzima

emision

400

200

S1 S2
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emision

1 1,31

Emision con enzima/

msS1 ©S2

Figura 9. Estudio comparativo de la capacidad de cierre y liberacion de los

materiales S1y S2.

De hecho, la eficiencia de liberacion es de mas de 1,6 veces superior en
S1 que en S2. Este comportamiento puede estar relacionado con la
accesibilidad de la enzima al punto de reacciéon debido a la distinta

disposicion espacial de las cadenas etéreas en los dos casos (figura 10).
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En el caso de S2 la sustitucién en el anillo aromatico es meta mientras
que en S1 es para lo que modifica claramente la geometria de la
molécula. De estos resultados se puede concluir que la utilidad de una
puerta, considerada como la relacion entre eficacia de cierre/eficacia de
liberacién depende en gran medida de la estructura de la puerta

molecular.

Figura 10. Modelizacion molecular de las moléculas orgdnicas empleadas en la

preparacion de (izquierda) material S1, (derecha) material S2.

3.2.2 Materiales funcionalizados con puertas autoinmolantes

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, nos parecid interesante
realizar estudios comparativos empleando sistemas autoinmolantes.
Como se ha comentado en la introduccién, las moléculas con
caracteristicas autoinmolantes, en presencia de un estimulo externo, se
rompen en numerosos fragmentos lo que, en nuestro caso, facilitaria la
apertura de los poros y la liberacion del material encapsulado. Los
compuestos que se decidid preparar eran derivados (ésteres o amidas),
mas o menos elaborados, del 4-hidroximetilfenol. La hidrdlisis de este
tipo de compuestos produce la rotura de toda la molécula de una forma

concertada (esquema 9). Ademas en estos sistemas, al contrario de lo
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que ocurria en S1 y S2, el enlace a romper esta mas accesible, lo que

facilitaria la interaccién con la enzima.

O,Rz —~ -E)'Rz
—_—
Risg ~
(0]

Rp-O-

Esquema 9. Esquema representativo de la hidrdlisis de compuestos

autoinmolantes derivados del 4-hidroximetilfenol.

3.2.2.1 Esteres

Dentro de esta estrategia el primer compuesto que se prepard fue el
benzoato de 4-(hidroximetil)fenilo (7). Dada la presencia de dos grupos
hidroxilo en el 4-hidroximetilfenol y con el fin de controlar Ia
regioquimica de la reacciodn, la sintesis se efectué mediante una reaccién
de Schotten-Baumann entre cloruro de benzoilo y 4-hidroxibencil
alcohol, empleando hidrdoxido potasico como base para desprotonar el
fenol manteniendo inalterado el alcohol. De este modo, tras purificacion
por columna cromatografica, se obtuvo el producto deseado en forma de

sélido blanco con un rendimiento del 38% (esquema 10).

KOH

Esquema 10. Reaccidn de esterificacion en condiciones de Schotten—Baumann

para la obtencion del producto 7.
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Al mismo tiempo se inicid la sintesis de su homdlogo doble el isoftalato
de bis(4-(hidroximetil)fenilo mediante el mismo tipo de reaccion, pero
partiendo de los productos de partida adecuados. De esta manera, tras
purificacién mediante columna cromatografica se obtuvo el compuesto
(8) en forma de un sdlido blanco con un rendimiento del 57% (esquema

11).

Cl Cl

EtOH
+ /\©\ /@/\
HO

Esquema 11. Reaccién de esterificacion en condiciones de Schotten-Baumann

para la obtencién del producto 8.

Con el fin de incrementar el volumen estérico del éster se pensd en
aumentar el tamafio del sistema aromatico sustituyendo el benceno por

naftaleno o antraceno.

oS O E B

Esquema 12. Reaccidn de esterificacion en condiciones de Schotten-Baumann

para la obtencion del producto 9.

Para llevar a cabo estos estudios, se sintetizd6 1-naftoato de 4-
(hidroximetil)fenilo (9) a partir de acido 1-naftoico y 4-hidroximetilfenol.
Antes de hacer la reaccidn, el acido se transformoé en el cloruro de acido
correspondiente mediante reaccion con cloruro de tionilo. Partiendo del

cloruro de 4acido y empleando las mismas condiciones indicadas
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anteriormente, tras purificacién por columna cromatografica se obtuvo
el producto deseado (9) en forma de sélido amarillo con un rendimiento

del 36% (esquema 12).

Paralelamente, se llevd a cabo la sintesis de su homdlogo doble el
naftaleno-2,6-dicarboxilato de bis(4-(hidroximetil)fenilo) (10) partiendo
del mismo alcohol y del acido de partida correspondiente (acido 2,6-
naftalenodicarboxilico) transformado en el cloruro de acido por reaccion
con cloruro de tionilo. La esterificacion se llevé a cabo de la misma
manera que en el caso anterior sélo que requirid mas tiempo. Se obtuvo
el producto practicamente puro sin necesidad de columna
cromatografica como un sdélido blanco con un rendimiento del 82%

(esquema 13).

0 /@/\w
OH
,©/\ EtOH o
et o M vee
cl KOH HO\/©/ e}
cl

o

10

Esquema 13. Reaccién de esterificacion en condiciones de Schotten-Baumann

para la obtencién del producto 10.

En tercer lugar, se intentd llevar a cabo la sintesis del éster (11) a partir
del acido 9-antracenocarboxilico y el 4-hidroxmetil fenol. En este caso se
realizaron varias pruebas con diferentes disolventes (diclorometano,
benceno y dimetilformamida) y diferentes reactivos (cloruro de oxalilo y
cloruro de tionilo) para la obtencion del cloruro de acido. Finalmente se
realizé la sintesis a reflujo utilizando el cloruro de tionilo como

. 77 . . . .
disolvente’’ y posteriormente haciendo reaccionar el producto obtenido

"7 Bawa, R. A., Jones, S. Tetrahedron, 2004, 60, 2765-2770.
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con el alcohol correspondiente en THF sin el empleo de ninguna base
para desprotonar el fenilo debido a que en caso de usarla, se obtenian
muchos productos secundarios. No obstante, la preparaciéon de los
ésteres del cloruro del 3cido 9-antraceno carboxilico con el 4-
hidroximetilfenol es una reaccion que depende mucho de las condiciones
utilizadas y con una reproducibilidad limitada ya que en ocasiones se
obtiene el éster correspondiente al alcohol bencilico y en otras el del
fenol, siendo en todos los casos dificil la purificacion mediante columna
cromatografica del producto mayoritario que siempre se obtiene con

rendimientos bajos (esquema 14).

(@) Cl H (@
/©/\OH /
+ "o \/©/
THF \ SN @
(a) 0
(b) 11*
(c)
(d) (e)

Esquema 14. Reaccidn de esterificacion del acido 9-antraceno caboxilico con 4-

hidroximetilfenol.

Los dos productos que se obtenian en la reaccién se pudieron diferenciar
tanto por sus espectros de "H NMR (tabla 2) como por los de ultravioleta

y fluorescencia.
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Capitulo 3: Influencia de la estructura de las puertas moleculares en la eficacia del cierre y liberacion

Tabla 2. Desplazamiento quimico de los sefiales de los hidrogenos de 11y 11*

H, Hp H. Hq He He He Hn H;
11 8,10(d) | 7,57(t) | 7,50(t) | 8,27(d) | 8,78(s) | 7,62(d) | 7,49(d) | 4,67(s) | -
11* 7,68(t) | 7,70(d) | 7,60(t) | 7,74(d) | 8,41(d) | 7,15(d) | 6,81(d) | 4,45(s) | 10,80
2 a)
§ 1,5 ,
© Acido
2 1
2 .
205 1
0 11
320 370 420
longitud de onda (nm)
1000
b)
800 )
Acido
5 600 partida
172}
g 400 11*
200
0 11
300 800

longitud de onda (nm)

Figura 11. (a) Espectro de absorcidn del acido 9-antracenocarboxilico y de los

productos de reaccién (b) Espectro de emisidon de fluorescencia del acido 9-

antracenocarboxilico y de los productos de reaccion.
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En la figura 11 se muestran los espectros de absorcién y de emisién de
. . . . . . - 78
fluorescencia tanto del acido de partida (acido 9-antracenocarboxilico)

como del producto de la reaccion (11y 11%*).

Una vez finalizada la sintesis de los ésteres objeto de nuestro estudio, se
intentd llevar a cabo la preparacion de los materiales modificados con
puertas moleculares mediante la formacién del carbamato
correspondiente para cada compuesto a partir del reactivo isocianato de
3-(trietoxisilil) propilo. Se inicié con el compuesto 11, para ello, se siguio
la ruta sintética explicada anteriormente en el esquema 1, es decir, la
reaccion continuada en un Unico paso, y se realizé la carga de las
nanoparticulas y el cierre de las mismas con el mismo procedimiento
explicado para las moléculas 3 y 6. Se obtuvieron asi dos soélidos
diferentes llamados, sélido 3 (S3) y sdélido 4 (S4), cargados ambos con
sulforodamina B y cerrados uno con la puerta molecular correspondiente
al compuesto 11 y el otro con la correspondiente al 11*. Cuando se
lavaron los sélidos obtenidos con acetona, se comprobd que se producia
por una parte la liberacion del colorante que habia en su interior, pero
simultdneamente se comprobd la presencia en la disolucién de los
ésteres de partida correspondientes por lo que se dedujo que el cierre de
los poros era debido a razones hidrofdbicas producidas por el antraceno
y no a una unién covalente de los ésteres. Como experimentos
posteriores de hidrdlisis de los ésteres de partida con la esterasa dieron
lugar a resultados negativos, este sistema se desestimo y no se llevaron a

cabo mas estudios.

’® (a) Lekha, P. K., Prasad, E. Chem. Eur. J., 2010, 16, 3699-3706. (b) Schwarz, F.
P., Wasik, S. P. Anal. Chem., 1976, 48, 524-528.
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Capitulo 3: Influencia de la estructura de las puertas moleculares en la eficacia del cierre y liberacion

En el caso de los compuestos 7, 8, 9 y 10, se intentd seguir la misma ruta
sintética, la explicada en el esquema 1, no obstante, una vez obtenidos
los solidos, no se podian lavar de forma adecuada, y ademas se
comprobd que habian perdido la estructura mesoporosa. Se pensd que
el problema podia estar en que para la formacidon del carbamato se
afnadia una pequefia porcién de sodio metalico (cantidad catalitica), pero
puesto que esta porcidn no se podia pesar con exactitud, no siempre era
la misma y en el caso de que hubiera un exceso, se podria generar sosa
qgue destruiria las nanoparticulas. Asi pues, se buscé una ruta sintética
alternativa para la union a la MCM-41 de estas moléculas. Por ello, se
decidié emplear la ruta explicada anteriormente en el esquema 2, es
decir, realizar la formacion del carbamato en primer lugar y una vez
formado anclar los alcoxisilanos correspondientes (figura 12) al soporte

inorganico ya cargado de colorante.

6]
N R
NP A
o
°y° o) OJOLN'R
©W - @*OO §

i (
HO/\©\ o o Q/\OJLN‘R _ o~
H R= ~~_si-0
Ao S
15

Figura 12. Representacion de la estructura de las puertas moleculares 12, 13,

14y 15.
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Para llevar a cabo esta reaccion, se probaron varias condiciones hasta
dar con las adecuadas: diferentes disolventes (acetonitrilo anhidro
(CH3CN) y THF anhidro), diferentes bases para desprotonar los alcoholes
y diferentes tiempos de reaccién (Tabla 3). Inicialmente se probd la
reaccion con sodio metalico, pero posteriormente se pensd que era
mejor utilizar hidruro sédico puesto que en este caso podiamos poner
una cantidad mas exacta de reactivo.

Tabla 3. Condiciones de reaccién para la formaciéon de los diferentes

carbamatos a partir de los reactivos de partida correspondientes junto con

isocianato de 3- (trietoxisilil) propilo e hidruro sédico.

Producto Reactivo Disolvente Tiempo T2 Aspecto Rto (%) Relacién Sélido
partida pto:pto de final
partida

12 10 THF 24h Reflujo Sélido 50 50:50 S5
anhidro amarillo

13 9 CH;CN 72h Reflujo Aceite 90 - S6
anhidro amarillo

14 7 CH;CN 72h Reflujo Aceite 50 50:50 Ss7
anhidro amarillo

15 8 CH;CN 2h Reflujo Aceite 75 - S8
anhidro amarillo

claro

Una vez formados todos los carbamatos, se cargd la MCM-41 con
rodamina 6G en las mismas condiciones que se han explicado
anteriormente, y se anclé en cada caso la puerta molecular
correspondiente. Dejando como ultimo paso el lavado de los materiales
para eliminar los restos de colorante. De este modo, empleando 12, 13,

14 y 15 se obtuvieron S5, S6, S7 y S8 respectivamente.
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Capitulo 3: Influencia de la estructura de las puertas moleculares en la eficacia del cierre y liberacion

El siguiente paso consistid en la caracterizacion de los materiales
obtenidos mediante las técnicas estandar (TEM, difraccién de rayos X de

polvo, porosimetria y andlisis elemental).

A titulo de ejemplo se incluyen algunos de los resultados obtenidos que

presentaron las caracteristicas esperadas.

Figura 14. Imagen del TEM de (b) S7 (c) S6.
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Cantidad Adsorbida
(cm3/g STP)

500
400
300
200
100

0 0,5 1 1,5
Presion Relativa(P/P,)

Figura 15. Isoterma de adsorcién-desorcidn de nitrégeno de S6.

Tabla 4. Valores BET de superficie especifica, volumen de poro y tamafio de

poro calculados a partir de isotermas de adsorcidn-desorcion de nitrégeno para

MSN calcinado y S6-S7.

Sget Volumen Poro  Tamaiio de Poro
(m”g”) (cm® g™ (nm)"®
MSN Calcinado 1119,9 0,93 3,31
S6 535,6 0,41 3,07
S7 118,3 0,11 2,24

[a] Volumen de poro y tamafio de poro estaban asociados Unicamente con los mesoporos intraparticula. [b]

Tamafios de poro estimados por el modelo BJH aplicado a la rama de absorcion de la isoterma.

Tabla 5. Valores de la carga (%) y de la cantidad de materia organica

correspondiente a las puertas moleculares (mg) presente en cada uno de los

sélidos (S5-S8) por cada 100 mg de MCM-41 calculados a partir del analisis

elemental de la muestra.

Carga (%)

Cantidad de materia organica (mg materia

organica puertas/100 mg MCM-41)

S5
S6
S7
S8

1,15
1,17
1,05
0,85

94,7
57,5
58,7
57,9
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Una vez preparados y caracterizados los materiales, se pasé a realizar los
estudios de liberacién de los mismos. Para ello se prepararon las
disoluciones de referencia (a una concentracion de 0,33 mg/ml)
conocidas como blanco o control en las cuales no se afiade el estimulo
de apertura de la puerta, en nuestro caso la enzima esterasa, para
comprobar el nivel de liberacion en ausencia del estimulo, y las
disoluciones de medida (también a una concentracién de 0,33 mg/ml) a
las cuales si se les afiade la enzima. Al igual que en el caso de S1vy S2,
inmediatamente después de la adicién de la enzima se inicié la cinética

de liberacién del colorante mediante espectroscopia de fluorescencia.

Al igual que en el apartado anterior, la principal diferencia entre las
distintas puertas moleculares empleadas para sintetizar los solidos (S5-
S8) es su volumen estérico, puesto que todas ellas presentan el mismo
sistema de apertura, a partir de la ruptura del enlace éster por la enzima

esterasa.

En la figura 16 se puede observar la comparacion de la liberacién de
colorante que se produce en cada uno de los materiales en presencia y
ausencia de la enzima esterasa, en la grafica superior se observa que el
material que menos colorante libera en ausencia del estimulo externo es
S5 que es el que presenta un mayor volumen estérico. Este efecto es mas
limitado que en el caso de S8, puerta doble derivada del acido isoftalico.
Las puertas simples presentan una capacidad de cierre similar, aunque
como era de esperar, la que contiene un anillo de naftaleno (S6) cierra
mejor que la que contiene un anillo de benceno (S7). En presencia de la
enzima esterasa se observa que conforme el volumen estérico de la

puerta aumenta, la capacidad de apertura se ve disminuida
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probablemente por la dificultad de aproximacion de la enzima al centro
reactivo. Asi S5 es el material que menos colorante libera mientras que
S7 es el que libera mds. En cualquier caso las eficacias de liberacion
conseguidas con estas puertas moleculares es en general mayor que las
conseguidas con los sistemas no autoinmolantes usados en la

preparacion de S1y S2.

900
800
700
600
500
400
300

200 I I
100 I
, 1

S5 S6 S7

H Control
Enzima

(u.a.)

7

emision

3,5

3,06
2,5

2,23
1,5

blanco

0,5

Emision con enzima/emisién

HsSe ©s7 S8

Figura 16. Histograma representativo de la liberacion de colorante (medida a
partir de la intensidad de fluorescencia) de los materiales $5-S8 en presencia y

ausencia de enzima esterasa.
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Capitulo 3: Influencia de la estructura de las puertas moleculares en la eficacia del cierre y liberacion

Al observar el grafico de la parte inferior de la figura 16, podemos ver
que el material que presenta una mayor eficacia de cierre/eficacia de
liberacion es el material S7, seguido por S6 y después por S8. Al analizar
estos datos vemos que es necesario un control fino en el volumen
estérico de la puerta molecular puesto que ha de ser lo suficientemente
voluminosa como para tapar los poros de las nanoparticulas, pero no en
exceso para que no impida el acceso del estimulo externo al punto de

reaccion.

3.2.2.2 Amidas

Se sinterizaron también puertas moleculares con estructuras similares,
pero con un enlace amida en lugar de éster para observar las diferencias
en efectividad que podrian aparecer al cambiar el estimulo de una
esterasa a una amidasa. Asi, se disefi6 el compuesto N-(4-
(hidroximetil)fenil) acetamida (16) que se obtuvo, por reduccién de 4-
acetamidobenzaldehido’®, como un sélido amarillo que no necesitd

mayor purificacion, con un rendimiento del 38% (esquema 15).

0
—>
N N

H;BO, N
16

Esquema 15. Reaccidn de reduccion de aldehido a alcohol para la obtencién del

producto 16.

Por Ultimo, se pasdé a realizar la sintesis de N-(4-
(hidroximetil)fenil)benzamida (17). Para ello se llevaron a cabo varios

intentos hasta conseguir obtener el producto deseado. En primer lugar,

’® Cho, B. T., Kang, S. K., Kim, M. S., Ryu, S. R., An, D. K. Tetrahedron, 2006, 62,
8164-8168.
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se inicid la sintesis a partir de 4-hidroximetilanilina con cloruro de
benzoilo® utilizando como base formiato de sodio o trietilamina, y
posteriormente sin utilizar ninguna base (esquema 16), pero en ninguno
de los tres casos se obtuvo el producto, ya que en presencia de una base
el reactivo de partida, 4-hidroximetil anilina, se degradaba, mientras que
en el tercer caso, aunque a partir de los espectros de RMN de protén (*H
RMNs) parecia que podia estar el producto mezclado con reactivos de
partida, la purificacion cromatografica no dio lugar a los resultados
esperados. Por ello, se decidid probar la sintesis utilizando una via

alternativa.

(¢} O OH
OH THF anhidro
N
HoN

Condiciones de reaccién ensayadas:
- Formiato de sodio
-Et3N

Esquema 16. Formacion de una amida a partir de 4-hidroximetilanilina y cloruro

de benzoilo para la obtencién del producto 17.

Asi, se probd la sintesis protegiendo el alcohol con cloruro de tert-
- o eper 81 . ., .
butildimetilsililo® (esquema 17) para a continuacion, hacer reaccionar el

alcohol protegido con cloruro de benzoilo (esquema 18).

8 (a) An, Y., Lee, E., Yu, Y., Yun, J., Lee, M. Y., Kang, J. S., Kim, W.-Y., Jeon, R.

Bioorg. Med. Chem. Lett., 2016, 26, 3067-3072. (b) Pignarato, L., Bovio, C.,
Civera, M., Piarulli, U., Gennari, C. Chem. Eur. J., 2012, 18, 10368-10381.

# Zhang, H., Xu, C., Liu, J., Li, X., Guo, L., Li, X. Chem. Commun., 2015, 51, 7031-
7034.
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DCM anhidro
+ ClI- Sl—é
HoN
E »
18

Esquema 17. Reaccién de proteccién del grupo alcohol con tert-

butildimetilsililo para la obtencién del producto 18.

Si bien se obtuvo el producto protegido, la reaccidon posterior de
amidacion no dio los resultados esperados, puesto que se obtuvo una
mezcla de productos entre los que podia estar el producto deseado, pero
cuya purificacién por cromatografia en columna no fue viable debido a la
mala separacién que se observaba en cromatografia de capa fina y

ademas el rendimiento estimado del producto deseado era bajo.
|
S|g<
THF anhidro J@/\
o ©* @
HaN 18

Et;N

Esquema 18. Formacién de una amida a partir del producto 18 y el cloruro de

benzoilo.

Finalmente, se pensd que una alternativa interesante seria proteger el
grupo hidroxilo haciendo reaccionar la 4-hidroximetilanilina con
isocianato de 3-(trietoxisilil)propilo (la unién al soporte mesoporoso se
produce a partir de este reactivo) para después llevar a cabo la sintesis

de la amida por reaccion con cloruro de benzoilo.

Para conseguir este objetivo, se probd sodio metdlico como base para

desprotonar el alcohol e incrementar de este modo su nucleofilia. En
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esta reaccion se obtuvo un crudo cuyo '‘H-RMN presentaba buen
aspecto, aunque no estuviera puro. De cualquier modo, nos abstuvimos
de purificarlo debido a su baja solubilidad y probamos directamente a
hacerlo reaccionar con cloruro de benzoilo. Al no dar resultado la
reaccién, probamos la sintesis del compuesto (19) sin utilizar sodio
metalico, en este caso el producto obtenido presentaba mejor aspecto

(esquema 19).

r

o
o O
© /7 THF anhid N L
©/\OH X O_‘C',N\/\/S!c;o anhidro o u/\/\slo_o
HoN ~—
2 < HN 19

Condiciones de reaccién ensayadas:
- Con Na
- Sin Na

Esquema 19. Reaccién de formacion de un carbamato entre 4-hidroximetilanilina
y 3-(trietoxisilil)propil isocianato en presencia y ausencia de sodio metdlico para

la obtencién del producto 19.

Debido a la dificultad que presentaba el producto para disolverse, lo
pusimos a reaccionar con cloruro de benzoilo sin mayor purificacion
utilizando inicialmente trietilamina, después con N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC)®¥ (esquema 20) que no generaba &cido
para ver si de esta manera no se producia la pérdida de los grupos
etoxilo observada anteriormente. Desafortunadamente en ningun caso

se obtuvo el producto deseado.

8 valeur, E., Bradley, M. Chem. Soc. Rev., 2009, 38, 606-631.
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(o}

cl r
o L
THF anhidro O
. ) P ©)L

Condiciones de reaccién ensayadas:
- Et3N
-DCC

Esquema 20. Formaciéon de una amida entre el producto 19 y cloruro de

benzoilo.

Dado que todos los intentos realizados para obtener el compuesto
mediante la formacion de la amida partiendo de la 4-hidroximetilanilina
habian resultado infructuosos, se planted la posibilidad de llevar a cabo
la preparacién del mismo a través de una ruta alternativa: hacer
reaccionar 4-aminobenzaldehido con cloruro de benzoilo (esquema 21) y
posteriormente reducir el aldehido a alcohol para obtener el producto
deseado®® (17) (esquema 22). En la primera etapa de nuestra secuencia,
se obtuvo N-(4-formilfenil)benzamida (20) en forma de sélido amarillo

con un rendimiento del 64%.

THF anhldro

HoN Et;N

Esquema 21. Formacién de una amida entre 4-aminobenzaldehido y cloruro de

benzoilo para la obtencién del producto 20.

8 An, Y., Lee, E., Yu, Y., Yun, J., Lee, M. Y., Kang, J. S., Kim, W.-Y., Jeon, R. Bioorg.
Med. Chem. Lett., 2016, 26, 3067-3072.
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La reduccién se probd inicialmente empleando borohidruro de sodio
(NaBH,) v &cido borico (H;BOs)’®, pero eran reactivos demasiado fuertes
con lo que ademds de producirse la reduccion al alcohol, se producia
también la rotura de la amida. Vistos estos resultados, se buscaron
condiciones mas suaves®*. Asi se realizé la reaccién en etanol con NaBH,,
obteniéndose el producto 17 en forma de sélido amarillo palido con un

rendimiento del 72% (esquema 22).

0
0 OH
o} NaBH, /@/\
N _— N
H EtOH ©)L H
20 17

Esquema 22. Reaccion de reduccion del grupo aldehido a alcohol para la

obtencion del producto 17.

Una vez obtenidas las dos moléculas organicas que iban a emplearse en
la preparacion de las puertas moleculares que se habian disefado
pasamos al siguiente paso, la formacién del carbamato correspondiente
para cada puerta a partir del isocianato de 3-(trietoxisilil)propilo. En este
punto seguimos dos estrategias sintéticas distintas. Para la puerta
molecular sintetizada a partir del compuesto 16, se siguidé la ruta
sintética representada anteriormente en el esquema 1, es decir, la
reaccion continuada en un unico paso, denominandose el sélido final S9,
mientras que en el caso de la puerta molecular sintetizada a partir del
compuesto 17, se siguid la ruta sintética representada en el esquema 2,
varios pasos de reaccion para la obtencién del sdélido final, por un lado la

carga de la MCM-41 con el colorante, por otro lado la formacién del

8 Brown, H. C. J. Chem. Educ., 1961, 38, 173-179.
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carbamato a partir del compuesto 17, y a continuacién el anclaje de la

puerta molecular para la obtencidn del sélido S10.

Asi, en el caso de la puerta molecular formada a partir del compuesto 17,
el primer paso fue la sintesis del carbamato correspondiente (21) (figura
17), para lo que se siguid el mismo procedimiento que en el caso de las
puertas con grupo éster.

o r

(0]
OJLm/\/\Sf"O/_

o
©)(N 21 O\
H

Figura 17. Representacion de la estructura de la puerta molecular 21.

Tabla 6. Condiciones de reaccion para la formacién del carbamato a partir del

reactivo de partida 17 junto con 3- (trietoxisilil) propil isocianato e hidruro

sodico.
Producto Reactivo Disolvente Tiempo T Aspecto Rto (%) Relacién Sélido
partida producto:product final
o de partida
21 17 CH,CN 24h Reflujo Sélido 50 50:50 S10

anhidro amarillo

Una vez preparado el carbamato, se realizé la carga de la MCM-41 con
rodamina 6G en las mismas condiciones que se han explicado

anteriormente.

Una vez obtenidos los sélidos finales (S9 y S10), se procedié a la
caracterizacion de los mismos mediante las técnicas estandar (TEM,

difraccion de rayos X de polvo, porosimetria y analisis elemental).
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A titulo de ejemplo se incluyen el espectro de rayos X y la porosimetria

correspondiente a S9 que presentaron las caracteristicas esperadas.

T T T T
0 2 “ eideg © H 10

Figura 18. Rayos X de S9.

Figura 19. Imagen del TEM de S9
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Presion Relativa(P/P,)

Figura 20. Isoterma de adsorcion/desorcidn de nitrégeno de S9.
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Tabla 7. Valores BET de superficie especifica, volumen de poro y tamafio de
poro calculados a partir de isotermas de adsorcidn-desorcion de nitrégeno para

MSNs calcinados, S9 y S10.

Sger Volumen Poro Tamafio de Carga Cantidad de puerta
) 4 3 a0 Poro (%) molecular (mg
(m°g’) (emg7)
[b] puerta/100 mg
(nm)
MCM-41)
MSN 1005,7 0,80 3,19
Calcinado
S9 300,7 0,28 3,85 0,64 41,6
S10 298.5 0.18 2.16 1,58 62,2

[a] Volumen de poro y tamafio de poro estaban asociados Unicamente con los mesoporos intraparticula. [b]

Tamafios de poro estimados por el modelo BJH aplicado a la rama de absorcion de la isoterma.

Una vez caracterizados los materiales, se pasoé a realizar los estudios de
liberacién con los mismos. Para ello se prepararon las disoluciones de
referencia (a una concentracién de 0,33 mg/ml) conocidas como blanco
o control en las cuales no se afiade el estimulo de apertura de la puerta,
en nuestro caso la enzima amidasa (Sigma P3319-2,5KU), para
comprobar el nivel de liberacion en ausencia del estimulo, y las
disoluciones de medida (también a una concentracién de 0,33 mg/ml) a
las cuales si se les anade la enzima. Al igual que en los casos anteriores,
se inicid el estudio de liberacidon inmediatamente después de la adicion

de la enzima, que se siguid por espectroscopia de fluorescencia.

La figura 21 (arriba) muestra una comparacion de los resultados
obtenidos con los sélidos S7 y S10. Las puertas moleculares empleadas
en ambos sélidos solo se diferencian en el grupo funcional, mientras que
en S7 hay presente un éster en S10 hay una amida. Sin embargo, esta
diferencia hace que la eficacia en el cierre de los poros sea claramente

diferente. La puerta con amida cierra mejor que la del éster
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probablemente por la posibilidad de formar puentes de hidréogeno que

presentan las amidas.

900
800
700
600 M Control
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Figura 21. (Arriba) Estudio comparativo de los sélidos S7 y S10. (Abajo)
Histograma representativo de la liberacion de colorante (medida a partir de la
intensidad de fluorescencia) de los materiales S9 y S10 en presencia y ausencia

de enzima amidasa.

Otro punto de interés es que la liberaciéon en presencia del estimulo
externo es mucho mayor en el caso de S7 que en el caso de S10.
Teniendo en cuenta que el impedimento estérico es similar en ambos

materiales, esta diferencia solo se puede relacionar con la menor
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reactividad de las amidas en las reacciones de hidrdlisis. El efecto es
similar (dentro del error experimental) en S9 y en S10 por lo que
podemos concluir que es un efecto general de las puertas moleculares

conteniendo amidas (figura 21, abajo).

3.3 Procedimiento experimental

Procedimiento general:

Los reactivos comerciales empleados se utilizaron sin purificacion
adicional. Para las cromatografias en capa fina (TLC) se utilizé silica gel 60
F254 adsorbida sobre laminas de aluminio de la marca comercial Merck.
Los espectros '"H-RMN y B3C-RMN se registraron en espectrometro Bruker
300, 400 o 500 MHz. Los desplazamientos quimicos se presentan en ppm
con tetrametilsilano como patrdn interno. Los espectros de masas de
alta resolucidn se registraron en modo ion positivo en un espectrémetro
TRIPLETOFT5600 (ABSciex): LC/MS. Los espectros de absorcidén vy
fluorescencia se registraron en un espectrofotémetro Shimadzu UV-2600
y un espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse respectivamente (en ambos
casos se utilizaron cubetas de cuarzo de longitud de trayectoria de 1 cm).
Las imagenes de microscopia electrénica TEM se obtuvieron en un
microscopio de transmision de electrones JEOL-1010 a 100 KV. Los
estudios termogravimétricos se llevaron a cabo en un TG-DTA Pyris-
Diamond utilizando una atmdsfera oxidante (aire 80 mL/min) con un
calentamiento programado que consistia en una etapa de calentamiento
a 5 °C por minuto desde 393 hasta 1273 K y otra de calentamiento

isotérmico a esta temperatura durante 30 minutos.
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Elaboracién de disoluciones tamponadas:

Tampodn Acético acetato 0,1 M pH 5,1: 570 pl de acido acético en
100 ml de agua desionizada. Para ajustar el pH se utiliz6 NaOH 2 M.
Tampén Borax 0,1 M pH 8: 3,81 g tetraborato de sodio
decahidratado en 100 ml de agua desionizada. Para ajustar el pH se
utilizé HCI 1 M.

Tampén Borax 0,025 M pH 10,4: 0,95 g tetraborato de sodio
decahidratado en 100 ml de agua desionizada. Para ajustar el pH se
utilizé NaOH 2 M.

Tampodn Tris 0,26 M pH 8: 3,15 g de tris(hidroximetil)Jaminometano
en 100 ml de agua desionizada. Para ajustar el pH se utilizé una
disolucion de HCI 0,2 M.

Tampodn Tris 0,26 M pH 7,81: 3,15 g de
tris(hidroximetil)aminometano en 100 ml de agua desionizada. Para
ajustar el pH se utilizé una disolucion de HCI 0,2 M.

Tampodn sodio acetato 50 mM pH 5,5: 1,36g de acetato de sodio
trihidratado, 74,44 mg de acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
154,24 mg de DL-Ditiotreitol (DTT) en 200 mL de agua desionizada.
Para ajustar el pH se utilizé acido acético glacial.

Tampon fosfato 100 mM pH 7: 2,84 g de fosfato de disodio en 200
ml de agua desionizada. Para ajustar el pH se utilizé una disolucion

de HCI 0,2M.

Secado de disolventes:

142

Tetrahidrofurano: con sodio metalico y benzofenona
Diclorometano: cloruro célcico

Acetonitrilo: cloruro calcico y pentédxido de fosforo



Capitulo 3: Influencia de la estructura de las puertas moleculares en la eficacia del cierre y liberacion

Sintesis de p-hidroxibenzoato de 3-butinilo (1)

o
Z
/©)Lo/\//
HO

En un matraz de fondo redondo de 25 ml, se disolvieron acido 4-
hidroxibenzoico (0,7 g, 5 mmol) y 3-butin-1-ol (1,51 ml, 20 mmol) en 5 ml
de THF. Se afiadié 0,1 ml de acido sulfurico concentrado y la mezcla se
agitd a reflujo durante 24 horas. La reaccién se enfrié a temperatura
ambiente y se vertid sobre hielo picado. La mezcla se extrajo con éter
etilico y la combinacidn de las fases orgdanicas se lavd con una disolucion
de bicarbonato sédico al 10%, se secé con MgSO,; anhidro y se
concentré. El producto se purific6 por cromatografia en columna
(eluyente: hexano/acetato de etilo 1:2) para obtener el correspondiente
éster (0,45 g, 47%) como un sélido marrén.'H RMN (300 MHz,
Cloroformo-d) 6 (ppm) 7,95 (d, J= 8,9 Hz, 2H, 2Ar-H), 6,87 (d, J= 8,9 Hz,
2H, 2Ar-H), 4,40 (t, J= 6,8 Hz, 2H, -COOCH,-), 2,65 (td, ) = 6,8 y 2,7 Hz, 2H,
-CH,C=), 2,03 (t, J= 2,7 Hz, 1H, —CECH).13C RMN (75 MHz, Cloroformo-d) &
167,0, 161,0, 132,5, 122,3, 115,7, 80,5, 70,4, 62,9, 20,2 ppm. HRMS (ESI):
m/z calcd. para C1;H1003 (M*+ 1) 191,0703, encontrado 191,0701.

Sintesis de 13-azido-2,5,8,11-tetraoxatridecano (2)

OO NN
-

En un matraz de fondo redondo de 250 ml, se disolvid azida sddica (6,8 g,
0,1 mol) en 80 ml de dimetilformamida seca. Se afiadid 4-
metilbencenosulfonato de 2,5,8,11-tetraoxatridecan-13-ilo (7,57 g, 0,02
mol) y la reaccidon se mantuvo con agitacion, a temperatura ambiente y

bajo atmdsfera de argdn, durante 1 semana. Pasado ese tiempo, se
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anadié agua y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. La combinacion
de las fases organicas se lavd con bicarbonato sédico al 10% y salmuera,
se seco con MgS0O, anhidro y se evapord el disolvente para obtener la
correspondiente azida (2,41 g, 51%) como un aceite amarillo sin ulterior
purificacién. 'H RMN (300 MHz, Cloroformo-d) 6 3,67 — 3,59 (m, 12H, 6 —
CH,0-), 3,55 = 3,50 (m, 2H, -OCH,CH,N), 3,37 (m, 2H, -OCH,CH,N), 3,35
(s, 3H, CH3).13C RMN (75 MHz, Cloroformo-d) & 72,1, 70,9, 70,8, 70,7,
70,2, 59,1, 50,9 ppm. HRMS (ESI): m/z calcd. para CoHisN3O4 (M¥+1)
234,1448, encontrado 234,1444.

Sintesis de p-hidroxibenzoato de 2-(1-(2,5,8,11-tetraoxatridecan-

13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il) etilo (3)

/©)‘O\o/\/(/t"\lk\/ot
HO

En un matraz de fondo redondo de 25 ml, se disolvieron 13-azido-

2,5,8,11-tetraoxatridecano (0,23 g, 1 mmol) y p-hidroxibenzoato de 3-
butinilo (0,21 g, 1,1mmol) en una mezcla de THF (2,48 ml) agua (1,42 ml).
Se afiadieron 7 mg de acetato de cobre y 14 mg de ascorbato de sodio en
0,58 ml de agua vy la reaccion se agitd 24 horas a temperatura ambiente.
Pasado ese tiempo, se afiadid salmuera y se extrajo con diclorometano
(3 x 5 ml). La fase organica se lavd con agua y salmuera, se secd con
MgSQ, anhidro y se evaporé el disolvente. El producto se purificé por
cromatografia en columna (eluyente: hexano/acetato de etilo 3:7) para
obtener el correspondiente éster (0,31 g, 72%) como un aceite
amarillo."H RMN (300 MHz, Cloroformo-d) & (ppm) 7,85 (d, J = 7,8 Hz, 2H,
2Ar-H), 7,61 (s, 1H, H-heterociclo), 6,87 (d, J/ = 7,8 Hz, 2H, 2Ar-H), 4,54 —
4,45 (m, 4H, -COOCH;- y —CH,N), 3,79 (dd, J = 5,5 y 4,4 Hz, 2H, -OCH,-),
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3,62 —3,47 (m, 12H, 6-OCH,-), 3,32 (s, 3H, -OCHs), 3,16 (t, / = 6,4 Hz, 2H, -
CH»-N.).®C RMN (75 MHz, Cloroformo-d) & 166,8, 162,4, 144,4, 132,1,
123,5, 121,3, 115,9, 72,1, 70,8, 70,7, 70,6, 70,5, 69,7, 63,6, 59,2, 50,7,
25,8 ppm. HRMS (ESI): m/z calcd. para CyoHysN;O; (M*+1) 424,2078,
encontrado 424,2080.

Sintesis de 4-metilbencenosulfonato de 2,5,8,11-tetraoxatridecan-

13-ilo (4)
o, I

\O/\/O\/\O/\/O\/\O'S“O

En un matraz de fondo redondo de 250 ml, tetraetilenglicol mono metil
éter (5 g, 24 mmol) y trietilamina (10,45 ml, 75 mmol) se afiadieron a
37,5 ml de diclorometano anhidro. La mezcla se agité a 09C (en bafio de
hielo y agua) durante 10 minutos bajo atmodsfera de argéon. A
continuacién se agregd gota a gota una disolucion de cloruro de p-
toluensulfonilo (9,13 g, 48 mmol) en 71,9 ml de diclorometano anhidro y
la reaccion se mantuvo con agitacién a temperatura ambiente toda la
noche. La mezcla se extrajo con agua y la fase organica se lavé con
salmuera, se secdé con MgS0O, anhidro y se evapord el disolvente. El
producto se purific6 por cromatografia en columna (eluyente:
hexano/acetato de etilo 2:1) para obtener el producto puro (7,57 g, 87%)
cémo un aceite naranja pélido."H RMN (300 MHz, Cloroformo-d) & (ppm)
7,78 (d, J= 9,0 Hz, 2H, 2Ar-H), 7,32 (d, J=9,0 Hz, 2H, 2Ar-H), 4,16 — 4,10
(dd, J =6.0y 4.5 Hz, 2H, -CH,0S0,-), 3,69 — 3,49 (m, 14H, -CH,0-), 3,35 (s,
3H, CHs), 2,42 (s, 3H, CH3).13C RMN (75 MHz, Cloroformo-d) 6 145,1,
133,4, 130,2, 128,3, 72,3, 71,1, 71,0, 70,9, 70,9, 70,8, 69,6, 69,0, 59,4,

22,0 ppm.
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Sintesis de 5-hidroxiisoftalato de di-3-butinilo (5)

(0] (0]

X Z
\\/\o o/\//
OH

En un matraz de fondo redondo de 25 ml, se disolvieron acido 5-
hidroxiisoftalico (0,91 g, 5 mmol) y 3-butin-1-ol (1,51 ml, 20 mmol) en 5
ml de THF. Se anadié 0,1 ml de acido sulfurico concentrado y la mezcla se
agitd a reflujo durante 24 horas. La reaccién se enfrié a temperatura
ambiente y se vertid sobre hielo picado. La mezcla se extrajo con éter
etilico y la combinacion de las fases orgdanicas se lavd con una disolucion
de bicarbonato sddico al 10%, se secd con MgS0O, anhidro y se evaporo el
disolvente. El producto se purificd por cromatografia en columna
(eluyente: hexano/acetato de etilo 1:2) para obtener el correspondiente
éster (0,61 g, 43%) cémo un sélido amarillo palido."H RMN (300 MHz,
Cloroformo-d) 6 (ppm) 8,28 (t, / = 1,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,77 (d, J = 1,5 Hz,
2H, 2Ar-H), 6,06 (s, 1H, -OH), 4,45 (t, J = 6,8 Hz, 4H, 2 -CH,0CO-), 2,68 (dt,
J=6,8Yy 2.7 Hz, 4H, 2 -CH,C=), 2,04 (t, J = 2,7 Hz, 2H, 2 =CH).”*C RMN (75
MHz, Cloroformo-d) & 165,8, 156,6, 132,1, 123,4, 121,4, 81.4, 70,6, 63,4,
19,5 ppm. HRMS (ESI): m/z calcd. para CigH.0s (M™+1) 287,0914,

encontrado 287,0915.

Sintesis de bis(2-(1-(2,5,8,11-tetraoxatridecan-13-il)-1H-1,2,3-

triazol-4-il)etil) 5-hidroxiisoftalato (6)
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En un matraz de fondo redondo de 25 ml, se disolvieron 13-azido-
2,5,8,11-tetraoxatridecano (0,20 g, 0,86 mmol) y 5-hidroxiisoftalato de
di-3-butinilo (0,10 g, 0,35 mmol) en una mezcla de THF (4,96 ml) agua
(2,84 ml). Se afiadieron 14 mg de acetato de cobre y 28 mg de ascorbato
sddico en 1,16 ml de agua y la reaccién se agité 72 horas a temperatura
ambiente. Pasado ese tiempo, se afadid salmuera y se extrajo con
diclorometano. La fase orgdnica se lavd con agua y salmuera, se seco con
MgS0O, anhidro y se evaporé el disolvente para obtener el
correspondiente éster (0,17 g, 65%) cdmo un aceite amarillo sin ulterior
purificacion."H RMN (300 MHz, Cloroformo-d) & (ppm) 8,05 (s ancho, 1H,
Ar-H), 7,61 (s, 2H, H-heterociclo), 7,59 (d, J = 1,5 Hz, 2H, 2Ar-H), 4,54 (t, J
=5,0 Hz, 4H, -COOCH,-), 4,48 (t, J = 5,0 Hz, 4H, —CH;N), 3,80 (t, J = 5,0 Hz,
4H, -OCH,-), 3,62 — 3,45 (m, 24H, -OCH,-), 3,27 (s, 6H, -OCH3), 3,14 (t, J =
5,0 Hz, 4H, —CHZ—Het.).BC RMN (75 MHz, Cloroformo-d) 6 165,8, 157,8,
144,1, 131,9, 123,4, 122,3, 121,3, 72,2, 71,0, 70,9, 70,8, 70,6, 69,8, 64,4,
59,2, 50,6, 25,8 ppm. HRMS (ESI): m/z calcd. para C34Hs:NgO13 (M+1)7,
753,3671, encontrado 753,3622.

Sintesis de de 4-(hidroximetil)fenil benzoato (7)

©)OLO @AOH

En un matraz de fondo redondo de 25 ml, 4-hidroxibencil alcohol (0,25 g,

2 mmol) se afiadié a una disolucién de KOH (0,11 g, 2 mmol) en etanol (5
ml). La mezcla se agitd durante 1 hora a temperatura ambiente. A

continuacién, se agregd cloruro de benzoilo (0,23 ml, 2 mmol) y la
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reaccidon se mantuvo con agitacion durante 24 horas. Pasado ese tiempo
se evapord el disolvente y el crudo de reaccién se redisolvié en acetato
de etilo. La fase organica se lavd con agua y salmuera, se secé con MgS0,
anhidro y se evapordé el disolvente. El producto se purificé por
cromatografia en columna (eluyente: hexano/acetato de etilo 2:1) para
obtener el éster correspondiente (0,17 g, 38%) como un sélido blanco *H
RMN (300 MHz, Cloroformo-d) 6 (ppm) 8,21 (d, J= 9,0 Hz, 2H, 2Ar-H),
7,65 (t, J= 9,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,52 (t, J= 9,0 Hz, 2H, 2Ar-H), 7,44 (d, J= 9,0
Hz, 2H, 2Ar-H), 7,22 (d, J= 9,0 Hz, 2H, 2Ar-H), 4,73 (s, 2H, Ar-CH,0)."C
RMN (75 MHz, Cloroformo-d) 6 165,7, 150,8, 139,0, 134,0, 130,6, 129,9,
129,0, 128,5, 122,2, 65,2 ppm.

Sintesis de bis(4-(hidroximetil)fenil) isoftalato (8)

d
.
3

En un matraz de fondo redondo de 25 ml, 4-hidroxibencil alcohol (0,24 g,
1,97 mmol) se afiadié a una disolucidon de KOH (0,11 g, 1,97 mmol) en
etanol (5 ml). La mezcla se agité durante 1 hora a temperatura ambiente.
A continuacién, se afiadid cloruro de isoftaloilo (0,2 g, 0,99 mmol) y se
mantuvo en agitacion toda la noche. Pasado ese tiempo, se evaporo el
disolvente y el producto se redisolvio en acetato de etilo. La fase
organica se lavd con agua y salmuera, se secé con MgS0O, anhidro vy el
disolvente se evapord en el rotavapor. El producto se purificd por
cromatografia en columna (eluyente: hexano/acetato de etilo 1:1) para
obtener el correspondiente éster (0,21 g, 57%) cémo un sélido blanco.'H

RMN (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 8,79 (t, J = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 8,47 (dd,
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J=7,8y 1,8 Hz, 2H, 2Ar-H), 7,87 (t, J = 7,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,43 (d, J=9,0
Hz, 4H, 2Ar-H), 7,29 (d, J= 9,0 Hz, 4H, 2Ar-H), 5,29 (s ancho, 2H, -OH),
4,54 (s, 4H, 2Ar-CH,0).C RMN (75 MHz, DMSO-d) & 164,3, 149,5,
140,9, 135,2, 131,0, 130,2, 127,9, 115,1, 62,7 ppm. HRMS (ESI): m/z
calcd. para C,;H1306 (M*+Na) 401,0996, encontrado 401,0994.

Sintesis de 4-(hidroximetil)fenil-1-naftoato (9)

Acido 1-naftoico (0,57 g, 3,31 mmol) y cloruro de tionilo (4,8 ml, 66,2
mmol) se afiadieron a un matraz de fondo redondo de 10 ml y la mezcla
se calentd a reflujo durante 3 horas y media. Pasado ese tiempo se
evapord el disolvente, se lavo el residuo con éter etilico, se filtrd y la fase

organica se concentro para obtener el correspondiente cloruro de acido.

En un matraz de fondo redondo de 50 ml, 4-hidroxibencil alcohol (0,41 g,
3,31 mmol) se afiadié a una disolucion de KOH (0,19 g, 3,31 mmol) en
etanol (17 ml). La mezcla se agitd durante 1 hora a temperatura
ambiente y a continuacién, se afiadio el cloruro de naftaloilo disuelto en
2 ml de etanol. La reaccion se mantuvo con agitacion y a reflujo durante
3 horas. Pasado ese tiempo, se evaporo el disolvente y se redisolvié el
crudo de reaccion en acetato de etilo. La fase organica se lavé con agua y
salmuera, se secé con MgS0, anhidro y se concentré. El producto se
purificé por cromatografia en columna (eluyente: hexano/acetato de
etilo desde 2:1 hasta 1:1) para obtener el correspondiente éster (0,33 g,
36%) cémo un sélido amarillo."H RMN (300 MHz, DMSO-dg) & 8,83 (d, J =
8,5 Hz, 1H, Ar-H), 8,45 (dd, J = 7,3y 1,3 Hz, 1H, Ar-H), 8,33 — 8,28 (m, 1H,
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Ar-H), 8,10 (dd, J =7,9y 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,76 — 7,62 (m, 3H, Ar-H), 7,45
(d, J = 8,5 Hz, 2H, 2Ar-H), 7,33 (d, ) = 8,5 Hz, 2H, 2Ar-H), 5,28 (t, ) = 5,7 Hz,
1H, -OH), 4,56 (d, J = 5,7 Hz, 2H, -CH,0).*C RMN (75 MHz, DMSO-dg) &
165,8, 149,7, 140,7, 134,6, 133,8, 131,3, 130,0, 129,3,128,6, 128,0,
126,9, 125,9, 125,4, 122,0, 62,8 ppm. HRMS (ESI): m/z calcd. para
C1sH1405 (M*+1) 279,1016, encontrado 279,1015.

Sintesis de bis(4-(hidroximetil)fenil) naftaleno-2,6-dicarboxilato

(10)

0 J@/\OH
SO
o)
HO\/©/ e}
Acido naftaleno-2,6-dicarboxilico (0,55 g, 2,54 mmol) y cloruro de tionilo
(4,3 ml, 59,8 mmol) se afiadieron a un matraz de fondo redondo de 10 ml

y la mezcla se calenté a reflujo durante 3 horas. Pasado ese tiempo, se

evaporo el disolvente para obtener el correspondiente cloruro de acido.

En un matraz de fondo redondo de 25 ml, alcohol 4-hidroxibencilico
(0,63 g, 5,08 mmol) se anadié a una disolucion de KOH (0,28 g, 5,08
mmol) en etanol (13 ml). La mezcla se agité durante 1 hora a
temperatura ambiente, y a continuacién, se afadié el dicloruro del acido
naftaleno-2,6-dicarboxilico previamente formado. La reaccidn se agito a
temperatura ambiente durante toda la noche. Seguidamente, se filtrd a
vacio, se lavo el sdlido con acetato de etilo y se concentrd para obtener
el correspondiente éster, que no necesitd ulterior purificacién (0,93 g,
82%), como un sélido blanco.'H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 8,97
(d, ) =1,6 Hz, 2H, Ar-H), 8,41 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Ar-H), 8,28 — 8,19 (m, 2H,
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Ar-H), 7,44 (d, J= 6 Hz, 4H, 2Ar-H), 7,31 (d, J= 6 Hz, 4H, 2Ar-H), 4,55 (s, 4H,
2Ar-CH,0)."*C RMN (75 MHz, DMSO-dg) & 164,9, 149,7, 140,8, 134,8,
131,5, 130,7, 129,2, 128,0,126,4, 121,9, 62,7 ppm. HRMS (ESI): m/z calcd.
para CysH2006 (M*+1) 429,1333, encontrado 429,1322.

Sintesis de N-(4-(hidroximetil)fenil)acetamida (16)
) /©/\OH
A
H

Una mezcla de 4-acetamidobenzaldehido (0,4 g, 2,45 mmol), NaBH, (0,29

g, 7,35 mmol) y acido bérico (0,45 g, 7,35 mmol) se molié en un mortero
de porcelana con su correspondiente mano durante 20 minutos. La
mezcla se inactivd con una disolucién saturada de NaHCOs (75 ml) y
diclorometano (75 ml). La fase acuosa se extrajo con diclorometano (3 x
75 ml), la combinacion de las fases orgdanicas se secd con MgSO, anhidro
y el disolvente se evapord para obtener el correspondiente alcohol (0,15
g, 38%) cémo un sélido amarillo sin posterior purificacion."H RMN (300
MHz, DMSO-dg) 6 (ppm) 9,88 (s, 1H, NH), 7,52 (d, J= 9,0 Hz, 2H, 2Ar-H),
7,22 (d, J= 9,0 Hz, 2H, 2Ar-H), 5,08 (t, J = 5,7 Hz, 1H, -OH), 4,42 (d, /= 5,6
Hz, 2H, ArCH,0-), 2,03 (s, 3H, CH3)."*C RMN (75 MHz, DMSO-dg) 6 170,1,
137,6, 137,4, 127,6, 119,8, 63, 23,9 ppm.

Sintesis de N-(4-(hidroximetil)fenil)benzamida (17)

©)3\H/©/\OH

En un matraz de fondo redondo de 25 ml se disolvieron N-(4-

formilfenil)benzamida (0,097 g, 0,43 mmol) y NaBH, (0,018, 0,47 mmol)
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en 7 ml de etanol y se agitaron a temperatura ambiente durante 135
minutos. Se elimind el disolvente y el crudo de reaccién se redisolvié en
acetato de etilo. Se lavé la fase organica con una disolucién acuosa de
cloruro aménico y se secdé con MgS0O, anhidro. Por ultimo, se evaporo el
disolvente para obtener el correspondiente alcohol (0,071 g, 72%) como
un sélido amarillo pélido que no necesitd ulterior purificacion."H NMR
(300 MHz, Metanol-d,) 6 (ppm) 7,93 (d, J = 6,0 Hz, 2H, 2Ar-H), 7,67 (d, J =
6,0 Hz, 2H, 2Ar-H), 7,63 — 7,42 (m, 4H, 2Ar-H), 7,36 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 2Ar-
H), 4,59 (s, 2H, Ar-CH,0).">C NMR (126 MHz, Metanol-d4) § 167,5, 137,6,
134,9, 1315, 129,2, 128,2, 127,9, 127,2, 120,8, 63,5.

Sintesis de N-(4-formilfenil)benzamida (20)

©»°N©*“

H

En un matraz de fondo redondo de 100 ml bajo atmdsfera de argén,
trietilamina (0,29 ml, 2,06 mmol) se afadié a una disolucién de 4-
aminobenzaldehido (0,25 g, 2,06 mmol) disuelto en 50 ml de THF
anhidro, y la mezcla se mantuvo en agitacién durante 30 minutos.
Pasado ese tiempo, se ainadié cloruro de benzoilo (0,24 ml, 2,06 mmol) y
la reaccién se mantuvo con agitacion y a temperatura ambiente durante
toda la noche. A continuacidn, se calenté a reflujo durante 7 horas. Una
vez fria, se filtrd, se evapord el disolvente y el crudo de reaccién se
redisolvid en acetato de etilo. La fase organica se lavd con una disolucion
saturada de bicarbonato sédico, se secé con MgSQ, anhidro y se evapord
el disolvente. El producto se purificd por cromatografia en columna

(eluyente: hexano/acetato de etilo 8:2) para obtener la correspondiente
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amida (0,30 g, 64%) cémo un sélido amarillo."H RMN (300 MHz,
Cloroformo-d) 6 (ppm) 9,95 (s, 1H, -COH-), 8,08 (s, 1H, -CONH-), 7,94 —
7,82 (m, 5H, 5Ar-H), 7,63 — 7,56 (m, 2H, 2Ar-H), 7,55 — 7,48 (m, 2H, 2Ar-
H).”*C NMR (75 MHz, Cloroformo-d) & 191,0, 165,9, 143,6, 132,4, 131,2,
128,9, 128,7,127,4,127,2,119,7.

Procedimiento general de sintesis de carbamatos

En un matraz de fondo redondo de 50 ml se disolvié el correspondiente
alcohol en 15 mL de acetonitrilo anhidro y se afiadidé hidruro sédico del
60%. La mezcla se agitd bajo atmdsfera de Ar. Media hora mas tarde, se
anadié isocianato de 3-(trietoxisilil)propilo y se mantuvo la reaccién a
reflujo durante el tiempo especificado en cada caso. Pasado ese tiempo,
se centrifugd la mezcla de reaccidon a 11000 rpm durante 3 minutos y se

concentré el sobrenadante, obteniéndose asi el producto.

Sintesis de bis(4-(8,8-dietoxi-3-o0x0-2,9-dioxa-4-aza-8-

silaundecil)fenil) naftaleno-2,6-dicarboxilato (12)

Siguiendo el procedimiento arriba descrito pero empleando THF anhidro
en este caso, se hicieron reaccionar bis(4-(hidroximetil)fenil)naftaleno-
2,6-dicarboxilato (0,1 g, 0,23 mmol) con hidruro sédico del 60% (0,02g,
0,75 mmol) y con isocianato de 3-(trietoxisilil)propilo (112 ul, 0,45
mmol). La reaccién se mantuvo a reflujo durante 24 horas. Se obtuvo el

producto cdmo un sélido amarillo (0,21g) que contiene un 50% del
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producto esperado y otro 50% de producto de partida determinado por
'"H RMN.'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 8,98 (s, 2H, 2Ar-H), 8,42
(d, ) = 8,6 Hz, 2H, 2Ar-H), 8,24 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2Ar-H), 7,46 (m, 4H, 4Ar-
H), 7,34 (m, 4H, 4Ar-H), 5,78 (t, J = 5,9 Hz, 2H, 20C-NH-), 5,06 (s, 4H, 2Ar-
CH20), 3,74 (q, J = 7,0 Hz, 12H, -SiOCH2-), 3,02 - 2,89 (m, 4H, 2NHCH,),
1,47 - 1,33 (m, 4H, 2-Si-CH,CH,CH,-), 1,14 (t, J = 7,0 Hz, 18H, -SiOCH,CHjs)
0,57 — 0,47 (m, 4H, 2-SiCH,). *C NMR (126 MHz, DMSO-d¢) 6 158,3,
149,3, 134,4, 131,0, 129,0, 128,1, 127,7, 126,1, 121,5, 119,2, 62,3, 57,7,
41,9, 23,4,18,2,7,1 ppm

Sintesis de 4-(8,8-dietoxi-3-ox0-2,9-dioxa-4-aza-8-silaundecil)

fenil 1-naftoato (13)

0,0 <O
@\,o H.R R= \/\/Si‘(;o/_
OO M ¢

Siguiendo el procedimiento arriba descrito, se hicieron reaccionar 4-
(hidroximetil)fenil-1-naftoato (0,05 g, 0,18 mmol) con hidruro sddico del
60% (4,3 mg, 0,18 mmol) y con isocianato de 3-(trietoxisilil)propilo (44,4
pl, 0,18 mmol). La reaccidén se mantuvo a reflujo durante 72 horas. El
producto se obtuvo sin purificacién cémo un aceite amarillo (0,085 g,
90%)."H NMR (300 MHz, Cloroformo-d) & (ppm) 9,03 (d, J = 7,9 Hz, 1H,
1Ar-H), 8,48 (dd, J = 7,3y 1,3 Hz, 1H, 1Ar-H), 8,12 (d, J= 8,2, 1H, 1Ar-H),
7,93 (d, J=7,9 1H, 1Ar-H), 7,69 — 7,53 (m, 3H, Ar-H), 7,47 (d, J=8,7, 2H,
2Ar-H ), 7,29 (d, J=8,7, 2H, 2Ar-H), 4,74 (s, 2H, Ar-CH,0), 3,82 (q,J = 7,0
Hz, 6H, -OCH,-), 3,22 — 3,08 (m, 2H, -NHCH,-), 1,67 — 1,56 (m, 2H, -Si-
CH,CH,CH,-), 1,23 (t,J = 7,0 Hz, 9H, -CH,CH3), 0,69 - 0,58 (m, 2H, -SiCH,-
).C NMR (75 MHz, Cloroformo-d) & 166,3, 150,8, 139,1, 134,8, 134,3,

154



Capitulo 3: Influencia de la estructura de las puertas moleculares en la eficacia del cierre y liberacion

132,1, 131,6, 129,1, 128,6, 126,8, 126,2, 126,1, 124,9, 122,4, 65,2, 58,9,
30,1, 23,9, 18,7, 8,0 ppm.

Sintesis de 4-(8,8-dietoxi-3-ox0-2,9-dioxa-4-aza-8-

silaundecil)fenil benzoato (14)

i {
L e
o o
cr {

Siguiendo el procedimiento arriba descrito, se hicieron reaccionar
benzoato de 4-(hidroximetil)fenilo (7) (0,05 g, 0,22 mmol) con hidruro
sédico del 60% (8,75 mg, 0,37 mmol) y con isocianato de 3-
(trietoxisilil)propilo (54,2 pl, 0,22 mmol). La reacciéon se mantuvo a
reflujo durante 72 horas. El producto se obtuvo en forma de aceite
amarillo (0,066g) que contiene un 50% del producto esperado y otro 50%
de producto de partida 7 determinado por '*H RMN."H NMR (300 MHz,
Cloroformo-d) & (ppm) 8,20 (d, J = 7,0 Hz, 2H, 2Ar-H), 7,64 (t, ) = 7,5 Hz,
1H, Ar-H), 7,51 (t, J = Hz 2H, 2Ar-H), 7,46 — 7,36 (m, 2H, 2Ar-H), 7,24 —
7,11 (m, 2H, 2Ar-H), 4,72 (s, 2H, Ar-CH,0), 3,80 (q, J = 7,0 Hz, 6H, -OCH,-),
3,22 — 3,08 (m, 2H, -NHCH,-), 1,66 — 1,56 (m, 2H, -CH,CH,CH,-), 1,22 (t, J
= 7,0 Hz, 9H, -CH,CH3), 0,66 — 0,51 (m, 2H, -SiCH,-).>C NMR (126 MHz,
Cloroformo-d) 6 172,6, 158,3, 138,8, 137,8, 133,6, 130,0, 129,6, 1289,
121,3,115,5,64,6,58,4,29,7,23,6,18,2,7,8.

Sintesis de isoftalato de 4-(8,8-dietoxi-3-ox0-2,9-dioxa-4-aza-8-

silaundecil)fenil (4-(hidroximetil)fenil) (15)
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En un matraz de fondo redondo de 50 ml se disolvio isoftalato de bis(4-
(hidroximetil)fenilo (0,05 g, 0,13 mmol) en 15 ml de acetonitrilo anhidro
y se afiadié hidruro sddico del 60% (6,3 mg, 0,26 mmol). La mezcla se
mantuvo en agitacion bajo atmdsfera de Ar. Media hora mas tarde, se
anadié isocianato de 3-(trietoxisilil)propil (65,4 ul, 0,26 mmol) y se
mantuvo la reaccion a reflujo durante 105 minutos y en agitacién a
temperatura ambiente 75 minutos mas. Pasado ese tiempo, se
centrifugd la mezcla de reaccidon a 11000 rpm durante 3 minutos y se
concentré el sobrenadante. A continuacién, se lavo filtrando a vacio,
primero con hexano y después con metanol. Se concentré la fraccion del
metanol obteniéndose el producto en forma de un aceite amarillo claro
(0,062 g, 75%). "H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8(ppm) 8,78 (s, 1H, Ar-H),
8,47 (dd,)=7,9, 1,8 Hz, 2H, 2Ar-H), 7,86 (t, ) = 7,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,46 (d,
) = 8,6 Hz, 4H, 4Ar-H), 7,29 (d, J= 8,5 Hz, 4H, 4Ar-H), 5,04 (s, 2H, Ar-CH,0
), 4,54 (s, 2H, Ar-CH,0), 3,74 (q, J = 7,0 Hz, 6H, -OCH,-), 3,03 — 2,89 (m,
2H, -NHCH»-), 1,51 — 1,33 (m, 2H, -CH,CH,CH,-), 1,14 (t, J = 7,1 Hz, 9H, -
CH,CHs), 0,59 — 0,43 (m, 2H, -SiCH,-)."*C NMR (126 MHz, DMSO-d6) &
164,6, 156,1, 149,6, 140,5, 131,1, 129,5, 128,8, 128,4, 122,2, 121)9,
115,2, 62,8, 58,2, 42,4, 23,7, 18,5, 7,3 ppm.

Sintesis de 4-benzamidobencil (3-(trietoxisilil)propil)carbamato

(21)
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Siguiendo el procedimiento arriba descrito, se hicieron reaccionar N-(4-
(hidroximetil)fenil)benzamida (17) (0,05 g, 0,22 mmol) con hidruro
sédico del 60% (8,8 mg, 0,36 mmol) y con isocianato de 3-
(trietoxisilil)propilo (54,4 pl, 0,22 mmol). La reacciéon se mantuvo a
reflujo durante 24 horas. El producto se obtuvo en forma de aceite
amarillo (0,071 g) que, por 'H RMN, se determind que contiene un 50%
del producto esperado y otro 50% de producto de partida 17 .'"H NMR
(300 MHz, Cloroformo-d) 6 (ppm) 7,87 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 2Ar-H), 7,64 —
7,60 (m, 2H, 2Ar-H), 7,56 — 7,50 (m, 1H, 1Ar-H), 7,49 — 7,40 (m, 2H, 2Ar-
H), 7,33 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 2Ar-H), 5,05 (brs, 2H, Ar-CH,0), 3,81 (q,J=7,0
Hz, 6H, OCH,-), 3,21 — 3,12 (m, 2H, -NHCH,-), 1,68 — 1,50 (m, 2H, -
CH,CH,CH,-), 1,21 (t, J = 7,0 Hz, 9H, -CH,CHs-), 0,66 — 0,56 (m, 2H, -SiCH,-
).C NMR (126 MHz, DMSO-d6) & 166,0 , 156,6 , 139,3 , 138,2, 135,4,
132,0, 128,9, 128,1,127,2,120,6, 63,1, 58,2 ,43,5,23,5,18,7,7,6

Sintesis de nanoparticulas mesoporosas MCM-41

Bromuro de n-cetiltrimetilamonio (CTABr, 1,00 g, 2,74 mmol) se disolvié
en 480 ml de agua desionizada mediante agitacion suave (150 rpm) antes
de anadir 3,5 ml de una disolucion de NaOH 2M hasta obtener un pH de
8. Se calenté la disolucion hasta 80°C y una vez alcanzada esta
temperatura, se afiadié gota a gota tetraetilortosilicato (TEOS, 5,0 ml,
22,4 mmol) a la disolucion surfactante a maxima agitacion observandose
una suspension blanca. La mezcla se agitdé 2 horas a 80°C. Se obtuvo un
precipitado blanco que se aislé por centrifugaciéon. Una vez aislado, el
solido se lavd con agua desionizada hasta obtener un pH neutro en la

disolucidn, y el sélido se secé a 70°C durante toda la noche.
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Para preparar el material poroso final (MCM-41), se calcind el sdlido
sintetizado 3 horas hasta 550°C y 5 horas a 550°C utilizando una

atmosfera oxidante con la finalidad de eliminar los restos de surfactante.

Procedimiento de carga del material y anclaje de la puerta molecular:

» Reaccion continuada
En un matraz de fondo redondo de 100 mL provisto de agitacidn
magnética y atmosfera de argén se anaden 100 mg de MCM-41, 100 mg
de colorante y 20 mL de acetonitrilo anhidro. Se calienta a reflujo y con
ayuda de un Dean-Stark se elimina el agua. Una vez se han eliminado 10
mL de agua se deja a temperatura ambiente durante 12 horas. Pasado
ese tiempo se afnade el isocianato de 3-(trietoxisilil)propilo y se mantiene
en agitacion a temperatura ambiente 5 horas. A continuacion, se afiade
la molécula de interés y dos pequefas porciones de sodio metalico
(cantidad catalitica). Se mantiene en agitacion a temperatura ambiente
12 horas. Pasado ese tiempo se lava el material con agua desionizada
centrifugando (11.000 rpm, 15 minutos cada vez) para eliminar los restos
de colorante y se seca en estufa a 70°C.
» Reaccion por pasos

En un matraz de fondo redondo de 25 mL provisto de agitacidn
magnética y atmdsfera de argon, se afiaden 25 mg de MCM-41 cargada
de colorante, y la puerta molecular correspondiente (0,125 mmoles) en 5
mL de acetonitrilo anhidro. Se mantiene durante 5 horas, y pasado ese
tiempo se lava con agua desionizada centrifugando a 11.000 rpm 15
minutos cada vez para eliminar los restos de colorante (hasta que el agua

sale transparente) y se seca en estufa a 70 °C.
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Preparacién suspensiones liberacion:

Disolucion de enzima esterasa: 6 mg enzima + 20 mL tampén tris pH 8,06

(concentracién: 0,3 mg/mL que equivalen a 6 UK/mL).

Disolucion enzima amidasa: 6,39 uL enzima amidasa + 993,60 pL tampdn

tris pH 7,81 (concentracién: 6 UK/mL)

> S1-S2

Control: 1 mg material correspondiente + 4 mL tampdn tris pH 8,6
- Se utilizaron 3 mL de esta suspension para realizar la medida.

Enzima 1: 1 mg material correspondiente + 4 mL tampdn tris pH
8,6 2 Se utilizaron 2 mL de esta suspension y se afiadieron 20
pL disolucion enzima esterasa para realizar la medida.

> S5-S8

Control: 1mg material correspondiente + 3 mL tampdn tris pH 8,6

Enzima: 1mg material correspondiente + 3 mL tampodn tris pH 8,6 +
20 pl disolucién enzima esterasa

> S9-S510

Control: 1 mg material correspondiente + 3 mL tampdn tris pH
7,81

Enzima: 1 mg material correspondiente + 3 mL tampdn tris pH 7,81

+ 20 pL disolucién enzima amidasa

Condiciones de medida de la fluorescencia:

$2 2 Aoy 565nM; Aem: 586 nm; Slitey: 2,5; Slitem: 5
S9 2 Ao 565nM; Aem: 586 nm; Slitey: 5; Slitem: 2,5
§1,55-S58,S10 2> A, 520M; Aern: 550 nm; Slite,: 5; Slitem: 2,5
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Determinacion de la carga de los materiales:

Inicialmente se elaboraron rectas patrén tanto de sulforodamina B
(NaOH 0,5 M) como de rodamina 6G (en mezcla de disolventes 10% de
metanol y 90% de NaOH 0,5 M, puesto que el colorante no era
totalmente soluble en hidréxido sddico). A continuacién, se disolvido 1 mg
de cada uno de los sélidos (S1, S2, S5-S10) en 3 mL del medio bdasico
correspondiente y tras dejarlo actuar 24 horas se midiod la absorbancia o

la fluorescencia (dependiendo del caso) de cada disolucién.

~
N

a)

o
00

y =73385x - 0,0107
R?=0,99933

Absorbancia 522 nm

0,00E+00 1,00E-05 2,00E-05

Concentracion [M]

500 y = 2E+08x +2,1078 b)
R? = 0,99935
400

300
£

£ 200
100

0

0,00E+00  1,00E-06 2,00E-06
Concentraciéon [M]

Intensidad Fluorescencia 586

Figura 22. (a) Recta patrén de rodamina 6G en 90% NaOH 0,5 M- 10% MeOH.
(b) Recta patron de sulforodamina B NaOH 0,5 M.
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Tabla 8. Valores de colorante presente en el interior de las nanoparticulas (S1,

S2, S5-S10) por cada 100 mg de MCM-41.

Asy, (1 mg material  IFsgg (1 mg material Carga (%)
en 3mL) en 3mlL)
S1 0,2716 - 0,57
S2 0,4772 - 0,95
S5 0,5777 - 1,15
S6 0,5905 - 1,17
S7 0,527 - 1,05
S8 0,4267 - 0,85
S9 - *248,74 0,64
S10 0,7987 - 1,58

*Esta IF corresponde a una dilucién de 1/3 de la disolucion inicial de 1 mg de material en 3

mL de NaOH 0,5 M.

3.4 Conclusiones

A partir de los datos discutidos anteriormente, se puede concluir que, en
general, en sistemas autoinmolantes la eficiencia de liberacién es mayor
que en los no autoinmolantes, siendo S7 el mdas util de los materiales
obtenidos, puesto que la liberacién de la carga en este material con

respecto a su disolucion blanco es mas del triple.

También podemos decir que la eficiencia de la puerta molecular en el
cierre de las nanoparticulas de silice es un balance entre la habilidad de
la molécula para bloquear los poros y mantener por lo tanto la carga en
su interior y la accesibilidad del estimulo externo a la molécula organica.
En general, el alto impedimento estérico da lugar a una menor liberacion
de la carga en ausencia del estimulo externo, pero este hecho no
garantiza la eficiente liberacidén de la carga en presencia del estimulo. Por
otro lado, la comparacién entre puertas moleculares con grupos éster o
amida con el mismo impedimento estérico demuestra que el grupo

amida es mas eficiente para tapar el material. Sin embargo, mientras que
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la amidasa no funciona adecuadamente en las condiciones estudiadas, la

esterasa induce la hidrdlisis del éster y la liberacion de la carga.
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Capitulo 4: Estudio de marcaje y encapsulacion de alendronato

4.1 Introduccion

Como se ha comentado en la introduccién general, los farmacos de
administracién oral, entre ellos los bisfosfonatos, empleados para el
tratamiento de la osteoporosis son poco efectivos debido a las
dificultades que presentan para alcanzar el lugar de accién. Una de las
razones de la baja eficacia de los bisfosfonatos se debe a la dificultad
para atravesar la membrana celular que presentan estos compuestos
debido a su estructura quimica polar. También se ha indicado en la
introduccion que el empleo de materiales hibridos organico-inorganicos
funcionalizados con puertas moleculares para encapsular farmacos ha
demostrado ser una estrategia de trabajo muy interesante por dos

razones:

1. Se evita la pérdida de parte del farmaco a lo largo del recorrido
por el cuerpo antes de alcanzar el lugar de accién, que en este
caso concreto son los huesos, mitigando de esta forma efectos
adversos que pueda generar el farmaco en otras zonas.

2. Se puede mejorar la cantidad de farmaco absorbida, que

sabemos que con el sistema actual es muy baja.

Como se ha comentado en capitulos anteriores, estos sistemas estan
compuestos por un soporte inorganico al que se ancla una puerta
molecular compuesta por una molécula organica que cierra los poros,
permitiendo la encapsulacién del farmaco. La puerta molecular se disefia
de forma tal que se abra mediante un estimulo externo especifico, en
este caso la enzima catepsina K que se encuentra sobreexpresada en los
osteoclastos (células disgregadoras de hueso), y que son las células

donde actua el alendronato y por lo tanto nuestro objetivo.
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Uno de los objetivos del presente trabajo, era disefiar un material
organico-inorganico que fuera capaz de liberar alendronato dentro de las
células de una forma especifica. Para ello habia que disponer de distintos

elementos.

1. Un material mesoporoso que seria la MCM-41.

2. Funcionalizar el alendronato, que fue el bisfosfonato de eleccién
por ser el mas empleado, con un fluoréforo o un cromoéforo que
permitiera detectar y cuantificar su liberacién en células.

3. Disefiar una puerta molecular que se abriera como consecuencia

de la presencia de catepsina K.

4.2 Funcionalizacion del alendronato

En un primer momento se pensé que la mejor forma para poder detectar
y cuantificar el alendronato seria marcar el farmaco con algun fluoréforo
mediante un enlace covalente, de manera que se pudiera seguir
facilmente la liberacién del mismo mediante fluorescencia y cuantificarlo
a través de la elaboracion de una recta patréon. Para llevar a cabo la
funcionalizacion del alendronato se propusieron dos estrategias

diferentes:

. Llevar a cabo la sintesis del alendronato e introducir el marcador
fluorescente o cromogénico en alguna de las etapas de la ruta
sintética.

. Emplear alendronato comercial para funcionalizar con un

fluordéforo o un cromaforo el grupo amino del compuesto.
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4.2.1 Sintesis de alendronato sustituido con un fluoréforo o un

cromoforo

. . R T ,_ 85 ,
Siguiendo los datos que aparecen en la bibliografia®™ se planted llevar a
cabo la preparacién del alendronato marcado siguiendo la ruta sintética

reflejada en el esquema 1.

cl
p— — i
o

. 9 OH N o, u.o_- o o} CI\/\)J\Q

P - -P P N n.o -
HO~ 0"y o0 -P P

HO /O(')H -0/ 0 \0/6 OHY

HO HO 7

Esquema 1. Andlisis retrosintético para la preparacion de alendronato marcado.

Asi, se procedidé, en primer lugar, a hacer reaccionar el cloruro de 4-
clorobutanoilo con fosfito de dietilo en presencia de fosfito de trietilo e
imidazol (esquema 2) obteniéndose tanto el producto 1 como el 1* que
es un monofosfato producido en una reaccion de transposiciéon. También
estaba presente en el crudo el fosfito de dietilo utilizado en la sintesis
(Figura 1), por lo que se intentd aislar el compuesto antes de pasar a la
siguiente etapa. Observando el espectro de *'P, se pueden apreciar las
sefiales correspondientes a los fosfitos de partida situadas ambas a un
desplazamiento entre 7 y 9 ppm. También se observa como el producto
1 da lugar a una Unica senal de fésforo debido a la simetria de la

molécula, mientras que el producto 1* da lugar a dos dobletes que

8 Vachal, P., Hale, J. J., Lu, Z., Streckfuss, E. C., Mills, S. G., MacCoss, M., Yin, D.
H., Algayer, K., Manser, K., Kesisoglou, F., Ghosh, S., Alani, L. L. J. Med. Chem.,
2006, 49, 3060-3063.
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corresponden a los dos atomos de P presentes en la molécula y que

acoplan mutuamente.

Cl cl

Cl\/\)oj\ 0.H 0 DCM anhidro Q79 o 2
Cl + P ~ = o PN . D LRITAPI N

] olo ' 0

~CpOr H r OH j O OH

o\| NW;) 1 r 1*

Esquema 2. Etapa 1 del proceso de sintesis del alendronato.
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Figura 1. Espectro de *'p RMN de la primera etapa de la sintesis del

alendronato.

Se intentaron distintos métodos de purificacién tales como columna
cromatografica, lavado del producto con agua y extraccién con
diclorometano o destilacion en horno de bolas. Ninguno de los
procedimientos permitio aislar el producto por lo que se decidié emplear

el crudo de reaccién para llevar a cabo la siguiente etapa. Asi, la mezcla
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de 1y 1* se hizo reaccionar con fluorenilmetiloxicarbonilo (fmoc-Cl)®
para obtener el precursor del alendronato ya marcado con una molécula
fluorescente (compuesto 2), como se muestra en el esquema 3. La
reaccién funcioné adecuadamente obteniéndose la mezcla de los dos

productos esperados (Figura 2) si bien también aparecia algin que otro

subproducto. N o~ ( Ny o~
O, P o O'O_o

o p=0 “\__pz0 P=

cl cl O‘F"' o ° oK

s

—~ g ; ~ \/090 -S; ~ DCM anhidro 7 o0 N Ie)
o°h ~0 “p- "0 —_— o)
ro OHoj + rcu) o Fmoc-Cl C?’o ;F

2 2%

Esquema 3. Reaccion de marcaje del precursor del alendronato (1) con fmoc-Cl

para la obtencidn del producto 2.

3130 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 -3 -4 -5 -6 7 8
1 (ppm)

Figura 2. Espectro de *p RMN del crudo de la reaccién con el marcador

fluorescente.

¥ Anson, H., Boning, A. J. Anal. Lett., 1979, 12, 25-35.
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Se intentd purificar el producto 2 mediante columna cromatografica sin
éxito y este hecho, unido a que el rendimiento de la reaccién no era alto
y nos encontrabamos en las etapas iniciales de una sintesis larga, nos
decidié a intentar otra ruta alternativa tanto para la sintesis como para el

marcaje.

Como el grupo de investigaciéon tiene una dilatada experiencia en el
trabajo con derivados de borodipirrometeno (BODIPY), se pensé en usar
como marcador para el alendronato un derivado de este tipo. Esto se
debe a que los BODIPYs son compuestos que presentan propiedades
muy ventajosas, como una intensa fluorescencia a longitudes de onda de
excitacion/emision en el rango del visible, coeficientes de absorcion
molar y rendimiento cuantico relativamente altos y una vida media
fluorescente en el rango de los nanosegundos. Ademads, son
relativamente insensibles a los cambios de pH, presentan buena
solubilidad, resistencia a la autoagregacion en disoluciéon y robustez
frente a la luz y las sustancias quimicas®. Por otra parte, esta descrito en
la bibliografia® que el 8-tiometil-BODIPY experimenta en condiciones
muy suaves reacciones de desplazamiento del grupo tiometilo con
distintos nucledfilos, entre ellos aminas. Por esta razén se pensd en
utilizar esta reactividad para obtener la molécula objetivo tal y como se

recoge en el esquema 4.

¥ (a) Ziessel, R., Ulrich, G., Harriman, A. New J. Chem., 2007, 31, 496-501. (b)
Ulrich, G., Ziessel, R., Harriman, A. Angew. Chem. Int. Ed., 2008, 47, 1184-1201.
8 Bafnuelos, J., Martin, V., Gémez-Duran, A., Arroyo, Il. J., Pefia-Cabrera, E.,
Garcia-Moreno, I., Costela, A., Pérez-Ojeda, M. E., Arbeloa, T., Lopez, I. Chem.
Eur. J., 2011, 17,7261-7270.
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Esquema 4. Anilisis retrosintético para la preparacién de alendronato marcado

con un BODIPY.

Para llevar a cabo esta reaccion, el primer paso fue la sintesis del 8-

tiometil-BODIPY®® que se realizé en tres etapas.

N s
YN N\ N = N
ER=C D= =0
FF

5 4 3

Esquema 5. Sintesis del compuesto 5.

En primer lugar, se sintetizé di-(3H-pirrol-2-il)metanotiona (compuesto 3)
a partir de pirrol y tiofosgeno, obteniéndose el producto como un sdlido
rojo con un rendimiento del 39% tras purificacion por columna

cromatografica (esquema 5).

Seguidamente se realiz6 la reaccién de metilacion del compuesto 3
mediante yoduro de metilo, y se obtuvo el producto 4 como un sdlido
marron metalizado pasando a la siguiente etapa con el crudo de

reaccion.

8 Pena-Cabrera, E., Aguilar-Aguilar, A., Gonzalez-Dominguez, M., Lager, E.,

Zamudio-Vazquez, R., Godoy-Vargas, J., Villanueva-Garcia, F. Org. Lett., 2007, 9,
3985-3988.
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La ultima reaccion para la obtencion del 8-tiometil-BODIPY consistio en la
reaccion del compuesto 4 con trietilamina y trifluoruro de boro
dietileterato para obtener, tras purificacién por columna cromatografica,

el compuesto 5 como un sélido rojo con un rendimiento del 38%.

Una vez que dispusimos de 8-tiometil-BODIPY se llevd a cabo la primera
etapa de sintesis como se recoge en el esquema 6. Dicha reaccion

condujo al aislamiento del producto 6 con un rendimiento del 70%.

(¢} OH

S/
m oH MeOH/H,0
NN, N's + HzN/\/\n/ —_—
B
F F o

5
FF g

HN

YN N\

\ N. N*s
B

Esquema 6. Reaccidon de marcaje del 4cido y-aminobutirico con 8-tiometil-

BODIPY para la obtencién del producto 6.

El siguiente paso consistid en la sintesis del alendronato sddico usando
como sustrato el compuesto 6. En primer lugar, se activd el acido
transformandolo en el cloruro de acido correspondiente mediante el uso
de cloruro de tionilo, y a continuacion se intentd la introduccion de los
grupos fosfonato en las mismas condiciones que en el caso anterior®, no
obstante, la reaccidon no funciondé adecuadamente lo que podria estar
relacionado con la presencia de una amina en el producto 6. Por esa
razon se planteé la posibilidad de preparar otro derivado de BODIPY que
no contuviera aminas susceptibles de reaccionar con los derivados de

fosforo imprescindibles en la sintesis.
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En este sentido, se propuso marcar el alendronato mediante una
reaccion de cicloadicién [3 + 2] (reaccién “click”) a partir de un BODIPY
con un alquino terminal, que actuaria como molécula fluorescente, y un
compuesto con una cadena alifatica de 4 carbonos que tuviera un grupo
azida a partir de la cual sintetizar el alendronato una vez estuviera el
compuesto unido covalentemente al marcador. Para llevar a cabo este
proceso era necesario, por un lado, sintetizar el compuesto de partida
gue aportaria la cadena lateral, y por otro el BODIPY que actuaria como

fluoréforo.

Esquema 7. Analisis retrosintético para la introduccién del fluoréforo haciendo
uso de una reaccion “click”
Para llevar a cabo esta sintesis, el primer paso fue la preparacion del
derivado de BODIPY que se realizd mediante la siguiente secuencia

. .. 90
sintetica™:

% Wang, H., Vicente, M. G. H., Fronczek, F. R., Smith, K. M. Chem. Eur. J., 2014,
20, 5064-5074.
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Br | |
/ THF anhidro
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CHO
CHO
DCM anhidro MeOH
EE—
CF3COOH K2CO;
DDQ
Pirrol
EtsN
BF; . Et,0
8 9

Esquema 8. Reaccidn de sintesis del compuesto 9.

En primer lugar, se efectud una reaccion de acoplamiento entre el 4-
bromobenzaldehido y el trimetilsililacetileno para obtener el compuesto
7, que tras purificacion por columna cromatografica se aisl6 como un

sélido negro cristalino con un rendimiento del 85% (esquema 8).

El siguiente paso consistio en la reaccion de formacion del BODIPY entre
el compuesto 7 y el 2,4-dimetilpirrol para la sintesis del compuesto 8,
que tras purificacion por columna cromatografica se obtuvo en forma de

un solido rojizo con un rendimiento del 59%.

Una vez obtenido el compuesto 8 sélo faltaba la desproteccion del
alquino terminal que se hizo mediante el tratamiento con carbonato
potasico. Se obtuvo el producto 9 en forma de un sélido marrén oscuro

con un rendimiento del 100% sin necesidad de purificacion.
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Una vez obtenido el BODIPY, se pasd a realizar la sintesis del otro
compuesto de partida, la azida. Para llevar a cabo esta sintesis se podia
partir del acido 4-hidroxibutirico y transformarlo en su correspondiente
tosilato o bien del dcido 4-bromobutirico. La sintesis del tosilato™ se
llevé a cabo satisfactoriamente aunque con un rendimiento bajo (20%)
pero, de cualquier manera, ni con este compuesto ni con el bromo
derivado se consiguid llevar a cabo la reaccion de sustitucion para
generar la azida ya que siempre el producto mayoritario era la

correspondiente lactona (esquema 9).

Ho ™~ OH TsQgl Tso NN OH 10
o o

y

0
5 OH — 3= (:o
r/\/\'f

(o]

Esquema 9. Reactividad de distintos derivados en la posicion 4 del acido

butirico.
Condiciones de 0
reaccion ensayadas: O“S/\/\‘(()
- DCM, DCC, DMAP. /@ “o \5
-H,S0, conc., reflujo. O“S/\/\\g
10
Condiciones de Q\\ /
reaccion ensayadas: o
- DCM, DCC, DMAP. o. /\/\«
%7 5

S
S

Esquema 10. Reaccidn de proteccidn del acido 4-(fenilsulfonil)butanoico.

Con el fin de evitar el problema de la formacion de la lactona se decidid

proteger el acido carboxilico. En el caso del tosilato (10) se intentd
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proteger el producto como éster de tert-butanol y de alcohol bencilico
pero en las condiciones que se probaron (esquema 10)®* se observaba la

degradacion del producto inicial.

En el caso del 4cido 4-bromobutirico (reactivo comercial) la reacciéon con
el alcohol bencilico, permitié obtener el producto 11 en forma de un

sélido blanco® (esquema 11).

HO
OH DCM
Br/v\[r + —_— > \/©
0 Ej DCC, DMAP Br >N ©
O

11

Esquema 11. Proteccion del acido 4-bromobutanoico con alcohol bencilico.

Una vez protegido el grupo acido la sintesis de la azida se llevd a cabo

. ., . ., . , 4. __75
mediante una reaccién de sustitucion con azida sédica’ (esquema 12).

o\/© DMF anhidra \/@
Br/\/\n’ + NaNg ——— 3y N3/\/\Iro
(o]

° 12
11

Esquema 12. Reaccién de sustitucidn de un bromo por una azida para obtener

el compuesto 12.

Tras purificacion por columna cromatogréfica se obtuvo el producto 12

como un aceite amarillo con un rendimiento del 40%.

El siguiente paso fue llevar a cabo la reaccién “click” entre el BODIPY 9 y
la azida con el grupo acido protegido en forma de éster (compuesto 12).
Se realiz6 la reaccion utilizando THF/H,0 y en presencia de Cu(l)

(Cu(OAc);, que se reduce a Cu (I) en presencia de ascorbato sédico) como

! Neises, B., Steglich, W. Angew. Chem. Int. Ed., 1978, 17, 522-524.
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catalizador (esquema 13). La reaccién dio lugar al aislamiento del
producto deseado (13), aunque con un rendimiento muy bajo, puesto

que en el 'H-RMN se observaba que quedaba mucha azida de partida.

THF/H,0
cu(l)

Esquema 13. Reaccion “click” entre los productos 9 y 12.

Sorprendidos por los bajos rendimientos obtenidos, y teniendo en
cuenta todos los problemas que habiamos observado con las cadenas de
cuatro atomos de carbono, decidimos hacer una prueba final empleando
en la reaccion “click” el compuesto comercial acido 5-azidopentanoico en
las mismas condiciones empleadas anteriormente. En este caso la
reaccion funcioné perfectamente obteniéndose el producto 14 en forma
de un sélido naranja con un rendimiento del 92% (esquema 14), lo que
demostré que el problema venia derivado de la longitud de la cadena

lateral.

179



OH

N3 \/\/\n/OH + THF/HzO
—>
© cu(l)

14
Esquema 14. Reaccion “click” entre el 4cido 5-azidopentanoico y un bodipy con

un alquino terminal.
Dado que el producto 14 se habia obtenido con muy buen rendimiento
se intentd generar la estructura de bisfosfonato haciendo uso de las
reacciones anteriormente empleadas (esquema 15). Para ello, se llevd a
cabo la preparacion del cloruro de acido correspondiente empleando
cloruro de oxalilo en benceno como disolvente, y seguidamente se pasé
a la reaccién de sintesis del bisfostonato correspondiente.

Desafortunadamente, solo se aislaron los productos de partida.

Dados los resultados obtenidos hasta este momento se pensd en
abordar la segunda estrategia anteriormente indicada, es decir,

introducir el marcador directamente en el alendronato.
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Lo o
‘Pz0
HO o [F
o 0-P OH
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. O\FI),O\/ DCM anhidro
O\/ *
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oHo I
NP NS
O

Esquema 15. Reaccidn de sintesis del alendronato a partir del compuesto 14.

4.2.2. Introduccién del marcador fluorescente sobre el alendronato

Haciendo uso de esta segunda aproximacion, en primer lugar, se pensé
en marcar el alendronato mediante interacciones idnicas que era la
aproximacién mas sencilla posible. Para ello, se hizo reaccionar
alendronato sddico con rodamina B (como se muestra en el esquema 16)

empleando agua como disolvente.

OHy-
Ho_ OH PoNa*

oz=P P:O N
HO
NH,

Esquema 16. Reaccién de marcaje del alendronato sédico con rodamina B

mediante enlace iénico.

Para comprobar si se habia obtenido la sal correspondiente se realizaron

diversas pruebas. En primer lugar, se hizo un espectro de 'H-RMN donde
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se observé que las sefales se habian desplazado un poco con respecto al

reactivo de partida, como se muestra en la figura 3.

Figura 3. Espectro de 'H RMN de rodamina B (azul oscuro) y de rodamina B +

alendronato (malva).

En el espectro correspondiente al producto de reaccién (malva) ademas
del pequeno desplazamiento de las sefiales aromaticas correspondientes
a la rodamina B producido después de la reaccidon, se observa la
presencia de las sefiales de la cadena alifatica del alendronato situadas a

un desplazamiento entre 1y 4.

Seguidamente se realizaron medidas de absorbancia y fluorescencia para
comprobar si habia cambios con respecto a los espectros de la rodamina
B de partida, y se observd que, aunque no habia variacion en las
longitudes de onda de absorcion y emision, se observaba en ultravioleta

un claro efecto hipocrédmico en presencia de alendronato (figuras 4 y 5).
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0,5
s 04
2 Rodamina B
2 03
2
s 0,2 Rodamina B +
0,1 Alendronato
0
200 700

longitud de onda (nm)

Figura 4. Espectro UV de la rodamina B sola y junto al alendronato.
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Figura 5. Espectro de emisién de fluorescencia de la rodamina B sola y junto al

alendronato.

A pesar de que parecia que la sal se habia formado, no fue posible
separarla de los productos de partida por lo que se abandond esta

aproximacion.

Desechada la idea de utilizar interacciones idnicas se pensé en la
formacion de enlaces covalentes. En primer lugar se hizo reaccionar la

amina del alendronato con isotiocianato de fluoresceina para formar una
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tiourea (esquema 17)°% Inicialmente la reaccion se realizé en acetonitrilo
anhidro, pero no funciond probablemente como consecuencia de la baja
solubilidad del alendronato en disolventes organicos. Para resolver este
problema, se intentd realizar la reaccion en condiciones de transferencia
de fase utilizando acetato de etilo como fase organica y agua destilada
como fase acuosa. Bajo estas condiciones se observd que se producia la
hidrolisis tanto del isotiocianato de fluoresceina dando lugar a

fluoresceina amina, como del alendronato.

*NaO

HO\\//O

HO_ P

HO/P OH

/i

o)

S§C\
HN o =N
=S Ho_ OH QHonat 0
=P P

N, T o,

Ot 1 :

Esquema 17. Propuesta de formacion de una tiourea a partir de alendronato

sodico e isotiocianato de fluoresceina.

Seguidamente se intenté marcar el alendronato con cloruro de
. . . . 86 . .7

fluorenilmetiloxicarbonilo (fmoc-Cl)*> mediante la formacién de un
. 93 .

carbamato con la amina del alendronato™. Se probaron varias

condiciones como se muestra en el esquema 18. En algunos casos, el
1 ’ , . .

espectro de "H-RMN sugeria que se habia obtenido el compuesto, sin

embargo, el espectro de >'P-RMN no mostraba las sefiales

92 (a) De Marco, J. D., Biffar, S. E., Reed, D. G., Brooks, M. A. J. Pharm. Biomed.
Anal., 1989, 7, 1719-1727. (b) Romanenko, V. D., Kukhar, V. P. ARKIVOC, 2012,
127-166.
> Myers, A. G., Gleason, J. L., Yoon, T., Kung, D. W. J. Am. Chem. Soc., 1997, 119,
656-673.
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correspondientes a los grupos fosfonato del alendronato, por lo tanto, se
desechd la idea de haber obtenido el producto y se buscd una via

alternativa.

~N OH
o)
a4
o CI\FO
i Ho_ OH QMoNar o
);o : 0=Ps P=q¢

Ooo

-Condiciones de reaccion ensayadas:

- H,0/Dioxano, NaHCO;, 5 °C.

- NaOH 2M

- CHCl; anhidro, alendronato activado, reflujo.

Esquema 18. Propuesta de formacién de un carbamato a partir de alendronato

sodico y cloruro de fluorenilmetiloxicarbonilo.

En el apartado anterior se ha indicado que el 8-tiometil-BODIPY es capaz
de reaccionar con nucledfilos en condiciones suaves, por ello dado que
ya se habia procedido a la sintesis del mismo se planted la posibilidad de
hacerlo reaccionar con el grupo amino del alendronato. La reaccion se
llevé a cabo utilizando diferentes condiciones como se muestra en el
esquema 19, pero en todos los casos se recuperaron los productos de

partida inalterados.
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FF

NH,

-Condiciones de reaccion ensayadas:
- DCM, 18-corona-6.

- DCM/H,0.

- MeOH/H,0, alendronato activado.
- En seco (molturacion).

Esquema 19. Esquema retrosintético de la reaccién de sustitucidn nucleofilica

entre el azufre del 8-tiometilbodipy y la amina del alendronato sdédico.

En primer lugar se utilizé diclorometano como disolvente y 18-corona-6
como catalizador de transferencia de fase debido a su capacidad para la
transferencia de compuestos idnicos, no obstante, la reaccidon no se
produjo puesto que se obtuvieron los reactivos de partida inalterados.
Teniendo en cuenta la mala solubilidad del alendronato en disolventes
organicos, en la siguiente prueba se empled diclorometano como
disolvente y una cantidad minima de agua para disolver el alendronato,
pero tampoco funciond, presumiblemente debido a la inmiscibilidad de
ambos disolventes. Seguidamente se probd a realizar la reaccion
activando primero el alendronato sddico de modo que fuera mas
reactivo. Para ello, se disolvio el alendronato en acido acético acuoso al
10% y tras dos horas en agitacion se liofilizé para eliminar todo el agua®,
pasando entonces a la reaccion entre el alendronato y el BODIPY. En esta

ocasion para llevar a cabo la reaccion se utilizé metanol como disolvente
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mayoritario debido a su miscibilidad con el agua y al igual que en el caso
anterior se empled una cantidad minima de agua para ayudar a disolver
el alendronato, no obstante tampoco esta vez se produjo la reaccion
deseada, pues se obtuvo una fraccion insoluble correspondiente al
alendronato y una fraccién soluble que tras ser basificada dio lugar a un
producto indeterminado que carecia de sefiales aromaticas, y que por lo
tanto no nos interesaba. Por ultimo, se decidid probar la reaccidon en
seco mediante molturacidon en un mortero de vidrio, pero ni si quiera en
estas condiciones que no requerian disolvente tuvo lugar la reaccion,

pues los reactivos de partida permanecieron inalterados.

OH

Ho_ OH OHgona
N 4

—> o*PyPxo

HO

Q oNa NH,
HO p7 OH

.P~0oH
O oH

-Condiciones de reaccion ensayadas:

- CHCl3 anhidro.

- Tolueno anhidro.

- Tolueno anhidro, reflujo, Dean-Stark.

- CHCl3 anhidro, reflujo, Dean-Stark, tamiz.

Esquema 20. Esquema retrosintético de la propuesta de reaccién de formacion
de una imina entre el alendronato sédico y el derivado del BODIPY

representado en este esquema.

Una alternativa de funcionalizacion haciendo uso de la amina del

alendronato era hacerla reaccionar con un grupo aldehido para formar
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una imina. Para ello, se hizo uso del derivado de BODIPY que se indica en
el esquema 20 que se encontraba disponible en el laboratorio pero los
resultados fueron negativos a pesar de las distintas condiciones de

. , . . 94
reaccion ensayadas, segln se indica en el esquema 207".

En vista de que el producto 6 se habia obtenido con buen rendimiento y
que la sintesis del alendronato a partir de este compuesto no
funcionaba, se pensé en utilizar dicho producto como marcador
fluorescente y hacerlo reaccionar directamente con alendronato sddico

comercial mediante la formacién de una amida (esquema 21).

O'Na*
HO. 1.0
HO O

P
OH H
HO,PMN o
Ho © Ho_ OH QHonar
—> oPyPxo0 NH
NH

HO

< N A\
S \S <
N. Nz -
B: FF
FF

-Condiciones de reaccion ensayadas:

- DMSO, BDP activado (EDC, NHS), alendronato activado.

- H,0/acetona, alendronato activado.

- DMSO, BDP activado (cloruro tionilo), alendronato activado.

Esquema 21. Reaccion de marcaje del alendronato sédico con el compuesto 6.

Se llevd a cabo la reaccién en diferentes condiciones (como se muestra
en el esquema 21) siempre con el alendronato activado mediante acido
acético al 10%, no obstante la reaccién Unicamente parecié funcionar en
el primer caso dando lugar a lo que parecian ser dos BODIPYs distintos,

como si el alendronato hubiera reaccionado tanto a partir de la amina

o Barba, A., Design, Synthesis and Evaluation of Chromo-fluorogenic Probes for
contaminating species, Universitat Politecnica de Valéncia, Valencia, 2014.
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como del alcohol dando lugar a la amida y al éster correspondientes. En
vista de estos resultados, se intentd optimizar la reaccion modificando
algunas condiciones, no obstante los resultados que se obtuvieron no

fueron buenos y se decidid seguir con el marcaje por otra via.

Como ninguno de los intentos llevados a cabo para funcionalizar el grupo
amino del alendronato habia sido fructuoso, se pudo concluir que dicho
grupo tiene unas caracteristicas especiales que pueden estar
relacionadas con la estructura del alendronato. En efecto, no seria
descartable que en las condiciones de reaccién (fundamentalmente
medios organicos) se produjera una reaccion de formacién de una
fosforamida que disminuyera la concentracién de amina libre y por tanto

limitara la reactividad deseada (esquema 22).

a0 6‘ o
HO>\PNa \P// HO>\PNaO\P//O
(o= o= <
NH, > NH
HO HO

Esquema 22. Propuesta de reactividad del alendronato

Otra dificultad procederia de la solubilidad del alendronato que es muy

soluble en agua pero muy poco en disolventes organicos.

Teniendo en cuenta la posible influencia de la solubilidad en los
resultados obtenidos previamente, se pensd en usar una reaccién de
funcionalizacion que se llevara a cabo en agua o en medios muy polares.
Para ello se hizo uso de una reaccién de sustitucidn nucleofilica sobre 4-

cloro-7-nitrobenzafurazano (NBD-CI)*®. Se sabe que este compuesto es

% Bern, M., Badea, F., Draghici, C., Caproiu, M. T., Vasilescu, M., Voicescu, M.,
Beteringhe, A., Caragheorgheopol, A., Maganu, M., Constantinescu, T., Balaban,
A.T. ARKIVOK, 2007, 87-104.
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capaz de reaccionar con aminas en medio agua/metanol dando lugar a
una reaccidon de sustitucion nucleofilica aromatica con rendimientos
practicamente cuantitativos. El procedimiento esta estandarizado para la
cuantificacion de aminoacidos y otros compuestos aminados. Siguiendo
uno de los procedimientos descritos en la bibliografia®™ se obtuvo el

producto 15 (esquema 23).

HO-} P
TP N
o o
cl O'Na*OH
+ L OH! ,OH
N o*"~¢™0o
- ‘O + OH MeOH/H,O NH
~ —_—
N NaHCO, N
- \o
NO, HoN \N.
NO,
15

Esquema 23. Reaccidn de sustitucion nucleofilica entre el alendronato sédico y

NBD-Cl para la obtencién del producto 15.

Se comprobé que la reaccibn se habia producido mediante
espectroscopia de UV ya que mientras que el NBD-Cl absorbe a 330 nm
el alendronato marcado lo hace a 350 nm. Por su parte el alendronato
sin marcar solo presenta una banda muy débil en torno a 420 nm, que
Unicamente se observa a concentraciones dos ordenes de magnitud
superiores. Aunque no se identifico completamente el producto, este
método sirvié para cuantificar la concentracion de alendronato mediante

el uso de una recta patrén como se explicara en el siguiente punto.
4.3 Deteccion por UV

Una vez marcado el alendronato sddico con un compuesto cromogénico,
el siguiente paso fue la elaboracién de una recta de calibrado a partir de

la cual poder cuantificar la liberacién de farmaco en los ensayos
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posteriores. Para la elaboracion de la recta se empled como disolvente
una mezcla de medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium)/tampdn de lisis A (97:3) puesto que era el medio que se iba a
utilizar en los ensayos celulares. Como puede verse en la figura 6, no hay
ninguna absorcidon correspondiente al medio de trabajo que pueda

afectar la medida correspondiente al alendronato marcado.

0,7
© 0,6 alendronato
'c 0,5 marcado
e 04 DMEM+
27 tampon lisis
o 0,3
B 0,2
< ’
0,1
0
300 600

400 500
longitud de onda (nm)

Figura 6. Espectro de UV del alendronato marcado en el medio de cultivo.

Comparacion con el medio de cultivo (curva gris).

La recta patrén obtenida se muestra en la figura 7.

y=7711,9x + 0,0268
R?=0,99205

0,00E+00 2,00E-05 4,00E-05 6,00E-05 8,00E-05
concentracion alendronato marcado (M)

Figura 7. Recta patréon a 350 nm del alendronato unido a un marcador
(compuesto 15) en medio DMEM/tampén de lisis A.
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4.4 Diseio y anclaje de la puerta molecular

4.4.1 Disefio de la puerta

Con el alendronato ya marcado y habiendo hallado el modo de
cuantificarlo, nos centramos en la busqueda de una puerta molecular
adecuada para ser abierta Unicamente por la enzima catepsina K.
Sabiendo que esta enzima es una proteasa y que por lo tanto su funcion
principal es la rotura de péptidos, llegamos a la conclusion de que la
puerta molecular tenia que ser un péptido con la estructura adecuada
para romperse especificamente con dicha enzima. Asi, encontramos
referencias bibliograficas donde se habian realizado ensayos para
determinar los puntos principales de escision entre diferentes
aminoacidos (y los porcentajes) que llevaba a cabo la catepsina K, que
eran Met-Gly (86%), Arg-Gly (89%) y Ser-Gly (100%), asi como la
determinacion de péptidos especificos para dicha enzima®®. A partir de
esta informacién, se decidié realizar los ensayos con dos puertas
moleculares distintas constituidas por secuencias peptidicas diferentes.
Para la primera de ellas, se pensd utilizar la secuencia péptidica Abz-
KPRGSKQ-EDDnp (siendo Abz acido o-aminobenzoico y EDDnp N-(2,4-
dinitrofenil)etilendiamina) descrita en la bibliografia como especifica
para la catepsina K y que ademas presentaba resistencia a la hidrdélisis
tanto por la catepsina B como por la L. No obstante, se pensé que la
secuencia era demasiado breve con lo que quiza el volumen del péptido

no fuera suficiente para tapar los poros de la MCM-41, por lo que se

% (a) Nosaka, A. Y., Kanaori, K., Teno, N., Togame, H., Inaoka, T., Takai, M.,
Kokubo, T. Bioorg. Med. Chem., 1999, 7, 375-379. (b) Alves, M. F. M., Puzer,

7 L., Cotrin, S. S., Juliano, M. A., Juliano, L., Bromme, D., Carmona, A. K.
Biochem. J., 2003, 373, 981-986.
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decidié que la puerta molecular seria una repeticion triple de dicha
secuencia peptidica con algunas modificaciones en la terminacion del
péptido, de manera que este terminara en un grupo amina para facilitar
la union al soporte inorgdnico. La secuencia peptidica 1 que haria las

veces de puerta molecular quedaria de la siguiente manera:
H,N- KPRGSKQGG-KPRGSKQGG-KPRGSKQ.

En el caso de la segunda secuencia peptidica se hicieron algunas
modificaciones a partir de la primera, puesto que se pensd que, debido
al elevado numero de lisinas que presentaba, esta podia encontrarse en
un grado de protonacién que dificultara el cierre de los poros. Ademas,
en la segunda secuencia, se incluyé un alquino terminal de manera que
la unidn al soporte inorganico se produjera, en este caso, a través de una
reaccion “click”, quedando la secuencia peptidica 2 de la siguiente

manera:
Ac- KLRFSFEGEKLRFSFEGEKLRFSFEK (Acido pentinoico)-NH,

El disefio de este segundo péptido se basd en los datos existentes en la
bibliografia®”’ que describen que la secuencia de aminoécidos KLXFS,
(donde X puede ser distintos aminoacidos) se hidroliza especificamente
en la subunidad S1 de catepsina K produciéndose la hidrolisis entre los
aminoacidos X-F. De los posibles aminoacidos (X) el que conduce a una
velocidad mayor de hidrélisis es la arginina (R). Con el fin de lograr una
mayor electroneutralidad del péptido se intercalaron unidades de acido
glutamico (E) para compensar la presencia de lisinas (K) imprescindibles
en el proceso. Como se ha indicado en el caso anterior, las secuencias se

repitieron tres veces con el fin de disponer de una molécula lo
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suficientemente voluminosa como para producir el cierre eficaz de los

poros.

4.4.2 Carga del material y anclaje de la puerta molecular al material

mesoporoso

Una vez obtenidos tanto el soporte inorganico MCM-41 como las
secuencias peptidicas (1 y 2) que harian de puertas moleculares, se paso
a la siguiente etapa que consistio en la carga del soporte con el colorante
(sulforodamina B) y con el alendronato marcado respectivamente y el
anclaje de la puerta molecular, en cada caso mediante un tipo de

reaccion distinta.

4.4.2.1. Carga de los materiales

El proceso de carga de los materiales se llevé a cabo de forma diferente

dependiendo de cual fuese la molécula susceptible de ser cargada.

En primer lugar, se realizé la carga de la MCM-41 con sulforodamina B, y
para ello se agitaron cantidades iguales en peso de material inorganico y
colorante en acetonitrilo anhidro a reflujo y con ayuda de un Dean-Stark
durante dos horas para eliminar los restos de agua que pudieran quedar,
y a continuacion se mantuvo la agitacién 12 horas a temperatura
ambiente. Pasado ese tiempo el material ya estaba cargado y solo
faltaba centrifugar para eliminar el disolvente y dejarlo secar en la estufa

a70°C.

En el caso de la carga del alendronato sddico unido al marcador
fluorescente se realizaron diversas pruebas hasta hallar el método
Optimo para cargar las nanoparticulas con el farmaco, puesto que

s . . . 7. 201 .
basandonos en referencias bibliograficas™ - consideramos que el uso de
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la MCM-41 aminada podria ser ventajoso, ya que en las condiciones de

carga (pH 4,8) la interaccion producida entre el grupo silanol de la MCM-

41 no modificada y el grupo fosfonato del farmaco adsorbido es mas

débil que la interaccion producida entre la amina y el fosfonato. Asi, se

probaron dos métodos distintos y dos tipos de nanoparticulas diferentes,

dando un total de 3 pruebas:

MCM-41 + alendronato marcado empleando como
disolvente una disolucién tamponada de acético/acetato
a pH 4,8, manteniendo la reacciéon en agitacién a 70 °C
durante 24 horas.

MCM-41 aminada + alendronato marcado empleando
como disolvente wuna disolucién tamponada de
acético/acetato a pH 4,8, manteniendo la reaccién en
agitacién a 70°C durante 24 horas.

MCM-41 + alendronato marcado empleando como
disolvente una disolucién tamponada de acético/acetato
a pH 4,8. Se compactd el soporte inorganico hasta
obtener finos discos que fueron colocados en una placa
Petri®® tras haber afiadido la disolucién tamponada de

alendronato. Se dejé a 37 °C 24 horas.

Tras realizar estas pruebas se establecid que el segundo procedimiento

era el mejor, por lo que es el que se siguid para la carga de farmaco en

las nanoparticulas que se centrifugaron para eliminar el disolvente y se

dejaron secar en la estufa a 70 °C.
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4.4.2.2. Anclaje de las puertas

Para poder anclar el péptido al material mesoporoso, en ambos casos se
hizo una reaccion previa para unir a la MCM-41 ya cargada (con el
colorante o con el farmaco) un derivado de trimetilsililo tal y como se ha
descrito en el capitulo 3 apartado 3.2.1, y posteriormente se llevod a cabo

el anclaje de la secuencia peptidica correspondiente al material.

En el caso de la secuencia 1, se empled como derivado isocianato de 3-
trietoxisililpropilo que reacciond con la amina terminal del péptido

dando lugar a la formacién de una urea, como se muestra en la figura 8.

O-Si

_/

P

HN—K—P—R-G-S—K-Q-G-G-K—P—R—G—S—K-Q-G-G-K-P-G-S-K-Q

Figura 8. Puerta molecular compuesta por el péptido 1.
Mientras que en el caso del péptido 2 se aprovechd que tenia un alquino
terminal para hacerlo reaccionar con la azida del compuesto 3-
(azidopropil)trietoxisilano en una reaccion “click” dando lugar a la puerta

molecular representada en la figura 9.

o) 0
o—éi/\/\’\f/w
N N=N N~ K-E-F-S-F-R-L-K ~E-G-E-F-S-F-R-L-K ~E-G-E-F-S-F-R-L-K—Ac

\\ H
Figura 9. Puerta molecular compuesta por el péptido 2.

Tras lavar para eliminar los restos de carga que pudieran quedar
adsorbidos en la parte externa de los poros y dejarlos secar en la estufa a

70°C se obtuvieron, respectivamente, los sélidos inorganicos P1
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(secuencia 1) y P2 (secuencia 2) cargados con colorante y cerrados con la
puerta molecular correspondiente y los sélidos inorganicos P3 (secuencia
1) y P4 (secuencia 2) cargados con el farmaco marcado y cerrados con la

puerta molecular correspondiente.

4.4.3 Caracterizacion de los materiales

Una vez obtenidos los sélidos finales, se paso a la caracterizacion de los
mismos mediante las técnicas estandar. A titulo de ejemplo se incluyen
algunos de los resultados obtenidos que presentaron las caracteristicas

esperadas.

Las imdagenes del TEM proporcionaron informacién acerca de la
morfologia y el tamafio de las nanoparticulas, asi como acerca del estado
de los canales de la matriz hexagonal, es decir, de si estaban cargados y
por lo tanto presentaban aspecto opaco, o vacios, en cuyo caso se verian
rayas alternas blancas y negras. Como se puede observar en la figura 10,

los sélidos estaban cargados.

o

200 nm 200 nm

100 nm 200 nm

Figura 10. Imagen del TEM de los sélidos. (Arriba izquierda) P1. (Arriba derecha)
P3. (Abajo izquierda) P2. (Abajo derecha) P4.
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Figura 11. Difraccién de rayos X de polvo: a) MCM-41 sintetizada b) MCM-41
calcinada c) P2 d) P4.

La difracciéon de rayos X aportd informacion acerca de la presencia de
una estructura mesoporosa y de su estabilidad. Asi se observd, en la
MCM-41 sintetizada, la presencia de las cuatro reflexiones caracteristicas
de bajo angulo de una matriz hexagonal ordenada (100), (110), (200) y
(210). En la MCM-41 ya calcinada se aprecié un desplazamiento
significativo del pico (100) que concuerda con la condensacion de
silanoles producida durante la calcinacidn. Por ultimo, tanto en P2 como
en P4 se observé una ampliacién de los picos (100) y (200)
correspondiente a la reduccién en el contraste relacionada con el

proceso de funcionalizacién y con la carga de los mesoporos (figura 11).

Se determind la porosidad del material mediante analisis de isotermas
de adsorcion-desorcién de N, (figura 12) para P2 y P4. Esta técnica
proporciond informacion acerca del area superficial, el tamafio de poro
asi como el volumen del mismo. El didmetro de poro se calculd siguiendo

el método BJH (Barret-Joyner-Halenda), mientras que para obtener el
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area superficial se empled el método BET (Brunauer-Emmett-Teller)

(tabla 1).

w
o

N
(5]
1

3
o
L

DL
J

00 02 04 06 08 10
Relative Pressure (P/P )

Vol. Adsor. (cm®/g)
s &

(]
1

wp

o
1

Figura 12. Porosimetria correspondiente a: a) P2 y b) P4. El eje Y se ha desplazado

para mayor claridad.

El contenido de colorante en los sélidos se determind disgregando las
nanoparticulas con hidréxido sédico y midiendo la absorbancia y resultd
ser 0,64y 0,59 % para P1y P2 respectivamente . El contenido de farmaco
en los sdlidos P3 y P4, 8,20% en ambos, se determind por analisis de

fésforo mediante ICP-masas.

Por ultimo, se llevd a cabo el analisis elemental tanto de P2 como de P4,
a partir del cual y dado que se conocia la carga se pudo determinar la
cantidad de puerta molecular presente en cada uno de ellos. El dato de
materia organica superficial/ 100 mg de material para P2 fue 44 mgy 42
mg de materia organica superficial/ 100 mg de material para P4. En este
ultimo caso, ademas de la materia organica correspondiente a la puerta
molecular en el valor obtenido estaba incluido el exceso de propilamina
procedente de la aminacién de las nanoparticulas, si bien la cantidad era
muy pequena dada la relacidon de los contenidos de cada uno de los

elementos analizados.
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4.5 Estudios de liberacion con los materiales patréon

Una vez preparados y caracterizados los materiales, se pasé a realizar los
estudios de liberacion en disolucion mediante medidas de fluorescencia
utilizando los materiales cargados con el colorante (P1 y P2). Estos
estudios eran imprescindibles para tener informacion sobre dos aspectos

fundamentales del sistema:

1. Si los péptidos actuaban correctamente como puertas
moleculares y
2. En caso de que el cierre fuera adecuado, comprobar la apertura
en presencia de la enzima catepsina K.
Para llevar a cabo estos estudios se prepararon, por un lado, las
muestras de referencia conocidas como blanco o control que eran
suspensiones de los materiales en distintos medios y a distintos pH y las
muestras de medida que eran muestras idénticas a las anteriores pero a
las que se habia afiadido el estimulo (catepsina K, Merck 219461-25UG).
Los estudios se realizaron registrando los espectros de fluorescencia y
midiendo la intensidad relativa de emision a A = 586 nm (Ae= 563,5
nm), puesto que ya se habian realizado ensayos de liberacion de
sulforodamina B en capitulos anteriores y se conocian sus maximos de
absorcién y emisién (capitulo 3 apartado 3.2.1).
Iniciamos las pruebas con el sélido P1. En un principio, se realizaron los
estudios de liberacidon en tampdn acetato de sodio pH 5,5 puesto que era
el medio o6ptimo para la enzima especificado en las referencias
bibliogréﬁcasgg, no obstante los resultados obtenidos no fueron buenos,

ya que no se apreciaba cambio alguno en la liberacidon del colorante,

% Hou, W-S., Li, Z., Biittner, F. H., Bartnik, E., Brémme, D. Biol. Chem., 2003, 384,
891-897.
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entre la presencia y la ausencia de enzima. En vista de estos resultados,
se penso que el problema podia estar en el elevado niumero de lisinas de
la estructura peptidica, que a pH acido o neutro y debido a la
protonacion de los grupos amina, éstos se repelieran y provocaran la
liberacién del colorante (como se ha comentado anteriormente). Para
confirmarlo, se realizo la liberacién en tampédn fosfato a pH 7, en tampdn
tris a pH 8 y en agua desionizada (que presentaba un pH ligeramente
acido) sin el uso de la enzima, y en los tres casos se produjo la liberacion

del colorante.

Finalmente se decidié que el estudio debia realizarse en medio DMEM
(pH 7.4 que es también el mismo pH de la mezcla DMEM-tampédn de lisis
A) puesto que estos eran los medios de cultivo y de lisado de las células y
por lo tanto los que se utilizarian en los ensayos celulares, ademas de ser

el pH en el que menos liberacidn pasiva se producia (figura 13).

700
600
500
400
300
200
100

586 nm (u.a.)

7

emision a

pH 55 70 74 80

Figura 13. Variacion de la liberacion pasiva del colorante del material P1 en

funcién del pH.

Para poder cuantificar la cantidad de sulforodamina B que se habia

liberado tanto en presencia como en ausencia de la enzima, se registré
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una recta de calibrado del colorante utilizando como disolvente medio

DMEM/tampédn de lisis A (figura 14).

g1900 1y = 4E+08x + 56,083
c —_

$1000 R2 = 0,97899

un

c 500

5

E 0

()]

0,0E+00 1,0E-06 2,0E-06 3,0E-06
concentracion de colorante (M)

Figura 14. Recta de calibrado de sulforodamina B en medio DMEM/tampdn de

lisis ( Aeyx: 563,5 NM; Aem: 586 nm; slite,: 5; slitem: 5).

Medio DMEM/T. Emision a 586 nm
Lisis A
630,70
Sin Enzima )
P1 (0,6 mg) Cantidad f}le
colorante libre
Ensayo in vitro 3
2,40x 10" mg
(Fluorimetro)
Cantidad de
colorante total
-3
3,8x10" mg Medio DMEM/T. Emision a 586 nm
Lisis A
879,61
Con Enzima _
Catepsina K Cantidad de
colorante libre

3,45x 10° mg

A partir de la recta de calibrado y la IFsgg calculamos la cantidad de
colorante liberada (mg). Conociendo estos datos, asi como la
cantidad total de colorante que habia inicialmente en el material, se
obtiene el % de liberacion.

Figura 15. Esquema explicativo de la obtencién de los diferentes porcentajes de

liberacidn para el sélido P1.
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La concentracion de colorante liberado en ausencia de la enzima,
evaluado por interpolacion en la recta de calibrado en este medio, era
1,4 x 10° M. Este dato permitia conocer la masa de colorante libre en la
disolucidn. Por otra parte, el grado de funcionalizacién del material, que
habia sido previamente evaluado (0,64%), permitia calcular la cantidad
inicial de colorante que se encontraba en el interior de las
nanoparticulas. Con estos dos datos se pudo estimar que la liberacién
pasiva del material era del 63 % (figura 15). Haciendo un estudio analogo
pero esta vez en presencia del enzima catepsina K se pudo evaluar la
liberacién cuando el estimulo estaba presente en el medio. Este valor era
del 90 %. Comparando el valor del porcentaje de liberacidn en ausencia 'y
en presencia del estimulo (enzima catepsina K) se observé que se
producia un incremento del 43 % en la emisidon lo que demostraba la

eficacia del enzima para llevar a cabo la apertura de la puerta molecular

(figura 16).
1000
P1 en DMEM

] 800 + catepsina k
=]
- 600 P1en DMEM
]
‘@ 400
£ DMEM
v 200

0
500 550 600 650 700

longitud de onda (nm)

Figura 16. Espectro de fluorescencia del ensayo de liberacién del colorante del

sélido P1 en presencia y ausencia de enzima catepsina k (Agy= 563,5 nm).

En el caso del sdlido P2, se realizaron las mismas pruebas que con el

solido P1.
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Figura 17. Variacion de la liberacion pasiva del colorante del material P2 en

funcién del pH.

En primer lugar, se establecié cual era el pH del medio en el que la
liberacién del colorante en ausencia del enzima era minima. Como puede
verse en la figura 17, también en este caso la liberacidon pasiva era

menor a pH=7,4.

Para poder cuantificar la cantidad de sulforodamina B que se habia
liberado tanto en presencia como en ausencia de la enzima, igual que en
el caso anterior, se registr6 una recta de calibrado del colorante
utilizando como disolvente medio DMEM/tampdn de lisis A (figura 18)
pero modificando algunas condiciones de medida en el aparato para

evitar la saturacion de la sefial.
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E500
€400
(-]
R300
200
el
©100
§ o
0,0E+00 2,0E-06 4,0E-06 6,0E-06
concentracion de colorante (M)

y = 8E+07x + 10,209
R2 = 0,99802

Figura 18. Recta de calibrado de sulforodamina B en medio DMEM/tampdn de

lisis (Aex: 563,5 NM; Aem: 586 nm; slite,:2, 5; slitem: 5).

Medio DMEM/T. Emision a 586 nm
Lisis A
183,98
Sin Enzima ]
P2 (1 mg) Cantidad de
colorante libre
Ensayo in vitro 3
3,64x 10" mg
(Fluorimetro)
Cantidad de
colorante total
59x10° mg Medio DMEM]T. Emision a 586 nm
Lisis A 245,80
Eon En.2|m; Cantidad de
atepsina colorante libre
4,93 x10°% mg

Figura 19. Esquema explicativo de la obtencién de los diferentes porcentajes de

liberacidn para el sélido P2.

La evaluacion del porcentaje de liberacidén pasiva en este caso, calculado
de forma analoga a la indicada anteriormente fue del orden del 62 %.

Este valor significaba que la modificacion de la secuencia peptidica no
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habia tenido el resultado esperado puesto que no habia mejorado la
eficacia en el cierre de los poros. Por contra, la liberacion del colorante
era inferior en este caso que en el anterior, siendo de un 84 %. Este
hecho podria estar relacionado con la secuencia del péptido que en estas

condiciones parecia menos adecuada para la accién del enzima.

De cualquier modo, el % de incremento observado en la liberacién (35%)

era de orden similar al calculado anteriormente.

400

300

P2 en DMEM
+ catepsina K

emision (u.a.)
N
o
o

=
o
o

P2 en DMEM

565 615 665
longitud de onda (nm)

Figura 20. Espectro de fluorescencia del ensayo de liberacién del colorante del

sélido P2 en presencia y ausencia de enzima catepsina K (Aey. = 563,5 nm).

4.6 Procedimiento experimental

Elaboracién de disoluciones tamponadas:

* Tampon de lisis A: compuesto por 10 mM HEPES pH 8,0, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 10 mM KCI, (1 mM DTT (ditiotreitol), 5 mM NaF,
1 mM NazV0O,; 10 mM Na,MoO,, 1 pg/ml leupeptina, 0,1 pg/ml

aprotinina, 0,5 mM PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo).
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Sintesis de tetraetil (4-cloro-1-hidroxibutano-1,1-diil)

bis(fosfonato) (1)

Cl Cl
LO
O,

-Po T3] 0] 1.0
0* ~o ~~ 7 /\O_P Al V'
OH: ' '

(6] \~-©

En un matraz de fondo redondo de 50 ml bajo atmdsfera de argon, se
introdujo cloruro de 4-butirilo (0,79 ml, 7,09 mmol) y se anadid, gota a
gota, a 0°C y con agitacidn, fosfito de trietilo (1,21 ml, 7,09 mmol). Se
dejo alcanzar la temperatura ambiente y 15 minutos mds tarde se
afiadieron secuencialmente 20 ml de diclorometano anhidro, fosfito de
dietilo (0,76 ml, 7,80 mmol) e imidazol (0,48 g, 7,09 mmol). Una hora
mas tarde se lavé el producto con una disolucién acuosa de acido
clorhidrico 1M y la mezcla se extrajo con diclorometano. La fase orgdnica
se secd con MgS0Q, y se evapord el disolvente para obtener una mezcla
de productos (1y 1*) (2,24 g) como un aceite amarillo en proporcion 1:1,
calculado a partir del *H-RMN. *H RMN (300 MHz, Cloroformo-d) (1) &
(ppm) 5,57 (s, 1H, OH), 4,11 (q, J = 26,4 Hz, 9,1, 8H, -CH,CHs), 3,50 (t, J =
6,4, 2H, -CH,Cl), 2,06 (m, 4H, -CH,CH,CH,Cl), 1.28 (t, 12H, -CH,CH3). *'P
RMN (300 MHz, Cloroformo-d) & (ppm) 20,40. (1*) 6 (ppm) 5,45 (s, 1H,
OH), 4,17 (dq, 8H, -CH,CHs), 3,50 (t, J = 6,4, 2H, -CH,Cl), 2,06 (m, 2H, -
CH,CH,CH,Cl), 1,96 (m, 2H, -CH,CH,CH,Cl), 1,34 (t, 12H, -CH,CH5). *'P
RMN (300 MHz, Cloroformo-d) &6 (ppm) 19,85 (d, J = 26 Hz), - 0,59.(d, J =
26 Hz).
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Sintesis de  carbonato de  (9H-fluoren-9-il)metil

(414_

bis(dietoxifosforil)-4-hidroxibutilo (2)

-~ >

OsP" oH 0.7.0
°p
o o OH
R=o o-F

e

En un matraz de fondo redondo de 50 ml provisto de atmdsfera de argén

se disolvié una mezcla de los productos 1 y 1* (0,24 g, 0,64 mmol) y

fmoc-Cl (0,5 g, 1,93 mmol) en 15 ml de diclorometano anhidro. La

reaccién se mantuvo en agitacion a 60 °C 17 horas. Pasado ese tiempo se

concentré y tras purificacion por columna cromatografica (eluyente:

primero con AcOEt y por ultimo se realiza un lavado con MeOH) se

obtuvo una mezcla de los productos 2 y 2* (0,19 g, 60% de 2 y 40% de 2*

calculado a partir del P RMN) como un aceite amarillo. *'P RMN (121

MHz, Cloroformo-d) (2) 6 (ppm) 20,9, (2*), 20,4 (d, J = 22,6 Hz),- 0,1 (d, J

=22,6 Hz).

Sintesis de di(3H-pirrol-2-il)metanotiona (3)

~N =
\NHHN/

En un matraz de fondo redondo de 250 ml bajo atmdsfera de argdn se

disolvié tiofosgeno (1 ml, 0,013 moles) en 45 ml de tolueno anhidro frio
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con agitacién vigorosa. Se afadié gota a gota pirrol (1,56 g, 0,023 moles)
disuelto en 40 ml de éter anhidro. Diez minutos mas tarde se adicionaron
32,7 ml de metanol con un 10% de agua y la reaccién se mantuvo en
agitacion a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se concentrd y se
purificd el producto mediante cromatografia en columna (eluyente:
hexano/acetato de etilo 8:2) para obtener el producto 1 (0,19 g, 39%)
como un sélido rojo. *H RMN (300 MHz, Cloroformo-d) & (ppm) 9,77 (s,
2H, 2 -NH-), 7,21 (td, J = 2,7, 1,3 Hz, 2H), 7,05 (ddd, J = 3,8, 2,4, 1,4 Hz,
2H), 6,41 (dt, J = 4,0, 2,5 Hz, 2H).

Sintesis de 2,2’-((metiltio)metileno)bis(3H-pirrol) (4)

ES =
\_NH HN -7

En un matraz de fondo redondo de 25 ml bajo atmdsfera de argdn se

disolvio el producto 3 (0,89 g, 5,02 mmol) en 13 ml de diclorometano

anhidro. Se afiadid ioduro de metilo (1,56 ml, 25 mmoles) y se mantuvo

en agitacion a temperatura ambiente 24 horas. Se concentrd

obteniéndose el producto 4 (1,69 g) en forma de un sdlido marrdn

metalizado y se pasé a la siguiente reaccidn sin purificacion.

Sintesis de 5,5-difluoro-10-(metiltio)-5H-4,5-dipirrol[1,2-c:2’,1’-

f][1,3,2]diazaborinina (5)

S/
~ N \
N\_N. Nz

.

AR

F F

209



En un matraz de fondo redondo de 25 ml bajo atmdsfera de argdn se
disolvié el producto 4 (0,97 g, 5,02 mmol) en 10 ml de diclorometano
anhidro. Se afiadié gota a gota trietilamina (1,05 ml, 7,54 mmol) y se
mantuvo en agitacién a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Pasado ese tiempo se afiadio trifluoruro de boro dietil eterato (0,97 ml,
7,89 mmol). Dos horas y media después se concentrd y se purificé por
cromatografia en columna (eluyente: hexano/acetato de etilo 8:2)
obteniéndose el producto 5 (0,45 g, 38%) como un sélido rojo. 'H RMN
(300 MHz, Cloroformo-d) 6 (ppm) 7,82 — 7,75 (m, 2H), 7,39 (d, J = 3,8 Hz,
2H), 6,51 (d, J = 3,8 Hz, 2H), 2.88 (s, 3H, S-CH5).

Sintesis del acido 4-((5,5-difluoro-5H-414,514-dipirrol[1,2-c:2',1'-

f1[1,3,2]diazaborinina-10-il)Jamino)butanocico (6)

O._ _OH
HN
YN N
N\_N. Nz
.
AN
FF

En un matraz de fondo redondo de 10 ml se disolvié 8-tiometilbodipy
(0,051 g, 0,21 mmol) en 2,54 ml de metanol. Por otro lado, se disolvid
acido y-aminobutirico (0,066 g, 0,64 mmol) en 160,96 ul de agua y se
anadié a la reaccidon. Se mantuvo en agitacién a temperatura ambiente
50 minutos. Pasado ese tiempo se concentrd, y tras purificacion por
columna cromatografica (eluyente: hexano/AcOEt 1:1) se obtuvo el
producto 6 (43,8 mg, 70%) en forma de un sélido amarillo fluorescente.
'H RMN (300 MHz, Acetona-d6) & (ppm) 11,67 (s, 1H, NH), 7,55 — 7,45
(m, 2H), 7,24 — 7,10 (m, 2H), 6,31 (ddd, J = 57,3, 4,0, 2,2 Hz, 2H), 3,61 (s,
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2H, -CH,COOH), 2,56 — 2,41 (m, 2H, -CH,(CH,),COOH), 1,87 (s, 2H, -
CH,CH,CH,COOH).

Sintesis de 4-((trimetilsilil)etinil)benzaldehido (7)

CHO

En un matraz de fondo redondo de 100 ml provisto de atmdsfera de
argoén se disolvieron 4-bromobenzaldehido (2,00 g, 0,01 mol), yoduro de
cobre (1) (0,21 g, 1,08 x 10° mol) y paladio-tetrakis(trifenilfosfina) (0,50 g,
0,43 x 10° mol) en 33 ml de THF anhidro. A continuacién, se afiadid
trietilamina (6,02 ml, 0,04 mol) y trimetilsililacetileno (2,28 ml, 0,02 mol)
y se mantuvo la reaccidn en agitacion a temperatura ambiente durante
12 horas. Pasado ese tiempo se filtrd, se lavo el sélido con AcOEt (3 x5
ml) para arrastrar todo el producto y se concentré la fraccion disuelta.
Tras purificacion por columna cromatografica (eluyente: hexano/acetato
de etilo 8:2) se obtuvo el producto 7 (1,86 g, 85%) como un sélido negro
cristalino. "H RMN (300 MHz, Cloroformo-d) & (ppm) 9,92 (s, 1H, CHO),
7,75 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2Ar-H), 7,53 (d, J = 8 ,6 Hz, 2H, 2Ar-H), 0,22 (s, 9H,
Si(CHs)s).
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Sintesis de 5,5-difluoro-1,3,7,9-tetrametil-10-(4-

((trimetilsilil)etinil)fenil)-9a,10-dihidro-5H-514,614

dipirrolo[1,2c:2',1'f][1,3,2]diaza borinina (8)

|
~e”

En un matraz de fondo redondo de 500 ml provisto de agitacion vy
atmosfera de argdn se disolvieron el producto 7 (0,6 g, 2,96 mmol) y 2,4-
dimetilpirrol (0,59 g, 6,22 mmol) en 150 ml de diclorometano anhidro. A
continuacién, se afadid acido trifluoroacético (11,39 ul, 0,15 mmol).
Media hora mas tarde se adiciond 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-
benzoquinona (DDQ) (0,67 g, 2,96 mmol) disuelta en 50 ml de
diclorometano anhidro. Tras esperar 50 minutos, se afiadid trietilamina
(6,39 ml, 45,8 mmol), y media hora después se anadié boro trifluoruro
dietileterato (6,39 ml, 51,8 mmol) y se mantuvo la reaccion en agitacion
durante dos horas y media mas. Pasado ese tiempo se concentrd y tras
purificacién por columna cromatografica (eluyente: hexano/acetato de
etilo 8:2) se obtuvo el producto 8 (0,73 g, 59%) como un sélido marrdén
oscuro. '*H RMN (300 MHz, Cloroformo-d) & (ppm) 7,63 (d, J = 8,2 Hz 2H,
2Ar-H), 7,27 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 2Ar-H), 6.00 (s, 2H), 2.57 (s, 6H, 2-CH3),
1.42 (s, 6H, 2-CHs), 0.30 (s, 9H, Si(CHs)s).
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Sintesis de 10-(4-etinilfenil)-5,5-difluoro-1,3,7,9-tetrametil-9a,10-

dihidro-5H-514,614-dipirrol[1,2-c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinina (9)

En un matraz de fondo redondo de 100 ml se disolvieron el producto 8
(0,70 g, 1,66 mmol) y carbonato potasico (0,34 g, 2,49 mmol) en 50 ml de
metanol y se mantuvo la reaccidon en agitacion a temperatura ambiente
durante dos horas. Pasado ese tiempo se filtré a vacio para eliminar los
sélidos y se concentrd en el rotavapor, obteniéndose el producto 9 (0,58
g, 100%) como un sélido marrén oscuro sin necesidad de purificacién. *H
RMN (300 MHz, Metanol-d,) & (ppm) 7,65 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2Ar-H), 7,34
(d, J = 8,5 Hz, 2H, 2Ar-H), 6,07 (s, 2H), 3,34 (s, 1H), 2,48 (s, 6H, 2-CHs),
1,43 (s, 6H, 2-CHjs).

Sintesis del acido 4-(tosiloxi)butanoico (10)

(0]

TSO\/\)L
OH

En un matraz de fondo redondo de 100 ml provisto de atmdsfera de
argon y a 0°C se disolvié acido 4-hidroxibutirico (1,00 g, 7,93 mmol) y
trietilamina (3,42 ml, 24,53 mmol) en 20 ml de diclorometano anhidro.
Por otro lado se disolvid cloruro de tosilo (3,01 g, 15,8 mmol) en 15 ml de
diclorometano anhidro y se adiciond gota a gota a la reaccién durante

media hora. Se mantuvo la reaccidn en agitacién y a temperatura
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ambiente 12 horas. Pasado ese tiempo se filtré para quedarnos con la
fase organica que se lavd con agua y posteriormente con salmuera. Tras
concentrar se obtuvo el producto 10 (1,56 g, 76%) como un liquido
marrén oscuro sin necesidad de purificaciéon. 'H RMN (300 MHz,
Cloroformo-d) 6 (ppm) 7,85 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 2Ar-H), 7, 35 (d, J = 8,4 Hz,
2H, 2Ar-H), 4,28 (t, J = 7,1 Hz, 2H, OCH,), 2.47 — 2.35 (m, 5H, Ar-CH;,
CH,COO0H), 2.26 — 2.13 (m, 2H, CH,CH,COOH).

Sintesis de bencil 4-bromobutanoato (11)

Br/\/\n’o
o

En un matraz de fondo redondo de 100 ml a 0°C se disolvié bencilalcohol
(0,17 ml, 1,58 mmol) en 15 ml de diclorometano. Una vez estuvo fria la
disolucidn, se adicioné lentamente DCC (0,69 g, 3,34 mmol). En un vaso
de precipitados se disolvieron acido 4-bromobutirico (0,4 g, 2,38 mmol) y
DMAP (cantidad catalitica) en 15 ml de diclorometano y se adicionaron a
la reaccion. Se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente 24 horas.
Pasado ese tiempo se lavd con salmuera, se extrajo la fase acuosa con
éter dietilico y la suma de las fases organicas se lavd con agua. Tras secar
con MgS0, y concentrar en el rotavapor se obtuvo el producto 11 (0,63
g) como un sélido blanco. Se pasé a la siguiente etapa con el crudo de
reacciéon. "H RMN (300 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 7,35 — 7,30 (m, 5H, 5Ar-
H), 5,06 (s, 2H, Ar-CH,0), 3,51 (t, J = 6.6 Hz, 2H- BrCH,), 2,48 — 2,45 (m,
2H, COOCH,), 2,03 (m, 2H, BrCH,CH,).
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Sintesis de bencil 4-azidobutanoato (12)

Na/\/\[ro\/©

(0]

En un matraz de fondo redondo de 50 ml provisto de agitacion
magnética y atmdsfera de argdn se disolvieron el producto 11 (0,35 g,
1,35 mmol) y azida sdédica (0,19 g, 1,67 mmol) en 20 ml de
dimetilformamida anhidra. La reaccion se mantuvo en agitacion a
temperatura ambiente durante 12 horas. Pasado ese tiempo se extrajo el
producto con acetato de etilo y agua y a continuacion se lavd la fase
organica con salmuera. Tras purificacion por columna cromatografica
(eluyente: hexano/acetato de etilo 2:1) se obtuvo el producto 12 (0,12 g,
40%) como un aceite amarillo. "H RMN (300 MHz, Cloroformo-d) & (ppm)
7,39 — 7,34 (m, 5H, 5Ar-H), 5,14 (s, 2H, Ar-CH,0), 3,35 (t, J = 6,7 Hz, 2H,
NsCH,), 2,47 (t,J = 7,3 Hz, 2H, CH,C0O0), 1,99 — 1,87 (m, 2H, N3;CH,CH,).

Sintesis del acido 5-(4-(4-(5,5-difluoro-1,3,7,9-tetrametil-5H-

414,514-dipirrol[1,2-c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinina-10-il)fenil)-1H-

1,2,3-triazol-1-il)pentanoico (14)

En un matraz de fondo redondo de 10 ml se disolvieron &cido 5-
azidopentanoico (0,03 g, 0,23 mmol) y el producto 9 (0,08 g, 0,23 mmol)
en una mezcla THF/H,0 1,5:0,5 ml. En un vial se disolvieron acetato de
cobre (4,63 mg, 0,023 mmol) y ascorbato sddico (9,19 mg, 0,046 mmol)

en 1 ml de agua y se adiciond esta disolucién a la mezcla anterior. Se
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mantuvo en agitacion a temperatura ambiente 12 horas. Pasado ese
tiempo, se extrajo con diclorometano y se lavé con salmuera. La fase
organica se secé con MgS0O, y se concentré obteniéndose el producto 14
(0,11 g, 92%) como un sélido naranja sin mayor purificacién. "H RMN
(300 MHz, Cloroformo-d) & (ppm) 7,97 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 2Ar-H), 7,87 (s,
1H,CHCHN3,), 7,35 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 2Ar-H), 5.98 (s, 2H), 4,46 (t,J = 7,0
Hz, 2H, NCH,CH,), 2,54 (s, 6H, 2CHs), 2,13 — 1,98 (m, 2H, CH,COOH), 1,80
-1,61 (m, 4H, CH,CH,CH,CH,COOH ), 1,43 (s, 6H, 2CHs).

Sintesis de sodio hidrégeno (1-hidroxi-4-((7-nitrobenzo(c][1,2,5]

oxadiazol-4-il)Jamino)-1-fosfonobutil)fosfonato (15)

OH
HO  oH:_ ONat
HO-p_] P

<o
o
NH
- N\
~ 'o
N
NO,

En un matraz de fondo redondo de 100 ml provisto de agitacion
magnética se disolvieron alendronato sddico (0,25 g, 0,77 mmol) vy
bicarbonato sédico (0,39 g, 4,61 mmol) en 30 ml de agua. En un vaso de
precipitados se disolvio NBD-CI (0,31 g, 1,53 mmol) en 30 ml de metanol
y se adicionaron al matraz. La reaccidn se mantuvo en agitacién a 50 °C
durante 4 horas. Pasado ese tiempo, se rotavapord para eliminar el
metanol, se lavd con cloroformo 3 veces empleando bastante cantidad
de disolvente, y a continuacion se tampond el alendronato ya marcado
adicionando 228,8 ul de acido acético y ajustando el pH a 4,8 con acido

clorhidrico hasta llevarlo a un volumen final de 40 ml.
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Procedimiento de carga del material y anclaje de la puerta molecular:

Carga de farmaco: en un matraz de fondo redondo de 10 ml provisto de
agitacién magnética se introdujeron 25 mg de alendronato marcado (15)
disueltos en 4 ml de tampdn acético/acetato a pH 4,8 y 25 mg de MCM-
41 aminada. Se mantuvo la reaccién en agitaciéon a 70 °C 24 horas, v
pasado ese tiempo se centrifugd para eliminar el disolvente y se seco el

sélido en la estufa a 70 °C.

Carga de colorante: en un matraz de fondo redondo de 100 ml provisto
de agitacion magnética se introdujeron 100 mg de sulforodamina B y 100
mg de MCM-41 en 20 ml de acetonitrilo anhidro. Se mantuvo la reaccién
a reflujo con ayuda de un Dean-stark dos horas (hasta haber recogido
aproximadamente 10 ml) y a continuacidon se dejé en agitacién a
temperatura ambiente durante 12 horas. Pasado ese tiempo se
centrifugo para eliminar el disolvente y se secé el sélido en la estufa a 70

°C.

» P1 (sulforodamina B) y P3 (alendronato marcado): En un vial
provisto de agitacion magnética se introdujeron 27 mg de MCM-
41 cargada, 7 mg de sulforodamina B o de alendronato marcado
(dependiendo de si era P1 o P3) y 45 ul de trietilamina que se
disolvieron en 2,5 ml de acetonitrilo. En otro vial se
suspendieron 27 mg del péptido 1 en 2,5 ml de agua y se
adiciond al primer vial. La reaccién se mantuvo a temperatura
ambiente durante 2 horas. Pasado ese tiempo se lavd con agua
destilada centrifugando (9.500 rpm, 15 min, 10 ml aprox. cada

vez) para eliminar los restos de colorante o alendronato (hasta
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gue el agua era transparente). Se secé el sélido en la estufa a 70

°C.

P2 (sulforodamina B) y P4 (alendronato marcado): Se realizo el

anclaje de la puerta molecular al material mesoporoso en dos

pasos:

e}

Paso 1: en un matraz de fondo redondo de 25 ml
provisto de agitacion magnética y atmésfera de argdn se
disolvieron 7,5 mg de sulforodamina B o de alendronato
marcado (seglin el caso) en 10 ml de acetonitrilo
anhidro. A continuacioén, se afiadieron 50 mg de MCM-41
cargada y 63 ul de 3-(azidopropil) trietoxisilano. La
reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 5
horas. Pasado ese tiempo se centrifugd 1 vez (11.000
rpm, 15 minutos) para eliminar el disolvente y se secé el
sélido en la estufa a 70 °C.

Paso 2: en un matraz de fondo redondo de 50 ml
provisto de agitacion magnética se introdujeron 50 mg
del material obtenido en el paso 1, y 7,5 mg de
sulforodamina B o alendronato marcado (segun el caso)
disuelto en 15 ml de dimetilformamida. Se aifiadieron 50
mg del péptido 2 disueltos en 15 ml de agua, 45 ul de
una disolucién de acetato de cobre 1x102 M y 45 ul de
una disolucién de ascorbato sédico 1x10% M. Se
mantuvo la reaccién a 70 °C durante 12 horas. Pasado
ese tiempo se lavé centrifugando con agua destilada

(9,500 rpm, 15 min, 20 ml aprox. cada vez) para eliminar
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los restos de colorante o alendronato (hasta que el agua

sale transparente). Se secd el sélido en la estufa a 70 °C.

Preparaciéon de suspensiones de liberacion:

Disolucion de enzima catepsina K: 25 ug enzima catepsina K + 100 ul

tampon sodio acetato 50 mM pH 5,5 (concentracién: 9,3x10° nM)

>

P1

Control: 0,6 mg P1 + 3 ml medio DMEM.

Medida: 0,6 mg P1 + 3 ml medio DMEM + 20 puL
disolucion de enzima catepsina K.

Se midié la intensidad de fluorescencia de Ilas
suspensiones pasadas 24h.

P2

Control: 1 mg P2 + 3 ml medio DMEM

Medida: 1 mg P2 + 3 ml medio DMEM + 2 pul disolucién
enzima catepsina K.

Se midié la intensidad de fluorescencia de Ilas

suspensiones pasadas 24h.

Condiciones de medida de la fluorescencia:

P1 2 Ao 563,5 NnM; Aem: 586 Nm; slitey: 5; Slitem: 5

P2 2 Aoy 563,5 NM; ; Aem: 586 nm; slitey: 2,5; slitem: 5
Patrén Figura 14 = A.,: 563,5 nm; ; Aem: 586 nm; slitey: 5;
Slitem: 5

Patréon Figura 18 =2 A 563,5 nm; ; Aem: 586 nm, slite,:

2,5; slitem: 5
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Determinacion de la carga de los materiales:

Como se ha comentado en el capitulo anterior, se elabord una recta
patrén de sulforodamina B en NaOH 0,5 M para la determinacion de la
carga de los materiales. Se disolvié 1 mg de cada uno de los materiales
en 3 ml de NaOH 0,5 M y tras dejarlo actuar 24 horas se midid la

absorbancia de las disoluciones.

1,2
1
o
20,8
©
g 0,6
é 0,4 y = 99454x + 0,0174
2 _
0,2 R?=0,99377
0

0,00E+00 5,00E-06 1,00E-05 1,50E-05

Concentracién [M]
Figura 20. Recta patron de sulforrodamina B en NaOH 0,5 M (Abs 563,5
nm).

Tabla 3. Valores de colorante presente en el interior de las nanoparticulas (P1,

y P2 ) por cada 100 mg de MCM-41.

Ases s (1 mg material Carga (%)
en 3mL)
P1 0,3876 0,64
P2 0,3864 0,59

En el caso de los sélidos P3 y P4, se determind la carga de alendronato
marcado mediante andlisis de fosforo por ICP-masas, obteniéndose una

carga del 8,20 % (8,20 mg de alendronato marcado/100 mg de material)
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en ambos casos puesto que se realizdé una Unica carga y a partir de ese

material se obtuvieron los sélidos P3 y P4.

4.7 Conclusiones

A partir de los datos expuestos en este capitulo se pueden extraer varias
conclusiones: en primer lugar, que los sdlidos funcionalizados tanto con
la secuencia peptidica 1 como con la 2 no son muy efectivos en el cierre
del material inorganico ya que dan lugar a liberaciones pasivas
superiores al 60%. En segundo lugar, se ha comprobado que la liberacion
del colorante aumenta en torno a un 35% aproximadamente cuando la
enzima se encuentra presente en el medio. Por tanto se puede afirmar
qgue las secuencias peptidicas se abren en presencia de la enzima

catepsina K.
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Capitulo 5: Ensayos celulares

Una vez realizados los ensayos de liberacién de sulforodamina B
mediante la medida de la intensidad de fluorescencia para comprobar el
funcionamiento de las dos puertas moleculares peptidicas, se paso6 a la

siguiente etapa, que era el estudio en cultivos celulares.

5.1 Diferenciacion de osteoclastos

Como se ha indicado en la introduccidn, los osteoclastos son las células
donde se produce la resorcion désea y por tanto el objetivo del
alendronato. En estas células estd sobreexpresada la catepsina K y por
ello, en un primer momento, el objetivo de nuestro trabajo era la
obtencion de osteoclastos para comprobar en ellos la eficacia de los
materiales preparados. Este tipo de cultivo presenta una dificultad
anadida, ya que, como se ha comentado en la introduccién, no existen
lineas celulares inmortalizadas para osteoclastos maduros, puesto que
son relativamente escasos y fragiles, y por su caracter de células
multinucleadas, los osteoclastos no se reproducen®. Estos hechos hacen
gue experimentalmente sea dificil tener un cultivo primario o una linea

celular de estas células.

Los osteoclastos son células fagociticas que provienen de células madre
hematopoyéticas diferenciadas a lo largo del linaje monocito/macréfago,
por lo que habia dos formas de obtener los osteoclastos multinucleados,
funcionales y maduros, o bien se obtenian directamente del hueso como
fuente primaria, o bien se generaban in vitro a partir de progenitores
hematopoyéticos obtenidos de una fuente de células hematopoyéticas o
macrofagos, tales como médula dsea, bazo, células mononucleares de
sangre periférica o sangre del cordon umbilical, lo que era una fuente

secundaria®.
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En nuestro caso se eligié la fuente secundaria como punto de partida
para la obtenciéon de osteoclastos. Este modelo de generacién de
osteoclastos in vitro a partir de células mononucleares de sangre
periférica se basaba en el uso de los factores M-CSF y RANKL
recombinante para estimular la diferenciacidon, sin embargo, habia
dificultades asociadas con el uso de estas células primarias, incluyendo
limitada viabilidad y variacion en los patrones de respuesta entre

diferentes preparaciones.

En primer lugar, se comprd un kit de diferenciacion de osteoclastos
(Lonza PoieticsTM Osteoclast Precursor Cell System) que incluia las
células precursoras de osteoclastos criopreservadas y el medio de cultivo
enriquecido con los suplementos necesarios para la diferenciacion
(RANKL, M-CSF y FBS), asi como unas instrucciones muy detalladas de los
pasos a seguir para la obtencién de los osteoclastos, no obstante los

resultados del cultivo no fueron positivos.

Se disefd un estudio muy detallado que incluia todos los ensayos que
gueriamos realizar en osteoclastos, puesto que al tratarse de un cultivo
primario una vez diferenciadas las células sdlo disponiamos de una
semana para realizar todas las pruebas. Este estudio incluia un control
negativo (es decir células sin diferenciar), un control positivo (células
diferenciadas a las que no se les adiciond nada mas), ensayos de
liberacién de colorante a partir de nuestras nanoparticulas a distintas
concentraciones asi como un ensayo con inhibidor de la enzima
catepsina K a la concentracion mas alta de nanoparticulas (cargadas de
colorante), ensayos de liberacion de farmaco a partir de nuestras

nanoparticulas a distintas concentraciones asi como un ensayo con
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inhibidor de la enzima catepsina K a la concentracién mas alta de
nanoparticulas (cargadas de farmaco), ensayos con alendronato sin
encapsular, una prueba con un sustrato fluorescente de la catepsina K
para determinar la presencia de la misma en las células y con inhibidor
de la enzima, y por supuesto 3 réplicas de cada prueba para que los
datos fueran fiables. Una vez listos todos los preparativos se inicio el
cultivo siguiendo paso por paso las instrucciones incluidas en el kit de
diferenciacién de osteoclastos, segin el cual a los 7 dias de haber
iniciado el cultivo se habrian obtenido osteoclastos maduros vy
funcionales, con lo que pasado ese tiempo comenzamos con los ensayos
de liberacion. Se hizo uso de diferentes marcadores fluorescentes,
puesto que tanto el ensayo de viabilidad celular en las células con
alendronato como la determinacion de la cantidad de colorante liberada
en las células se iba a realizar mediante el uso de un microscopio de
fluorescencia apto para la medida de cultivos celulares vivos o fijados (IN
Cell Analyzer 2000), y el uso de estos marcadores nos permitiria por un
lado contabilizar las células vivas y muertas, y por otro delimitar tanto la
membrana celular como determinados organulos de cada célula (como
por ejemplo los lisosomas). A lo largo de la semana en la que se
realizaron los ensayos a diferentes tiempos se nos presentaron una serie
de problemas, como la contaminacidon de los pocillos que pudimos
observar en las primeras medidas en el microscopio de fluorescencia,
puesto que se observaba suciedad en el fondo que falseaba los
resultados debido a que el programa del microscopio en ocasiones
reconocia esas “formas” como células, haciendo un recuento de células
vivas y muertas erroneo. Frente a esta situacion decidimos continuar

midiendo el ensayo de liberacién del colorante en el microscopio de
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fluorescencia pero realizar los ensayos de viabilidad celular mediante el
uso del test MTT, para evitar de este modo que se falsearan los

resultados.

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) (que presenta color
amarillo) realizada por la enzima mitrocondrial succinato-deshidrogenasa
para dar un compuesto de color azul (Formazan). Esta prueba permite
determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas puesto
qgue requiere NADH que proviene de las mismas células y requiere un
correcto funcionamiento celular. Este método ha sido muy utilizado para
medir tanto la supervivencia como la proliferacién celular®, puesto que
la cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de Formazan

producido.

Una vez finalizadas todas las pruebas y tras analizar los datos,
descubrimos por un lado que la contaminacién de las células era fruto de
uno de los marcadores fluorescentes que no habia sido correctamente
esterilizado y que los ensayos no habian dado ningun resultado
concluyente, ni positivo ni negativo, lo que nos llevd a pensar que el
problema principal era que en ningin momento se habian obtenido
osteoclastos funcionales y maduros (a pesar de haber seguido

detalladamente el protocolo).

En vista de estos resultados, se decidié utilizar como punto de partida
para la osteoclastogénesis la linea celular murina RAW 264.7
monocito/macréfago puesto que estaba bien caracterizada y habia

empezado a ser un modelo Util y cada vez mas empleado para estudiar la

% Borenfreund, E., Babich, H., Martin-Alguacil, N. Toxicol. In vitro., 1988, 2, 1-6.
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63,66,68 / . .
> Ademas, a diferencia de

formacion y funcién de los osteoclastos
las células de bazo murinas y las células madre de médula dsea, estas
células producian espontaneamente M-CSF con lo que Unicamente
requerian ser tratadas con RANKL exdgeno para estimular la formacion,
aunque escasa, de osteoclastos como policariones con capacidad para
resorber hueso o sustratos de dentina®. Otra caracteristica ventajosa de
estas células era que podian crecer indefinidamente como precursores

de osteoclastos y diferenciarse Unicamente al ser cultivadas con el

ligando RANKL.

Dada la dificultad para que la diferenciacion se produjera, habia que

tener en cuenta varios factores a la hora de llevar a cabo el cultivo:

- La confluencia de células por pocillo debia ser la adecuada (en caso
de haber un exceso de células, estas no se diferenciarian).

- Las células no debian tener demasiados pases, pues este también era
un factor negativo para su diferenciacién.

- Lacalidad del RANKL.

- La concentracion de RANKL en el pocillo.

Se realizaron varios intentos de obtencion de osteoclastos a partir del

cultivo de células murinas RAW 264.7 en las condiciones que se

describen en la parte experimental.

En un primer intento, las células una vez sembradas se trataron con
disolucion de RANKL (R&D Systems 462-TR-010) y se incubaron durante
varios dias cambiando el medio frecuentemente y afiadiendo de nuevo el
factor de crecimiento RANKL®®. Dado que el criterio generalmente
utilizado para identificar la presencia de multiples nucleos se basa en el

empleo de la tincidon para identificar la presencia de la enzima TRAP
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(fosfatasa acida tartrato resistente) se utilizé el kit de deteccion de dicha
enzima (Sigma 387A-1KT Acid phosphatase leukocyte (TRAP) kit)®. La
identificacion de la enzima es positiva cuando la preparacién muestra
una coloracion roja. Como el kit comercial utilizado incluia un
componente (hematoxilina) que tiene un intenso color azul, se pensd
gue dicho compuesto podia enmascarar una tincion positiva (viéndose
azul en lugar de roja) dando lugar a falsos negativos. Hecho este que se
comprobd cuando a una tincidn positiva (roja) se le agrego hematoxilina
gue hizo que pasara a color azul, poniendo claramente de manifiesto la

posibilidad de que se produjeran falsos negativos.

Haciendo uso de este método de trabajo se pudo observar la
diferenciacién pero en un numero pequefio de células que no era

suficiente para llevar a cabo los estudios con los materiales preparados.

Figura 1. Imagen del microscopio de las células diferenciadas con RANKL con
tincidon TRAP positiva.
Como el numero de células multinucleadas obtenido era muy escaso, se
modificé el protocolo de trabajo introduciendo un nuevo factor, un
anticuerpo monoclonal (R&D Systems His Tag Antibody MAB050-100)°.

Estos experimentos permitieron observar que el empleo de anticuerpo
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monoclonal no mejoraba los resultados obtenidos empleando
Unicamente RANKL ya que en las preparaciones de ambos tipos (RANKL
solo y RANKL + anticuerpo) se observé la diferenciacion de algunas

células pero en numero insuficiente para nuestras necesidades.

Con el fin de estudiar el efecto del tiempo sobre la diferenciacion celular
se estudiaron los cultivos, tanto empleando Unicamente RANKL solo
como usando RANKL mas el anticuerpo monoclonal y se pudo concluir
qgue 12 dias después de la siembra la diferenciacion ya se habia

producido pero la cantidad de células diferenciadas no aumentaba.

De los resultados obtenidos en estos ensayos se pudo concluir que el
cultivo de osteoclastos a partir de células RAW 264.7 era complicado y
no permitia obtener un nimero de osteoclastos suficiente para poder
realizar nuestros ensayos. Una explicacion a este hecho se encuentra en
la bibliografia® ya que se ha demostrado que tras clonar células RAW
264.7 y tratarlas con RANKL recombinante, todos los clones expresaban
los genes marcadores osteoclasticos TRAP y catepsina K, pero sélo
determinados clones eran capaces de formar células grandes,
multinucleadas y TRAP positivas con expresiéon de B; integrina y receptor
de calcitonina, asi como con capacidad para resorber matriz
mineralizada. Asi pues, muchas de las células RAW 264.7 se bloquean en
las etapas iniciales de la diferenciacién a osteoclastos, lo cual explica la

capacidad limitada de esta linea celular para generar los mismos.
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5.2 Viabilidad celular en presencia de MCM-41 y de

alendronato

Aunque el numero de osteoclastos obtenidos era muy bajo se pensé en
realizar pruebas de viabilidad celular con la MCM-41 y el alendronato a
distintas concentraciones para establecer las concentraciones éptimas

para el ensayo de liberacion del farmaco de las nanoparticulas.

El test que se realizd para comprobar la viabilidad celular fue el MTT.
Para llevar a cabo las pruebas de viabilidad se diferenciaron osteoclastos
de la forma indicada anteriormente y a una serie de pocillos se les afiadid
una suspensiéon de MCM-41 y a otra serie soluciones de alendronato
comercial de tres concentraciones diferentes (10, 20 y 30 ug/ml). En el
caso de las muestras tratadas con MCM-41 se comprobd que incluso 48
horas después de la adicién no se apreciaba disminucion significativa de
la viabilidad celular (0% de toxicidad tomando como referencia los
pocillos control). Sin embargo en el caso del alendronato comercial
aunque a 24 horas no habia cambios apreciables de viabilidad a 48 horas

si se observd una disminucion apreciable de viabilidad.

Los resultados de los estudios llevados a cabo 5 dias después de haber
anadido las disoluciones no fueron concluyentes puesto que las células

llevaban demasiados dias en cultivo sin cambio del medio.
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Figura 2. Diagrama de barras que muestra el porcentaje de toxicidad del
alendronato a diferentes concentraciones (C1= 10 pg/ml, C2= 20 ug/mly C3=
30 pg/ml) a las 48 horas de ser afiadido a las células (las diferencias observadas
entre las distintas concentraciones puede encontrarse dentro del error del
método).
De estos resultados se puede concluir que el material siliceo MCM-41 no
origina toxicidad celular en la concentracion empleada por lo que podia
usarse en los experimentos posteriores. Por su parte, la lenta actuacion
del alendronato comercial es una prueba mas de las dificultades que este

compuesto presenta para atravesar las paredes celulares.

5.3 Estudios de expresion de catepsina K en células

RAW 264.7 murinas y SCC-13

En vista de la dificultad que presentaba la diferenciacion de células RAW
264.7 murinas a osteoclastos, se pensd que tal vez estas células por ser
precursoras de los osteoclastos también expresaran la enzima catepsina

Ky nos pudieran servir para la realizacion de los ensayos de liberacion.

Para comprobar la presencia o ausencia de enzima catepsina K en las

células RAW 264.7 murinas se hizo uso de un sustrato fluorescente
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especifico para dicha enzima (Merck 219555 Cathepsin K substrate II,

fluorogenic).

NO,

NN
I

N

H

Figura 3. Estructura molecular del sustrato fluorogénico Il de la catepsina K.

Este sustrato es una molécula no fluorescente que en presencia de la
enzima se rompe dando lugar a un producto que si es fluorescente. El
ensayo que se hizo fue disefiado para evitar la posibilidad de que se
produjeran falsos positivos. Para llevar a cabo el estudio se prepararon
una serie de pocillos que solo contenian las células y otra que tenia las
células y un inhibidor de la catepsina K. La adicidon del indicador de
catepsina K debia dar por tanto fluorescencia en la primera serie pero no
en la segunda. Cuando se midié la fluorescencia empleando un
microscopio apto para la medida de cultivos celulares vivos o fijados (IN
Cell Analyzer 2000) se observd que no habia diferencia de fluorescencia
entre el medio y las células. Por si el problema fuera que Ia
concentracién de indicador era demasiado baja, se afiadid un poco mas
de indicador y se dejé incubando 15 minutos mas, pero incluso en estas
condiciones seguia sin apreciarse diferencia alguna. Estos resultados
sugerian que la cantidad de catepsina K presente en las células RAW

264.7 era pequeiia.
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Ante estos resultados se decidié realizar la prueba sin células,
directamente en el fluorimetro con tampdn acetato sédico a pH 5,5 (que
era el medio éptimo para la enzima), enzima y sustrato fluorescente para
poder determinar de este modo la concentracién dptima de sustrato

fluorescente (figura 4).

Como se puede observar en la figura 4, en ausencia de la enzima el
sustrato no presentaba fluorescencia, y al adicionarla, el sustrato
comenzdé a romperse dando lugar a un producto fluorescente que
alcanzd la maxima intensidad de fluorescencia una hora después de la
adicion de la enzima. Esto significaba que ya teniamos la concentracion
Optima de sustrato para realizar el ensayo, asi como el tiempo necesario

de actuacion de la enzima.

400
s 300 Sustrato
=]
5 200 Sustrato y enzima
é inmed
s 100 Sustrato y enzima
1h
0 Sustrato y enzima
350 400 450 500 550 6#5 y

longitud de onda (nm)

Figura 4. Espectro de fluorescencia del sustrato fluorescente de la catepsina K.
Con el fin de confirmar esta suposicion se llevd a cabo un cultivo celular
qgue fue utilizado para hacer un lisado celular a partir del cual obtener la
parte proteica de las células RAW 264.7 con la que realizar un ensayo con

el sustrato fluorescente de la catepsina K y el inhibidor de la enzima, y
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comprobar de esta forma la presencia o ausencia de enzima catepsina K

en dichas células.

El procedimiento para lisar las células consistid, en primer lugar, en
centrifugarlas para eliminar el medio de cultivo y a continuacion, se
anadié el tampdn de lisis A que se dejo actuar durante 10 minutos en
frio. Una vez lisadas, se centrifugaron para eliminar los restos de
organulos celulares y dejar Unicamente la parte proteica de las células (el
sobrenadante). Para determinar la concentracién de proteinas en el
lisado celular, se utilizé el método de Bradford, que se basa en el cambio
de color del compuesto azul brillante G-250 en respuesta a diferentes
concentraciones proteicas. Este compuesto interacciona con
aminoacidos basicos y aromaticos dando lugar a un cambio en el maximo
de absorcion del colorante que pasa de 465 a 595 nm puesto que se
produce un cambio del color rojo al azul cuando el colorante se une a las
proteinas. En base a esto, se elabord una recta patron de BSA a partir de

la cual se determind que el contenido de masa proteica era de 276

ug/200 wl.
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Figura 5. Recta patron de tampdn de lisis Bradford (Abs 620 nm).
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El ensayo contaba con tres muestras:

o Control +: lisado celular + tampdn sodio acetato pH 5,5 +
sustrato fluorescente
o Inhibidor: lisado celular + tampdn sodio acetato pH 5,5 +
sustrato fluorescente + inhibidor
o Control -: tampodn sodio acetato pH 5,5 + sustrato
fluorescente
Teniendo en cuenta los componentes, si en las células hubiera catepsina
K la muestra Control + deberia ser fluorescente mientras que las
muestras Inhibidor y Control — no deberian serlo. Realizado el
experimento se comprobd que ninguna de las muestras presentaba
fluorescencia. Con estos datos se descartd definitivamente que las
células RAW 264.7 murinas expresaran la enzima catepsina K.
En la bibliografia esta descrito® que las células escamosas de carcinoma
(SCC) expresan la enzima catepsina K>y, dado que disponiamos de la
linea celular SCC-13, decidimos estudiar la presencia de la enzima en
estas células. Los experimentos se llevaron a cabo siguiendo el mismo
protocolo que el usado con las RAW 264.7. Los resultados obtenidos
demostraron que tampoco estas células contenian cantidades

apreciables de catepsina K.

5.4 Meétodo de deteccion indirecta

Ante la imposibilidad de obtener células que expresaran suficiente
enzima catepsina K para poder realizar los ensayos de liberacion a partir
de los materiales preparados, se disefié un procedimiento alternativo. El
fundamento del método consistia en cultivar células RAW 264.7 e

incubarlas durante un tiempo adecuado con una cantidad conocida del
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material a estudiar. Una vez producida la internalizacidon del material, las
células se lavarian con tampdn fosfato salino hasta retirar todas las
nanoparticulas que no se hubieran internalizado y se lisarian. En el lisado
se encontrarian las nanoparticulas internalizadas por las células y por
tanto la adicién a ese lisado de catepsina K nos permitiria evaluar la
cantidad de carga (colorante o alendronato marcado) que habria entrado
en la células y se habria liberado en presencia de la enzima. Es decir,
tendriamos una medida indirecta de la eficacia de dispensacion del

farmaco en el interior celular.

5.4.1 Estudio de internalizacidn de las nanoparticulas vy liberacién del

colorante
Estos estudios se llevaron a cabo empleando los materiales P1 y P2 que
se encontraban cargados con sulforodamina B (0.59% y 0.98% para P1y
P2 respectivamente) y cerrados cada uno de ellos con el péptido
correspondiente. Las células se incubaron con las suspensiones de los
materiales (que previamente habian sido sonicadas para evitar la
agregacion de las nanoparticulas). Tras la incubacion se procedié al
lisado de las células y las muestras asi obtenidas se dividieron en dos
fracciones: una de ellas se empleé como muestra control y a la otra se le
anadié catepsina K para comprobar la utilidad del enzima como estimulo

para la apertura de las diferentes puertas.

Los resultados obtenidos con el material P1 demostraron que la
fluorescencia de las muestras era practicamente igual en presencia y en
ausencia de la enzima. Estos resultados pueden deberse a dos efectos
distintos: por una parte la puerta no cierra adecuadamente en las

condiciones de estudio, lo que ya se habia observado previamente pero
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también puede influir que la enzima no rompa de forma eficaz el péptido

en las condiciones empleadas.

En el caso del material P2, los resultados fueron mds interesantes ya que,
en presencia del enzima, se observaba un incremento de la fluorescencia
(figura 6) lo que confirmaba que P2 era internalizado por las células y
gue, en presencia de catepsina K, se abria la puerta molecular

liberandose el colorante.
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Figura 6. Espectros de fluorescencia de las muestras lisadas en ausencia y en

presencia de enzima catepsina K para el material P2 (prueba a c,: 30 ug/ml).

Para poder cuantificar la cantidad de sulforodamina B que se habia
liberado en el interior de las células se realizé una recta patrén en las

condiciones exactas de este estudio (figura 7).

239



250

£
S 200
@
= 150
S 100 y = 9E+07x + 10,639
2 R? = 0,97482
o 50
0

0,00E+00 1,00E-06 2,00E-06
concentracion de colorante (M)

Figura 7. Recta de calibrado de sulforodamina B en medio DMEM/tampdn de

lisis. (Aex: 565 NM; Aem: 586 nm; slite,:5; slitem: 2,5)
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Figura 8. Esquema explicativo del proceso de liberacién in vitro (en células) para

el material P2.
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Los experimentos se llevaron a cabo como se esquematiza en la figura 8.
En primer lugar, se cultivaron las células con una cantidad conocida de
P2 durante 24 h, transcurrido este tiempo, se procedid al lavado
exhaustivo de las células para retirar todas las nanoparticulas que no
hubieran sido internalizadas y proceder al lisado de las células
empleando 0,3 mL de tampdn de lisis A. A continuacion se completd con
medio DMEM hasta un volumen final de 6 ml y el lisado se dividié en dos
fracciones iguales, una de las cuales fue estudiada directamente
mientras que la otra se tratd con catepsina K (5 wl disolucién enzima

catepsina k) durante 24 horas y posteriormente fue estudiada.

Al medir la fluorescencia de la primera fraccion, aquella que no habia
sido tratada con el enzima, se determind que la masa de colorante
liberado era de 1,27 ug. Asumiendo que la liberaciéon que se producia en
estas condiciones era la misma que la observada en el laboratorio (62 %)
(Esta asuncion se basa en que en los dos casos el medio de medida era el
mismo,) y teniendo en cuenta la masa inicial de colorante que se habia
puesto a incubar con las células se pudo determinar que el grado de
internalizacién de las particulas en las condiciones empleadas era de 10,9

%.

La emisién de la segunda fraccién, la tratada con el enzima, fue también
medida y se comprobd que, en este caso, la masa de colorante liberada
era de 1,70 ug. Ambas fracciones, la tratada con enzima y la sin tratar,
procedian de la misma disolucidon inicial y por ello el grado de
internalizacién en esta muestra tenia que ser el mismo que se habia

determinado anteriormente. Con estos dos datos y el de la masa inicial
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de colorante que se habia afadido se determindé un porcentaje de

liberacion del colorante del orden del 82 %.
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Figura 9. Diagrama de barras correspondiente al incremento de emisién de
lisado de las células tratadas con P2 a 586 nm después de lisadas en ausencia y

en presencia de catepsina K (prueba c;: 20 ug/ml).

5.4.2 Estudio de liberacion de alendronato marcado en células

Teniendo en cuenta los resultados indicados en el apartado anterior los
experimentos de liberacion en células del alendronato marcado se
centraron en el empleo de P4. Los experimentos se llevaron a cabo en las
mismas condiciones que se habia empleado anteriormente lo que hacia
licito asumir que la internalizacién de las nanoparticulas seria del mismo
orden que la calculada para P2 (10,9 %). En efecto, ambos materiales
tienen el mismo tamafio de particula y estan recubiertos por la misma
puerta molecular que son los dos parametros que afectan a la
internalizacién ya que se ha trabajado en ambos casos con el mismo tipo
de células. En los experimentos realizados con P4 se siguié el mismo
protocolo descrito en la figura 7. En este caso la medida del material
liberado se evalué mediante ultravioleta (absorcion a 350 nm) vy
haciendo uso de la correspondiente recta de calibrado elaborada en las

mismas condiciones de medida (figura 10)
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Figura 10. Recta de calibrado del alendronato marcado en las condiciones de

medida.

La medida del ultravioleta de la fraccién lisada que no habia sido tratada
con el enzima indicaba una liberacién de alendronato marcado
practicamente inapreciable. Sin embargo, en el caso de la fraccidén
tratada con el enzima, las medidas de ultravioleta permitieron
determinar una masa de alendronato marcado de 3,76 ug. Teniendo en
cuenta este dato junto con el de internalizacion del material y la cantidad
de material inicial empleado, se puede estimar que la liberacion del
alendronato marcado era del 41%. Este valor de liberacidn era
claramente inferior al observado para P2 (82 %). Dado que el péptido
empleado en ambos materiales era el mismo y el medio de medida
también, este resultado solo podia estar relacionado con la interaccion
del alendronato marcado con el propio material siliceo que lo retiene
con mas fuerza que a la sulforodamina B. Este resultado no es extrafio
debido a la alta polaridad del alendronato que puede interaccionar con
los grupos amino del material aminado empleado en la preparacién de

P4.
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Figura 11. Diagrama de barras correspondiente al incremento de absorcién a

350 nm en ausencia y en presencia de catepsina k para P4.

Finalmente se procedid a evaluar el dato que permitiria comparar la
biodisponibilidad del alendronato comercial, que segun la bibliografia es
del 0,64%. con la de P4. Asi, el material suministrado a las células
contenia una cantidad de alendronato marcado de 85 ug y el material
internalizado por las células y liberado por tratamiento con catepsina K
era de 3,76 ug. Esto quiere decir que en el caso de P4 Ia
biodisponibilidad es del 4,4%, es decir, cerca de 7 veces mayor que la del
alendronato comercial. Es cierto que en este caso el farmaco esta
derivatizado, por desgracia, estudios comparativos con células incubadas
directamente con el compuesto marcado no pudieron llevarse a cabo ya
qgue la toxicidad del compuesto era muy alta en las condiciones de

trabajo.

5.5 Procedimiento experimental

Proceso para descongelar células:

Las células se descongelan rapido en bafio de agua a 37-C. Se diluyen en
10 ml de medio celular porque se congelan con un 10 % de DMSO para
evitar que se formen cristales, pero al descongelarlas esa concentracion

puede ser toéxica (volumen total de aproximadamente 12 ml). Se
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centrifuga 400 g, 6 min, 21:C (se hace todo el proceso a temperatura
ambiente). Se retira el medio dejando el pellet y se resuspende en 4 ml
de medio nuevo. Se realiza el conteo celular. Para ello se cogen 10 ul de
suspension de células y 10 ul de azul de tripan, se mezclan y de ahi se
cogen 10 ul con los que se realiza el recuento. Se afiaden 2 ml de medio
de manera hay un volumen final de 6 ml que se reparte en dos frascos de
25 cm?y se completa en ambos casos hasta un volumen final de 8 ml. Se

dejan las células en la incubadora a 37°C con un 5 % de CO,.

Proceso para realizar un pase:

Se retira el medio de cultivo del frasco. Se afiaden 10 ml de medio de
cultivo nuevo. Se rascan las células suavemente con un rascador para
despegarlas del frasco. Se realiza el conteo celular. En funcién del
numero de células que hayan salido y del tipo de frasco que se necesite
para el estudio se siembran en frascos de 25 cm? con un volumen final de

8 ml o en frascos de 75 ml con un volumen final de 15 ml.

Preparacién disoluciones de medida para ensayos celulares:

RANKL: Patrén: 10 ug de RANKL se reconstituyeron en 200 ul de PBS con
un 0,1 % de BSA. Disolucién intermedia: 50 ul patrén que se llevaron a
un volumen final de 8,3 ml. De esta disolucion se pipeteaban 10 ul por
pocillo para los ensayos de diferenciacion, obteniéndose una

concentracién de 15 ng/ml de RANKL en cada pocillo.

Anticuerpo monoclonal: Patrén: 100 ug de anticuerpo se reconstituyeron
en 200 ul de PBS. Disolucién intermedia: 0,2 ml de patrdn se llevaron a
un volumen final de 10 ml. De esta disolucién se pipeteaban 100 ul por
pocillo para los ensayos de diferenciacion, obteniéndose una
concentracion de 0,5 ug/ml de anticuerpo en cada pocillo.
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Diferenciacion de osteoclastos a partir de la linea celular murina

RAW 264.7

Prueba 1: Diferenciacion de osteoclastos usando RANKL

Se inicid descongelando células RAW 264.7 P1 (pase 1), haciendo el
recuento de las mismas, sembrandolas en frascos de 25 cm? con medio
DMEM, y dejandolas en la incubadora a 37°C con un 5% de CO,. 3 dias
después las células habian crecido lo suficiente, por lo que era el
momento de hacerles un pase. Para sembrarlas se eligieron placas de 96
pocillos puesto que eran las que se recomendaban en el kit de Lonza que
se habia comprado. Se sembraron 2 placas con diferente nimero de
células por pocillo (placa 1 con 3520 células/pocillo y placa 2 con 5000
células pocillo), ambas placas tenian 5 pocillos de control y otros 5 a los
gue se les afiadid una disolucion de RANKL (R&D Systems 462-TR-010) y

se dejaron en la incubadora.

00000 Placa 1: 3520 células/pocillo

control

) RANKL

Q0000
Placa 2: 5000 células/pocillo

Figura 12. Esquema representativo de las placas de cultivo y la distribucién de
los pocillos.

3 dias después se retiré parte del medio de cultivo de cada pocillo y se
sustituyé por medio nuevo. También se afiadié a los pocillos que se
estaban diferenciando la disolucién de RANKL. 2 dias después volvio a
repetirse el mismo procedimiento, y las células no presentaban un

aspecto diferente. 2 dias después, los pocillos presentaban un color
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amarillento (en vez de rosado que era lo habitual debido al color del
medio), lo que significaba que habian crecido demasiado y no les

guedaban nutrientes, por lo que se les cambié el medio completo.

A la placa 1 se le afiadié disolucién de RANKL y se dejo en la incubadora.
A la placa 2 se le hizo la tincién para la enzima TRAP utilizando el kit de
deteccién de dicha enzima (Sigma 387A-1KT Acid phosphatase leukocyte
(TRAP) kit). Para ello, se retira el medio de cultivo y se lava cada pocillo 2
veces con 100 ul de PBS. Se afiaden a cada pocillo 200 ul de disolucidn
fijadora (dejando que alcance previamente la temperatura ambiente) y
tras 30 segundos se retira. Se lava 2 veces cada pocillo con 200 ul de
agua desionizada. Se afiade la disolucion de tincién preparada en el
momento, 200 ul por pocillo y se deja actuar protegida de la luz en la
estufa a 37-:C durante 1 hora. La disolucién de tincion se prepard con 45
ml de agua desionizada a 37°C, 1 ml de solucidn Fast Garnet GBC, 0,5 ml
de solucidn de naftol, 2 ml de disolucion de acetato y 1 ml de solucion de
tartrato. Trascurrida la hora, se retird la disolucidon y se lavd cada pocillo
con agua destilada (200 ul) dos veces. Se deja secar al aire. El resultado

fue negativo (figura 13).

() TRAP positiva OOOOO
(@ TRAP negativa Q0000
Figura 13. Esquema representativo de la tincidn TRAP en la placa de cultivo 2.
Tres dias después el aspecto de las células de la placa 1, que estaba en la
incubadora, no habia cambiado. Se les volvid a hacer un cambio de
medio, se afiadio la disolucién de RANKL a los pocillos correspondientes,
y se volvid a dejar la placa en la incubadora. 2 dias después se realizé la

prueba TRAP, pero sin afiadir el componente hematoxilina. Bajo estas

247



condiciones el resultado fue positivo, aunque se obtuvieron muy pocos
osteoclastos diferenciados y sélo en algunos pocillos, no en todos los que

se diferenciaron.

(D) TRAP positiva 00000
D TRAP negativa OOOOO

Figura 14. Esquema representativo de la tincion TRAP de la placa 1.

Prueba 2. Estudio de la influencia de la adicién de un anticuerpo

monoclonal en la diferenciacién de osteoclastos

Se descongelaron células que en este caso eran de P2 (pase 2). A los 3
dias de descongeladas, las células habian crecido lo suficiente y se
sembraron en 2 placas de 96 pocillos (placa 1 y placa 2). En cada placa,
una serie de 5 pocillos se empleé como control, en la segunda serie de 5
pocillos se anadié la disolucion de RANKL, y en la tercera serie ademas
del RANKL se anadié un anticuerpo monoclonal (R&D Systems His Tag
Antibody MABO050-100).
control

) RANKL QOO0OO

RANKL + anticuerpo

Figura 15. Esquema representativo de la distribucion de pocillos en la placa de
cultivo.

Tras 3 dias se cambid parte del medio, se afiadié RANKL y anticuerpo a
los pocillos correspondientes y las dos placas se dejaron en la
incubadora. Transcurridos 2 dias, se repitié el mismo procedimiento, y al
observar las células al microscopio daba la impresion de que hubieran
crecido mas en numero las células control que las del resto de pocillos. 2

dias después se cambid todo el medio y se afiadid RANKL y anticuerpo a
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los pocillos correspondientes, y se dejaron de nuevo las placas en la
incubadora. 3 dias mas tarde se realizo la prueba TRAP en la placa 1, y se
pudo observar que no habia diferencia alguna entre los pocillos control,
los RANKL y los RANKL + anticuerpo, las células no se habian
diferenciado. En la placa 2 se cambié el medio completo, se afadio
RANKL y anticuerpo a los pocillos correspondientes y se dejé en la
incubadora. 2 dias después se cambio todo el medio y se afiadid RANKL y
anticuerpo a los pocillos correspondientes y se dejé la placa en la
incubadora. Transcurridos 2 dias se realizd la prueba TRAP y se observo
un resultado positivo en algunos pocillos de RANKL y de RANKL +
anticuerpo, en nimero escaso. También se aprecid que habia células
deformadas, pero estas estaban presentes en los 3 tipos de pocillos con
lo que se pensd que eran células apoptadticas.

Prueba 3. Influencia del tiempo en la diferenciacion de osteoclastos

Siguiendo el mismo protocolo descrito en la prueba 2, se prepararon 3

placas idénticas para determinar el tiempo de cultivo éptimo

Control

RANKL + anticuerpo

Figura 16. Esquema representativo de la distribucidn de pocillos en las placas

de la prueba 3, donde habia pocillos de células RAW 264.7 control y pocillos a

los que se les afiadid RANKL y anticuerpo para la diferenciacidn a osteoclastos.
A los 9 dias desde la siembra de las células en placas se hizo la prueba
TRAP a la primera placa. El resultado fue negativo, y dos dias después, es
decir, 12 dias después de la siembra de las células, se hizo la prueba
TRAP a la segunda placa que ya dio positivo, pudiéndose observar la

presencia de algunos osteoclastos al mirar al microscopio.
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Estudio de la toxicidad del alendronato comercial y la MCM-41

sobre los osteoclastos generados

Se prepararon tres placas (placa 1, placa 2 y placa 3) siguiendo el
protocolo anterior con el fin de medir la toxicidad a diferentes tiempos y
diferentes concentraciones. Una vez diferenciados los osteoclastos se
anadié a los pocillos correspondientes las distintas disoluciones:
alendronato a diferentes concentraciones (C1= 10 ug/ml C2= 20 ug/mly
C3= 30 ug/ml) y MCM-41 (100 ug/ml). El test que se realizé para
comprobar la viabilidad celular fue el MTT. Para ello, al sobrenadante del
cultivo celular, se le afladen 100 ul de una solucién de MTT 1:10 en
medio de cultivo preparada en el momento a partir de una solucién stock
de 5 mg/ml (en PBS estéril conservada en nevera en frasco topacio). Se
incuba a 37°C 1 hora y posteriormente se elimina el sobrenadante. Sobre
las células se adicionan 50 ul de DMSO y se agita suavemente para

redisolver el precipitado. Finalmente se mide la absorbancia a 490 nm.

. control

MCM-41
Alendronato C1

Alendronato C2

Alendronato C3

Figura 17. Esquema representativo de la distribucion de pocillos en las placas de
la prueba de la toxicidad del alendronato y de la MCM-41 en osteoclastos
24 horas después de haber afiadido las distintas disoluciones se hizo el
ensayo MTT a la placa 1, y se observé que la viabilidad celular no variaba
entre la presencia o la ausencia de alendronato a ninguna de las
concentraciones del ensayo, ni tampoco parecia afectar la presencia de

la MCM-41.
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48 horas después de haber anadido las disoluciones se hizo el ensayo
MTT a la placa 2. En este caso los pocillos con MCM-41 continuaron
teniendo la misma viabilidad celular que los pocillos control, pero si se
vio una disminucién significativa de la viabilidad celular en los pocillos

con alendronato.

5 dias después de haber afadido las disoluciones se hizo el ensayo MTT
en la placa 3, pero los resultados que se obtuvieron no fueron

concluyentes.

Estudio de la toxicidad del alendronato comercial y la MCM-41

sobre células murinas RAW 264.7

Se prepararon 2 placas idénticas (placa 1y placa 2) de células RAW 264.7
sin diferenciar (para poder valorar la toxicidad a diferentes tiempos). Se
anadié a los pocillos correspondientes las distintas disoluciones del
material (MCM-41 cerrada con la secuencia peptidica P1) a diferentes
concentraciones (C1= 50 ug/ml C2= 100 ug/ml y C3= 200 ug/ml) y la
placa se dejo incubando 24 horas. Transcurrido este tiempo a los otras
tres series de pocillos se les afiadié alendronato a diferentes

concentraciones (C1= 2 ug/ml C2=6 ug/mly C3= 11 ug/ml)

@ MaterialC1 () Alendronato C1
Material C2 (C) Alendronato C2 . O O

) Material C3 Alendronato C3 . O O
control @ OOO0O

Figura 18. Esquema representativo de la distribucion de pocillos en la placa.
5 dias después de la siembra de las células se hizo el ensayo MTT en la
placa 1. Realizada la prueba se determiné que el alendronato a la
concentracién C1 era inocuo para las células, mientras que a C2 y C3

daba lugar a muerte celular pero con bastante variabilidad. En vista de
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estos resultados, se decidid triplicar las concentraciones de alendronato
en la placa que quedaba incubando. En el caso de los pocillos que
llevaban el sélido se observé que la muerte celular era mayor (a

cualquier concentracién) que en los pocillos control.

7 dias después de la siembra de las células se realizo el ensayo MTT de la
placa 2, y en todos los casos (incluidos los controles) se habia producido

mucha muerte celular.

Estudio de la presencia de catepsina k en células RAW 264.7

En la realizacion de este estudio la siembra de las células se realizé igual
gue en el caso anterior. En dos series de pocillos no se afiadié nada y en
otras dos se afadié el inhibidor de la enzima (en una de ellas a una C =
20 ug/ml y en la otra a una C = 40 ug/ml) y la placa se dejé incubando
durante una hora. Transcurrido este tiempo se agregd el sustrato
especifico para la catepsina K (a dos concentraciones distintas C; = 50 nM
y C; = 100 nM) y después de incubar la placa durante 2 horas se midio la
fluorescencia empleando un microscopio apto para la medida de cultivos
celulares vivos o fijados (IN Cell Analyzer 2000). No se aprecid en ningun

caso diferencia alguna.

inhibidor +sustrato
control
cat. k C1
() sustrato cat. k C1 -
inhibidor +sustrato

() sustrato cat. k C2 cat. k C2

00O

Figura 19. Esquema representativo de la distribucién de pocillos en la placa 2.
En esta placa ademas de los pocillos control como referencia, habia pocillos con
sustrato de la catepsina k a diferentes concentraciones (50 y 100 nM) y pocillos
con sustrato de la catepsina K + inhibidor de la enzima a distintas
concentraciones (20 y 40 ug/ml).
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Estudio de la presencia de catepsina k en células escamosas de

carcinoma (SCC-13)

Se descongelaron las células SCC 13 P8 (pase 8) siguiendo el mismo
procedimiento que en el caso de las células RAW 264.7, se sembraron en
placas de 6 pocillos (un pocillo de 500.000 células y otro de 324.450
células) y se dejaron incubando. 2 dias mas tarde se realizd el lisado
celular con el que llevar a cabo el estudio. El procedimiento para lisar las
células consistié en primer lugar en centrifugarlas para eliminar el medio
de cultivo, a continuacion, se procedié a la adicion del tampdn de lisis (se
utilizé tampan de lisis A) que se dejé actuar en frio durante 10 minutos.
Pasado ese tiempo se centrifugd para eliminar los restos de organulos
celulares (el pellet) y se reservd el sobrenadante. Se determind la
concentracién de proteinas en el lisado a partir del método Bradford.
Para ello se centrifugaron las células a 1.000 g durante 10 minutos y se
desechd el sobrenadante. Al pellet se le afiadieron 200 ul de tampdn de
lisis A. Se resuspendieron con ayuda del vortex y se dejaron en hielo 10
minutos. Se centrifugd a 10.000 g y se desechd el pellet. Se midié la
absorbancia del sobrenadante a 620 nm para a partir de una recta
patrén obtener la concentracidon de proteinas de la muestra, que resulté
ser de 0,775 mg/ml. El lisado se dividid en dos fracciones cuyo pH se
ajustd a 5,5 con un tampdn de acetato sddico. Una fraccion se tratd con
el sustrato fluorescente de catepsina K y la otra con sustrato
fluorescente de catepsina K + inhibidos de catepsina K. Los resultados

fueron negativos.
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Medidas de deteccién indirectas

Material Concentracion C1 Concentracion C2
Placal P3 20 ug/ml 30 ug/ml
Placa 2 P4 20 ug/ml 30 ug/ml
Placa 3 P1 © 14,8 ug/ml 22,2 ug/ml
Placa 4 P2 © 20 pg/ml © 30 ug/ml
Placa 5 Alendronato 20 ug/ml 40 ug/ml
comercial

*Las concentraciones especificadas corresponden a la concentracion de sustrato
(alendronato marcado o sulforodamina B que se pretendia que hubiera en el interior
celular, calculada a partir de la concentracidn de nanoparticulas puesta en cada pocillo

que a su vez se basaba en la carga real de las nanoparticulas).

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4
QO0QQQQ| QP0G QQOQQQQ| QO
Q._ OQQAJ O QUOY 1QOCQQQQ||1Q00Q0Q0)

Q. 09999 Q. OA9Y| 0O (OGO
Q 0900 Q000000 1900000

Figura 20. Esquema representativo de la distribucidn de pocillos en las Placas
1-5.
Se prepararon 5 placas con células RAW 264.7 siguiendo el
procedimiento previamente descrito (placas 1-4). A cada placa se le

anadié uno de los materiales preparados (P1-P4) respectivamente en las

concentraciones que se indican en la tabla.
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Los sdlidos se prepararon de la siguiente manera: P1: 31,6 mg sdlido P1
en 0,5 ml de medio DMEM. De esta disolucidn se pipetearon 80 ul en los
pocillos que se queria alcanzar una concentracion de colorante de 14,8
ug/mly 120 ul en los pocillos que se queria alcanzar una concentracidn
de colorante de 22,2 ug/ml. P2: 26,4 mg sélido P2 en 1 ml de medio
DMEM. De esta disolucion se pipetearon 100 ul en los pocillos que se
queria alcanzar una concentracién de colorante de 20 ug/mly 150 ul en
los pocillos que se queria alcanzar una concentracion de colorante de 30
ug/ml. P3 y P4: 17,1 mg del sélido correspondiente en 1 ml de medio
DMEM. De esta disolucién se pipetearon 80 ul en los pocillos que se
queria alcanzar una concentracién de alendronato marcado de 20 ug/ml
y 120 ul en los pocillos que se queria alcanzar una concentracién de

alendronato marcado de 30 ug/ml.

Para llevar a cabo los estudios, se descongelaron células RAW 264.7
(pase 2) siguiendo el procedimiento descrito anteriormente y se
sembraron en un frasco de 25 cm?® que se dejé en la incubadora. 4 dias
después se realizd un pase de las células a frascos de 75 ml y se dejaron
en la incubadora. 3 dias mds tarde se sembraron 5 placas de 6 pocillos y
se dejaron en la incubadora. 3 horas mas tarde (momento en el cual las
células ya se habrian adherido a los pocillos) se afadieron las
disoluciones de nanoparticulas a los pocillos correspondientes (previa
sonicacion de las disoluciones para que las nanoparticulas no estuvieran
agregadas) y se dejaron las placas en la incubadora. 24 horas mas tarde
se retird el medio y se lavaron los pocillos 3 o 4 veces con PBS para
eliminar las nanoparticulas no internalizadas. A continuacion, se retiré el
PBS y se lisaron las células siguiendo el mismo procedimiento que se ha

explicado anteriormente. El siguiente paso consistid en pasar a tubos de

255



centrifuga el lisado celular correspondiente a cada pocillo, completar con
medio DMEM hasta un volumen final de 6 ml y a continuacidon dividirlo
en dos fracciones, de modo que 3 ml de cada pocillo sirvieron como

control y a los otros 3 ml se les afiadid la enzima catepsina K.

24 horas mas tarde se realizaron las medidas de fluorescencia para
calcular el porcentaje de liberacion tanto de sulforodamina B como de

alendronato marcado.

Condiciones de medida de la fluorescencia:

» P2, Ao 565 NM; Aem: 586 nm; slitey: 5; Slitem: 2,5

» P4 Ay 350 nm

» Patrén Figura 7 2 A.: 565 nm; Aem: 586 nm; slite: 5;
slitem: 2,5

» Patrén Figura 9 2 A,s: 350

5.6 Conclusiones

A partir de los datos obtenidos en los ensayos realizados en este capitulo
se puede concluir que el soporte inorganico MCM-41 no es toxico para
las células, pudiéndose utilizar por tanto como vehiculo para la liberacién
de farmacos in vitro. Que la secuencia peptidica P1 no es adecuada para
el cierre de las nanoparticulas puesto que no se aprecia diferencia de
liberacién en presencia y ausencia de la enzima catepsina K, ya sea
porque la puerta no cierra adecuadamente o porque la enzima no rompe
de forma eficaz el péptido en las condiciones de estudio. Y por ultimo,
qgue el material inorganico cerrado con la secuencia peptidica P2 ha
permitido multiplicar por siete la liberacidon de alendronato en células

pasando del 0,64 descrito en la bibliografia al 4,4 %.
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Capitulo 5: Ensayos celulares

Finalmente, podemos concluir que en la realizacion de esta tesis doctoral
se han cumplido los objetivos fijados al inicio de la misma, puesto que
por un lado, se ha llevado a cabo un estudio comparativo en el que se ha
demostrado que generalmente la eficiencia de liberacién es mayor en
sistemas hibridos con puertas moleculares autoinmolantes que no
autoinmolantes, y en puertas moleculares con el grupo éster que con el
grupo amida (aunque en puertas moleculares con el mismo
impedimento estérico sea mas eficaz en el cierre de los poros la amida
que el éster). A partir de estos datos, se ha podido concluir que la
eficiencia de una puerta molecular a la hora de cerrar las nanoparticulas
depende tanto de la habilidad de la molécula para bloquear los poros
como de la accesibilidad del estimulo externo a la molécula organica que

permita la apertura de la puerta.

En relaciéon con los cultivos celulares, se ha intentado obtener
osteoclastos siguiendo el procedimiento descrito en la bibliografia tanto
para el cultivo como para la diferenciacion de los mismos a partir de
células murinas RAW 264.7. Debido a la imposibilidad de obtener la
cantidad suficiente de osteoclastos como para realizar los estudios de
liberacién del farmaco, se ha seguido una ruta alternativa realizando los

estudios de forma indirecta en células murinas RAW 264.7.

Por otro lado, se han obtenido materiales hibridos cerrados con dos
secuencias peptidicas distintas que nos han permitido sacar las

siguientes conclusiones:
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La secuencia peptidica 1 no es una puerta molecular eficaz para
llevar a cabo la liberacién del alendronato marcado en el lisado
celular.

La secuencia peptidica 2 en cambio ha dado buenos resultados en los
ensayos de liberacién a nivel celular en ensayos in vitro
permitiéndonos multiplicar por siete la liberacion de alendronato en

células, pasando del 0,64% descrito en la bibliografia, al 4,4 %.



