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Abstract

Calixarenes are cyclic oligomers formed by phenol units linked by
methylene bridges. These macrocycles have become essential platforms for
molecular recognition, nanotechnology, drug delivery and catalysis due to their
easy functionalization at either the upper and/or lower rim of the supramolecular

framework.

The present doctoral thesis is focused on the ability of calixarenes as
nanovehicles to transport genetic material and drugs. It is divided in six
chapters. A general introduction which covers several topics related to the main
goal of this work. Chapter 2 shows a broad description about the materials and
methods used to study these systems. Chapters 3, 4, and 5 contains results about
calixarenes of different charges and purposes. Finally, Chapter 6 examines the
preparation of liposomes containing cationic calixarenes, and demonstrates

their potential use in gene therapy.

In Chapter 3 a study of the interaction of two neutral calix[4]arenes with
calf-thymus DNA (ct-DNA) is carried out using several techniques. Results
show distinct changes in the DNA conformation depending on the X value (X=
[calixarene]/[DNA]. Cytotoxicity assays indicate that it is crucial to control the
structural design of these systems in relation to their biocompatibility. Chapter
4 studies the encapsulation of the antineoplastic antibiotic doxorubicin (DOX)
by an anionic p-sulfocalix[6]arene. The ability of this calixarene to encapsulate
the DOX molecules in its inner cavity as well as the capability of these
molecules to bind to the DNA are examined. Cytotoxicity measurements show
a decrease in the toxicity of the encapsulated DOX against several cell lines as
compared to the free DOX. In Chapter 5 the self-aggregation of four
amphiphilic cationic calix[4]arenes in aqueous solutions is investigated. The
formation of micelles and vesicles is observed, depending on the concentration

range of the calixarenes studied. The interactions between the calixarene

\%



aggregates, micelles and vesicles, and the ct-DNA are analyzed. The results
indicate that most of them interact with the polynucleotide, inverting its charge
and condensing it, at least partially. In this Chapter, the encapsulation of
doxorubicin into the calixarene aggregates and the subsequent release of this
antibiotic are also investigated. The results demonstrate the potential of the

calixarene micelles as nanocarriers in drug delivery.

Finally, in Chapter 6, liposomes containing the cationic amphiphilic
calixarenes of the previous chapters are prepared. A study of the interactions
between these liposomes and ct-DNA is carried out. The results show that an
inversion of the polynucleotide charge takes place, although only a partial
compaction of the DNA molecules occurs. Cytotoxicity assays confirm that
these liposomes have a low and/or moderate toxicity against several cell lines.
Therefore, some of them can be used as biocompatible nanovectors in gene

therapy.

vi
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Capitulo 1. Introduccion

LLa Nanociencia es un término que hace referencia a la descripcion del

estudio de las propiedades de los materiales compuestos de “nanoparticulas”,
es decir, particulas con dimensiones del orden de 1 a 100 nanémetros. Estas
propiedades de los materiales no s6lo son debidas a las que les aportan sus
constituyentes atéomicos o moleculares, sino también al conjunto que
conforman sus estructuras, y normalmente dependen del tamafio exacto de la
nanoparticula. Con el deseo de hacer avanzar la ciencia y la tecnologia surge
el concepto de Nanotecnologia que se define como una “revolucion nano”, es
decir, el desarrollo de tecnologias emergentes a partir de nuevos materiales
nanoestructurados (ej. fullerenos), o propiedades electronicas (ej. quantum
dots), o nuevos tipos de arquitecturas basadas en nanodispositivos para su uso
en computacion, almacenamiento de informacion y transmision. Debido a este
interés creciente de la Nanotecnologia en los laboratorios de todo el mundo y
su aplicabilidad en el campo de la Medicina, nace la Nanomedicina que

incluye un amplio rango de aplicaciones como pueden ser biosensores,
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ingenieria de tejidos, dispositivos de diagnostico y muchos otros. Todas estas
disciplinas confluyen en un campo de estudio en continua expansion que se
ocupa del disefio y preparacion de nanovehiculos, los cuales llevan a cabo el
transporte y liberacion exitosa de farmacos o genes. Cuando lo que se
transporta es material genético se les suele llamar vectores, y cuando son

farmacos se les llama nanotransportadores.

Los vectores se dividen en dos subgrupos: vectores virales y vectores

no virales (o de origen sintético), de los que nos ocuparemos a continuacion.

1.1  Vectores Virales

Los vectores virales fueron los primeros en ser utilizados por
Stanfield Rogers y colaboradores' en el tratamiento de una deficiencia de la
enzima arginasa en fibroblastos de un paciente humano, utilizando el virus del
papiloma, descubierto por Shope’ (SPV) y por Steven A. Rosenberg y
colaboradores® en la regresion de melanomas metastasicos con linfocitos
infiltrantes T de tumor (TIL) e interleucina-2 (IL-2). Hoy en dia, son
considerados el medio mas efectivo de transferencia de genes en la
modificacion de un tipo celular especifico o tejido. Ademas, pueden ser
manipulados para expresar genes terapéuticos, lo que se denominan virus
recombinantes. Sin embargo, para ser empleados en terapia génica, que es el
tratamiento de una enfermedad mediante la introduccion de material genético
en las células, es clave suprimir la parte viral critica que asegure la
imposibilidad de su replicacion para que no pueda infectar a la célula y que,
asi, no genere patogenicidad. Ademas, deben poseer una baja toxicidad,
estabilidad en sus genes, especificidad con respecto a un determinado tipo
celular, facil produccion y eficiencia en la expresion génica. Una vez, se ha
realizado la pertinente modificacion del genoma del virus, se inserta el acido

nucleico con propiedades terapéuticas. Desgraciadamente, las modificaciones
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de virus suelen ser bastante complejas y solo se emplean sus variantes mas
simples: adenovirus® (Ads), retrovirus® (ej. y-retrovirus y lentivirus), poxvirus®
(ej. vaccinia virus), virus adenoasociados,” baculovirus,® y el virus simple del
herpes.” Todos ellos han sido modificados con éxito para ser empleados como

vectores en transfeccion.

El trabajo pionero en terapia génica in vivo fue realizado utilizando un
retrovirus como vector, en concreto para el tratamiento de leucemia en
roedores. La principal ventaja de los retrovirus es su capacidad para integrarse
en el genoma del huésped y, por lo tanto, mantener la expresion del gen
heter6logo durante periodos de tiempo prolongados. Sin embargo, su
incapacidad para infectar células que no se dividen y, especialmente, efectos
secundarios encontrados en ciertos ensayos del Sindrome de
Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID),'" han restringido sus

aplicaciones en este campo.

Aunque los lentivirus pertenezcan a la familia de los retrovirus,
presentan unas caracteristicas especiales. En contraste con los retrovirus
convencionales, pueden infectar también células que no se dividen y, por lo
tanto, se pueden aplicar para la expresion de células neuronales. En concreto,
muchos de los lentivirus que se utilizan estan basados en el virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH),'"' ya que éste permite la insercion de
fragmentos de genes de gran tamafio y proporciona una expresion a largo

plazo a través de una integracion a nivel cromosoémico.

Sin embargo, los vectores virales utilizados actualmente en mayor
proporcién son los basados en adenovirus (20,5 % de los ensayos en 2017).'
Estos pueden llevar una mayor carga de Acido Desoxirribonucleico (ADN)
que los retrovirus, pero esta capacidad aun siendo pequefia, permite la
insercion de ciertos genes requeridos para determinadas aplicaciones en
ensayos. Particularmente, los adenovirus con caracter oncologico se han

convertido en una reveladora promesa en terapias de tratamiento del cancer."
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Actualmente, se comercializan diferentes productos basados en
vectores virales.'” La administracion del estado chino ha aceptado el uso de
Gendicine para el tratamiento de células cancerosas de cabeza y cuello en
2003. En Europa, la Agencia Europea del Medicamento (EMA) aprobd en
2012 la comercializacion de Glybera® para corregir deficiencias en la
lipoproteina lipasa, asi como Strimvelis™ en la adenosina desaminasa (ADA)).
Recientemente, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados
Unidos (FDA) ha autorizado el empleo de Kymriah™ y Yescarta™ en
leucemia linfoblastica aguda y linfomas de células B y de Luxtuma™ en
distrofias retinales. Algunos mas se lanzaran al mercado en los préoximos
meses. Pero, debido principalmente a sus efectos secundarios, se persigue la
busqueda de vectores que sean mas seguros, viables y éticos para su empleo en

humanos.

1.2 Vectores no virales

La fuerte respuesta inmunologica que ocasionan los vectores virales es
uno de los inconvenientes que ha llevado a los cientificos a buscar alternativas
mas seguras. Por tanto, los vectores no virales se convierten en una eleccion
viable para el transporte de genes. Estos son normalmente seguros, es decir,
muestran una baja respuesta inmune. Ademads, pueden ser preparados
facilmente a bajo coste y en grandes cantidades. También pueden almacenar
diferentes tipos de genes, incluso de gran tamafio, durante prolongados
periodos de tiempo debido a su estabilidad. Desafortunadamente, su baja
eficiencia de transfeccion'® impide su aplicacién a mayor escala. Hay dos
grupos de métodos para realizar el transporte de ADN sin utilizar vectores

virales:

e Métodos fisicos son aquellos donde el ADN es liberado en el

lugar correspondiente sin utilizar ningun vector, s6lo mediante
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fuerzas de tipo fisico que debiliten la membrana celular y en
consecuencia, ésta sea mas permeable a la transferencia de los
genes."”

e Métodos quimicos, se emplean cuando el polinucledtido es
transportado al nicleo celular mediante un vector no viral, el cual

ha sido preparado a través de reacciones de tipo quimico."

En la década de los ochenta, los métodos fisicos se convirticron en una
alternativa a los vectores virales y métodos quimicos (fosfato calcico) para
superar las barreras extra e intracelulares que limitan la cantidad de ADN que
puede llegar a las células diana.'® El fundamento de la liberacion de genes
mediante este método se puede realizar con energia mecanica (bombardeo de
particulas o biobalistica),'” ultrasonica,'® eléctrica (electroporacion),”
inyeccion hidrodinamica® (transferencia de genes a alta velocidad) o en forma
de laser,” con el fin de crear puntos de rotura temporales en la membrana de la
célula diana, provocando dafios o defectos transitorios en ésta y permitiendo al
polinucledtido entrar en la célula por difusion (ver Esquema 1.1). Una de sus
ventajas es la simplicidad con respecto a los métodos quimicos o virales,
permitiendo la entrada al citosol de fragmentos de gran tamafio de acidos
nucleicos, asi como también de moléculas a las que las membranas no sean
permeables. Ademas, son efectivos para una o varias células diana en una
determinada zona de aplicacion y conllevan pequefios riesgos en la dispersion
de los agentes de transfeccion empleados. Sin embargo, es dificil el transporte
de los genes al nicleo debido a los pequefios poros creados para pasar a través
de la membrana y a la digestion enzimatica del ADN o Acido Ribonucleico
(ARN) libre, lo que resulta en una baja eficiencia de transfeccion y limita sus
aplicaciones clinicas. Por otro lado, provocan importantes dafios a las células,
dificultando su manipulacion a una escala de mayor tamafio, protocolos

laboriosos y es necesario emplear instrumental costoso.”
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Esquema 1.1. Métodos fisicos empleados en terapia génica.

Con el objetivo de superar las desventajas que poseen los métodos
fisicos y virales, los vectores quimicos se postulan como una alternativa
prometedora. Estos vectores deben presentar tres caracteristicas que mejoran
el transporte de genes dentro del nucleo celular: neutralizacion de las cargas
negativas del ADN, compactacion del polinucleoétido para reducir su tamafio y
proteccion del ADN del ataque de las nucleasas intracelulares. Estos objetivos
se pueden conseguir cuando el ADN es compactado mediante interacciones de
tipo electrostatico entre el propio polinucledtido, que se encuentra cargado
negativamente, y policationes; o bien encapsulandolo en polimeros

biodegradables o adsorbiéndolo en determinadas superficies.

Si la liberacion del material genético se lleva a cabo mediante
interacciones de tipo electrostatico entre el ADN cargado negativamente y un
polimero o lipido catiénico, se forma un complejo denominado poliplejo o
lipoplejo, respectivamente. La formacion de poliplejos se consigue a través de
la union de un polimero cargado positivamente a pH fisioldgico y el
polinucledtido, dando lugar a un complejo de tamafio nanométrico. En

consecuencia, la disminucion del tamarfio de las moléculas de ADN facilita la
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internalizacion celular y, por tanto, mejora la eficacia en la transfeccion.” Sin
embargo, el empleo de poliplejos como sistemas en terapia génica in vivo debe
salvaguardar ciertos obstaculos como la toxicidad, una baja eficiencia, la
polidispersidad del polimero y el desconocimiento acerca de los mecanismos
implicados en el transporte de genes mediante este tipo de métodos.**
Actualmente, los investigadores han centrado sus esfuerzos en la busqueda de
posibles soluciones a este tipo de dificultades, ya sea mediante el disefio de
estructuras poliméricas monodispersas y biodegradables, capaces de disminuir
la toxicidad del poliplejo, o profundizando en el entendimiento de los
mecanismos que tienen lugar en la transfeccién utilizando estos sistemas.”
Con esta idea en mente, se han utilizado diversos polimeros catiénicos, tanto
in vitro como in vivo, tales como poli-L-lisina,*® polietilenimina (PEI),”

poliamidoamina®’ (PAA), etc.

Por otro lado, es también de especial interés el estudio de los
lipoplejos para el desarrollo de nuevos sistemas que mejoren el proceso de
transfeccion. La formacion de estas estructuras compactas se encuentra
favorecida debido a las interacciones electroestaticas entre el lipido catidénico
empleado y los grupos fosfatos presentes en los acidos nucleicos. Por tanto,
estos complejos son capaces de interaccionar con las glicoproteinas y los
proteoglicanos de la membrana celular, lo cual facilita la liberacion de los
acidos nucleicos. Ademas, son capaces de superar el ataque de las nucleasas
extra e intracelulares. Sin embargo, el mayor problema de este tipo de sistemas
reside en su baja eficiencia y citotoxicidad que depende de la carga positiva

del lipoplejo.*®

Centrando la atencion en el campo de la Biomedicina, la
encapsulacion de moléculas activas, biomoléculas, en nanoparticulas
inorgénicas ha sido estudiada en profundidad con diversos propositos. Como
alternativa a la condensacion de moléculas de ADN en presencia de
policationes surge la encapsulacion de ¢éste mediante el empleo de

nanoparticulas formadas por un polimero biodegradable, permitiendo eliminar

7
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algunos de los limites en las estrategias de compactacion para la proteccion y
liberacion del acido nucleico seguidas hasta ahora. Este método conduce a la
formacion de estructuras esféricas nanométricas. Entre sus multiples ventajas
destaca la facilidad de eliminacion por parte del cuerpo debido a la
biodegradabilidad del polimero usado, asi como el control de la liberacion de
los acidos nucleicos y su adecuada proteccion. Desgraciadamente, en su
preparacion se utilizan disolventes organicos, altas temperaturas, etc., que
pueden destruir la informaciéon genética.” Ademas, presentan otras
desventajas como una baja eficiencia en el proceso de encapsulacion, la
degradacion del polimero en estas condiciones de trabajo y una liberacion
incompleta del ADN debido a su baja biodisponibilidad.*® Teniendo esto en
cuenta, se han buscado otros caminos altemativos para la transfeccion de
material genético. Asi, se ha encapsulado ADN vy, posteriormente se han
realizado experimentos in vivo, utilizando estructuras tales como micelas de
copolimeros en bloque,’’ emulsiones inversas,”* liposomas,” polimeros
naturales ensamblados capa a capa (LbL),** nanoparticulas organicas e
inorganicas, nanotubos de carbono (CNTs)” o nanoparticulas basadas en

silicio®® o hierro®’ superparamagnético.

En las ultimas décadas se han llevado a cabo estudios de transporte y
liberacion de ADN mediante el uso de microparticulas cationicas, sintetizadas
con polimeros y tensioactivos catidnicos, sobre las que se adsorbe el
polinucleétido.’® Los resultados han demostrado una mejora de la
biodisponibilidad del ADN y un aumento sustancial de la eficiencia de
encapsulacion.’® Desgraciadamente, las microparticulas se preparan en
condiciones tales que el ADN adsorbido sufre un proceso de degradacion

enzimatica, pese a la proteccion brindada por el polimero.*

Actualmente, cientificos de todo el mundo centran sus esfuerzos en el
desarrollo de nuevos vectores no virales mas seguros para ser usados con fines

terapéuticos.
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1.3 Terapia Génica

Entre los afios 1970 y 1980, aparecié una de las primeras técnicas que
fue precursora con fines terapéuticos en humanos y permitia la subclonacion
de genes procedentes de células mamarias en bacteriofagos y plasmidos
procariotas. Paralelamente, se llevaron a cabo investigaciones que utilizaban
vectores retrovirales en aves y murinos (subfamilia de los roedores) con el fin
de transferir genes en sus células mamarias. Sin embargo, los primeros
ensayos de transferencia de genes en humanos se realizaron a finales de 1980,
incluyendo el primer estudio de marcado genético de linfocitos T infiltrantes
de tumor (TIL)" y también de los linfocitos T de sangre periférica de

pacientes con inmunodeficiencia combinada (SCID).*

La terapia génica es simplemente un método basado en la introduccion
de un gen defectuoso o ausente dentro del ntcleo celular. Una vez en el
nucleo, tiene lugar su expresion mediante la maquinaria celular para producir
las proteinas necesarias que lleguen a corregir las condiciones patologicas
existentes. Uno de sus mayores problemas es introducir con éxito el material

genético dentro del nucleo, es decir, que tenga lugar una eficiente transfeccion.

En este sentido, surge un creciente interés en el desarrollo de nuevas
técnicas que permitan atravesar las membranas celulares y nucleares, ya que
éstas son las barreras mas importantes que deben superarse para conseguir una
transfeccion eficaz. La modificacion quimica o biologica, o el
empaquetamiento del material genético, se presentan como las estrategias mas
prometedoras. Actualmente, el método mas efectivo consiste en la utilizacion
de virus modificados que incorporan el ADN terapéutico en su estructura, los
cuales tienen la cualidad inmanente de actuar como llaves bioldgicas que
permitan su paso a través de las membranas y, en consecuencia, llegar al
nucleo. Sin embargo, debido a la limitada capacidad de carga, su respuesta

autoinmune y las inquietudes que rodean sobre su seguridad, de las que se ha
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hablado con anterioridad, se plantea una busqueda de nuevos vectores como

alternativas.

La liberacion del ADN, también denominada transfeccion, es un
proceso que consiste en varios pasos. Inicialmente, comienza con la
compactacion o condensacion del polinucleétido para su posterior
introduccién en el sistema circulatorio y liberacion en las células diana,
seguido por la internalizacion celular mediada por endocitosis, liberacion
endosomatica, transporte hacia el ntcleo y una decompatacion del complejo
vector/ADN antes de producirse la traduccion en células eucariotas y ejercer el

efecto terapéutico deseado (ver Esquema 1.2).

El primer paso esencial en el mecanismo detallado anteriormente es la
formacion del complejo vector/ADN y la consecuente compactacion del acido
nucleico. El ADN es un polielectrolito cargado negativamente, debido a la
presencia de grupos fosfatos en sus cadenas. En consecuencia, serd necesaria
la presencia de un vector cargado positivamente, para que las interacciones de
tipo electrostatico favorezcan la formacion del complejo (paso 1). Este paso
sera abordado en mayor profundidad en el apartado 1.5 de este manuscrito.
Tras la compactacion del polinucledtido, el complejo vector/ADN tiene que
atravesar la membrana celular, que al igual que los acidos nucleicos se
encuentra cargada negativamente (paso 2). Esta primera barrera es selectiva,
ya que las moléculas pueden entrar al interior de las células a través de
distintos procesos. La endocitosis es un mecanismo clave por el cual las
células incorporan particulas grandes o pequefas, dando Ilugar a la
invaginacion de la membrana citoplasmatica para formar una vesicula
denominada endosoma, que acaba desprendiéndose de la membrana para
incorporarse al citosol. Se ha constatado que las vias mas importantes en el
proceso de transfeccion mediante endocitosis son: i) endocitosis mediada por
receptores, 1i) endocitosis que no depende de receptores y iii)

macropinocitosis.*’
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Efecto terapéutico

Proteinas
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Proceso de transfeccion:

1. Compactacion del ADN

2. Endocitosis

3. Escape del endosoma

4. Crecimiento desde el endosoma al lisosoma
5. Degradacion de las endonucleasas

6. Entrada al nucleo

Esquema 1.2. Representacion simplificada de los pasos clave implicados en el
proceso de transfeccion que conducen a la expresion de nuevas proteinas con

fines terapéuticos.

La endocitosis mediada por receptor es también conocida como
endocitosis constituida por vesiculas de clatrina (proteina que forma el
recubrimiento de las microcavidades de las membranas celulares donde se
sitian receptores de lipoproteinas).* La endocitosis que no depende de
receptores se puede subdividir a su vez en endocitosis mediada por caveolinas
(proteinas integrales de la membrana plasmatica), endocitosis independiente

de clatrinas y endocitosis independiente de clatrinas y caveolinas. Es de
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especial relevancia conocer el mecanismo que regula el proceso de
internalizacion en las células durante la liberacion genética, ya que implica
una mayor eficacia y esta, a su vez, depende de la composicion del sistema

utilizado para el transporte y/o su tamafio.

Una vez se han formado los endosomas con los acidos nucleicos
(vector/ADN) en su interior, se debe producir su liberacion en el citoplasma y,
posteriormente, en el nicleo celular. Estos endosomas se fusionan con los
lisosomas (paso 4), que son organulos formados en el aparato de Golgi que
contienen enzimas hidroliticas y proteoliticas que se encargan de degradar
material intracelular de origen externo o interno que llega a ellos. El pH del
interior de los lisosomas es de aproximadamente 4.8, lo que provoca un
aumento de la capacidad hidrolitica de los endosomas provocando su ruptura y
la salida hacia el citoplasma del complejo vector/ADN. Parte de este complejo
sufrird una decompactacion, liberandose ADN que podra ser degradado por las
enzimas endonucleasas (paso 5). Sin embargo, una pequefia parte del complejo
vector/ADN atravesara la membrana nuclear, pudiéndose liberar el material

genético en el nucleo celular (paso 6).

La terapia génica se caracteriza por ser una técnica en continuo
crecimiento debido a la complejidad del proceso de transfeccion, a la multitud
de genes que se encuentran asociados a los diferentes estados de las
enfermedades, y a la gran cantidad de vectores disponibles que permiten la

expresion de estos genes.

1.4 Informacion genética

En cualquier organismo, su informacion genética se encuentra
almacenada en moléculas de ADN que estan constituidas por secuencias de
bases nitrogenadas y, por tanto, es necesario profundizar en el conocimiento

de esta molécula.
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1.4.1 ADN

El ADN es un 4cido nucleico que contiene las instrucciones genéticas
para el desarrollo y funciones de los organismos vivos. El principal papel del
ADN en la célula es el almacenamiento de esta informacion. Se trata de un
polielectrolito cargado negativamente debido a los grupos fosfatos que posee
en sus cadenas. Su estructura es el resultado de interacciones electrostaticas e
hidrofobicas entre los nucledtidos que forman parte de dicho polinucleétido.
Los nucledtidos estdn formados por la asociacion de un nucledsido (union
entre una base nitrogenada y una pentosa mediante un enlace N—glucosidico)

con acido fosforico mediante un enlace éster fosforico (Esquema 1.3).
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Esquema 1.3. Estructura de un nucledtido y las bases nitrogenadas que

conforman parte del ADN y ARN.

Existen dos tipos de bases nitrogenadas, complementarias entre si:
pirimidinas y purinas. El ADN contiene dos bases puricas: adenina (A) y
guanina (G), y dos bases pirimidinicas: citosina (C) y timina (T) (en el caso

del ARN, la timina es sustituida por uracilo).
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En los organismos vivos el ADN se basa en la union de dos cadenas
lineales antiparalelas, unidas a través de enlaces de hidrogeno entre pares de
bases complementarias, para dar lugar a la doble hélice, la cual existe en
varias conformaciones. La conformacion mas estable bajo condiciones
fisiologicas es una forma B-ADN (Esquema 1.4), en la que las cadenas se
disponen helicoidalmente con un didmetro de aproximadamente 20 A.
Presenta dos periodicidades a lo largo del eje. La primera periodicidad es de
3.4 Ay corresponde a la separacion entre las bases adyacentes. Las bases se
encuentran relacionadas por un angulo de rotacion de 36° por lo que la
estructura helicoidal se repite cada 10.5 pares de bases en cada cadena, es
decir, para un intervalo de 36 A, siendo ésta la segunda periodicidad. En la
estructura helicoidal se puede observar que hay un espacio de separacion entre
los grupos fosfatos que se conoce con el término de surco (groove). Debido a
la asimetria entre los pares de bases, existe una zona menos ancha para los
surcos (surco menor o minor groove) y otra mucho mas ancha (surco mayor o

major groove).

Existen ademas otras dos estructuras de ADN que han sido bien
caracterizadas mediante estudios cristalograficos y que estan presentes en la
naturaleza, la forma A-ADN y la forma Z-ADN (Esquema 1.4). El ADN
presenta una conformacion de tipo A, bajo condiciones de deshidratacion. Asi,
se producird este cambio estructural cuando el ADN forme un complejo con
especies de carga opuesta, es decir, cuando las repulsiones entre los grupos
fosfato del polinucleotido disminuyan. Esta estructura difiere de una de tipo B
debido a que presenta un angulo de rotacion de 20° con respecto al eje

perpendicular de la doble hélice.
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A form B form Z form

Esquema 1.4. A) Forma A-ADN (bajo condiciones de deshidratacion); B)
Forma B-ADN (la mas estable bajo condiciones fisiologicas); C) Forma Z-

ADN (presente en ciertos pares de base).

Por lo tanto, el A-ADN tiene un surco mayor mas profundo y estrecho
con respecto al B-ADN, y un surco menor que es mas accesible a las
proteinas, pero que contiene menos informacion estructural que el surco
mayor. También se caracteriza por ser una doble hélice mas corta y ancha que
la conformacion del B-ADN, pero tiene una alta densidad de carga. No se ha
podido demostrar la existencia de A-ADN in vivo. Sin embargo, es conocido
que los apareamientos hibridos de hebras ADN-ARN presentan mas bien una

conformacion A que B, siempre en condiciones fisiologicas (pH= 7).

La estructura de tipo Z difiere de los otros dos tipos de
conformaciones que adopta el polinucleétido, ya que presenta una doble hélice
levogira. Mientras que todos los nucledtidos a lo largo del B-ADN tienen la
misma conformaciéon, en una estructura de tipo Z se ven favorecidas
secuencias de nucleotidos que presentan alternancias de purinas y pirimidinas.
También esta presente esta conformacion en segmentos de ADN alternando

secuencias d(GC) o segmentos de ADN donde las bases han sido metiladas.
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En condiciones fisiologicas el Z-ADN es menos estable que el B-ADN debido
a las mayores repulsiones electrostaticas de los grupos fosfatos, ya que estos
se encuentran mas proximos entre si en una conformacion de tipo Z. Dado que
la estructura molecular del Z-ADN es considerablemente diferente a la del B-
ADN, la reactividad con otras moléculas también sera totalmente diferente.
Esta es la consecuencia de que una clase de proteinas se unan al Z-ADN y no
al B-ADN. El Z-ADN es una conformacién transitoria del polinucledtido,
aunque se han podido realizar algunos progresos sobre su posible papel

bioldgico.

El empleo de ADN plasmidicos se postula como alternativa a
polinucledtidos de cadena mas larga en terapia génica, ya que pueden

atravesar mas facilmente las diferentes barreras extra e intracelulares.

El término plasmido fue presentado por primera vez por el bidlogo
norteamericano Joshua Lederberg en 1952.* Se define como una pequefa
molécula de ADN de doble cadena circular (generalmente 1000-20000 pares
de base (bp)) y su replicacion es distinta a la del ADN cromosémico en una
célula. Estos existen naturalmente en las células bacterianas y, también, en
algunas células eucariotas. Un caso excepcional son los episomas que se
pueden replicar de forma autdonoma o ser insertados (mediante un proceso de
recombinacién) en el cromosoma del organismo que los porta y replicarse con

el mismo.

Existen plasmidos de diversos tamafios cuya funcionalidad es
diferente. En su forma mdas simple, los pldsmidos requieren un origen
bacteriano de replicacion, un gen de resistencia a los antibidticos y al menos
un sitio unico de reconocimiento de enzimas de restriccion (ver Esquema 1.5).
Ademas, este Ultimo elemento permite la clonacion de un fragmento
especifico de ADN. Estos elementos permiten la propagacion del plasmido
dentro de las bacterias y son capaces de seleccionar cualquier bacteria que no

porte al plasmido.
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Origen bacteriano de replicacion

Sitio de reconocimiento de
-=~""  enzimas de restriccion

/
Gen de resistencia a los antibioticos

Esquema 1.5. Representacion general de un plasmido.

La combinacion de estos elementos determina el tipo de plasmido. Los

mas comunes son:

e Plasmidos de clonacion. Son pequefios y se han optimizado
para facilitar la clonacion de fragmentos de ADN. Destacan
los vectores de entrada Gateway® y los vectores de clonacion
TOPO™.

e Pliasmidos de expresion. Se utilizan para la expresion de
genes (a los efectos del estudio de estos genes). Dichos
vectores pueden dirigir la expresion hacia varios tipos de
células.

o Plasmidos knock-down. Reducen la expresion de un gen
endogeno.

e Plasmidos informadores. FEstudian la funcion de los
elementos genéticos. Estos plasmidos contienen un gen
informador (por ejemplo, luciferasa o GFP) que ofrece

informacion acerca de la actividad del elemento genético.
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e Pliasmidos viricos. Son genomas procedentes de virus
modificados que se utilizan para entregar eficazmente material

genético a las células diana.

La principal ventaja de los plasmidos reside en una gran estabilidad, asi
como en sus propiedades de autoreplicacion y modificacion del gen que
deseemos estudiar. Se han utilizado con vectores no virales y se encuentran en
fase preclinica frente a enfermedades tales como cancer de melanoma,*

VIH,* fibrosis quistica,*” etc.

1.5 Proceso de compactacion

En sistemas biologicos, el ADN gendomico dentro de las células se
encuentra fuertemente compactado para poder distribuirse en un espacio de
tamafio micrométrico. Por tanto, este tema ha atraido la atencion y ha sido
estudiado en profundidad durante décadas. Se entiende por compactacion o
condensacion al proceso en el cual una molécula de ADN sufre una transicion
desde una conformacion en un estado elongado a una forma compacta o

globular.

En el siglo pasado, a principios de 1970, comenzaron los primeros
estudios teodricos y experimentales sobre la condensacion de ADN. Una gran
variedad de técnicas experimentales ha sido utilizada desde ese momento para
comprender los principios fisicos que rigen este fendomeno, asi como los
factores que controlan la compactacion in vitro e in vivo. Con el avance en el
tiempo y el progreso en el desarrollo de las microscopias, sobre 1990, fue
posible la visualizacion del plegamiento de las moléculas de ADN desde su
estado mas extendido a uno globular, ademas de permitir interpretar este

fenémeno de una forma mas precisa.
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El ADN en disolucion adopta una conformacion elongada debido a la
fuerte repulsion existente entre los grupos fosfato cargados negativamente que
forman parte de su estructura. Tras afadir una concentracion adecuada de
agentes de compactacion, el polinucledtido pasa a un estado condensado. Este
fenémeno fue estudiado en profundidad gracias a los estudios realizados por el
grupo del profesor Yosikawa, que fue pionero en el andlisis de este proceso a
nivel de moléculas individuales y permitio la identificacion de los diferentes
modos de compactacion (ver Esquema 1.6). El primer modo es el denominado
como fodo o nada, donde no existe un estado intermedio y a su vez coexisten
su forma elongada y compacta.*® Este comportamiento ha sido generalmente
observado cuando se inducen fuerzas de atraccion entre todos los pares de
bases a lo largo de la cadena del ADN, ya sea mediante la adiccion de
pequeios contraiones multivalentes o provocando situaciones desfavorables
entre las unidades monoméricas de ADN y el disolvente (ej. disolventes como
el etanol o polimeros neutros). El segundo modo se corresponde con un
cambio morfologico progresivo y ocurre cuando las fuerzas de atraccion son
bastantes fuertes entre el ADN y policationes que contengan en su estructura
mas de 10 mondémeros.” Por wltimo, el tercer mecanismo propuesto se
corresponde con el que presentan las cromatinas en células eucariotas y ha
sido reportado en experimentos in vitro en la literatura a través de

' Sin embargo, son posibles otros

nanoparticulas cationicas™ o dendrimeros.’
mecanismos o rutas intermedias entre los explicados anteriormente. Un caso
particular es la condensacion de ADN mediante tensioactivos catidnicos donde
coexisten moléculas de ADN compactadas y en su estado elongado, siendo un

comportamiento intermedio entre el primer y segundo modo.”
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Esquema 1.6. Representacion de los 3 principales modos de compactacion de

ADN in vitro.

1.5.1 Control del proceso de compactacion/decompactacion del

ADN mediante pardmetros fisicoquimicos

Entre la multitud de factores fisicoquimicos que pueden controlar el
fenémeno de condensacion del polinucledtido, asi como su decompactacion,
destacan: la concentracion salina, la constante dieléctrica (¢) del medio, la

temperatura y otros estimulos extermnos.

1) Un aumento de la concentracion salina puede inducir la
compactacion o decompactaciéon.” En presencia de iones
multivalentes (+3, +4) y poliaminas (espermina, espermidina),
se produce una inhibicién de la condensacion de las moléculas

de ADN al aumentar la concentracion salina. Sin embargo, en
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presencia de polimeros neutros como el polietilenglicol
(PEG), se ha observado un efecto inverso.

Este contraste entre los diferentes comportamientos
observados es atribuible a como se incorporan los iones que
proceden de las sales durante la transicion morfoldgica.

En el caso de los iones multivalentes, el plegamiento de las
cadenas de ADN se encuentra asistidlo mediante un
intercambio i6nico entre los cationes monovalentes del ADN
y los cationes multivalentes. En otras palabras, cuando el
polinucledtido se encuentra en su conformacion extendida, los
cationes multivalentes se encuentran unidos mas débilmente a
los grupos fosfatos de éste y por ello, en su presencia, el
polinucledtido se pliega y compacta. No obstante, si el PEG
esta presente, las hebras del polinucledtido se pliegan entre si
debido a un efecto de crowding o desplazamiento, que da
como resultado una distribucion de la carga negativa en la
superficie. Esto se traduce en una completa union de los
cationes monovalentes con los grupos fosfatos al aumentar la

concentracion salina.

Un incremento de la constante dieléctrica (¢) del medio
provoca la decompactacién del polinucleétido.’® El término
electrostatico del fenomeno de condensacion de moléculas de
ADN se encuentra estrechamente ligado a la constante
dieléctrica del medio en el que se encuentra disuelto (¢). Es
bien conocido que esta contribucion se contempla en la teoria
de Manning-Oosawa debido a un cambio en la longitud de
Bjerrum (Is), que es la distancia por debajo de la cual se
pueden formar pares ionicos. En presencia de iones

monovalentes y divalentes se ha observado que al disminuir el
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iii)

¢ del medio en mezclas alcohol/agua,”” se producia un
aumento del proceso de compactacion.

Un aumento de la temperatura puede dar lugar a la
compactacion o decompactacion.® Cuando las moléculas de
ADN son condensadas mediante poliaminas, como la
espermina o complejos de Co(NH3)s*", un aumento de la
temperatura favorece dicho proceso. Este fendmeno es
argumentado en base a que la contribucion entrdpica debida a
la sustitucion de los cationes monovalentes del ADN es mayor
en un estado compacto cuando aumenta T.

Un estimulo externo permite la modificacion de las cargas
del agente de compactacion, lo que permite controlar el
proceso. Cuando la valencia de un agente de compactacion
cationico es modificada in situ al aplicar un estimulo externo,
el plegamiento de las cadenas de ADN se puede ver
favorecido debido a un aumento de la valencia (de la carga)
del mismo. Este comportamiento ha sido demostrado
mediante reacciones redox Fe’”Fe’™ en presencia de
espermina,”’ variando el pH>® o complejaciones de espermina
y ATP/ADP.” Una disminucién de la valencia tendria el

efecto contrario.

1.5.2 Compactacion: tamaio, forma y estabilidad

El balance entre la energia superficial y la rigidez del ADN es un paso

crucial en el control de la forma del polinucledtido en el proceso de

compactacion. Este ultimo parametro puede ser modificado mediante la

adiccion de sales monovalentes que dan como resultado agregados mas

grandes.”” Entre las estructuras mas comunes citadas en la literatura se
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encuentran los toroides (estructuras con forma de donuts), globulos esféricos o

agregados en forma de barra, flor o raqueta.

Se puede considerar que la formacion de un estado condensado es
contraintuitiva, principalmente por dos razones. Inicialmente, es sorprendente
obtener un agregado estable y compacto de un sistema altamente cargado, es
decir, al comenzar el proceso de compactacion del ADN todavia permanece un
10 % de su carga original. En segundo lugar, es destacable que estos
agregados presenten un tamafio bien definido. La estabilidad de un estado
compacto se detalla en la revision de Bloomfield,®" donde tres contribuciones
repulsivas deben ser consideradas con respecto al término de energia libre: 1)
flexibilidad, siendo una caracteristica intrinseca de la rigidez del ADN de
doble hebra y representa ~+1/300ksT por pares de base (bp); ii) el término
entropico entre el polimero y el disolvente (+1/150ksT por bp); y iii) repulsion
electrostatica, estimada mediante la teoria de Oosawa (+1/24ksT por bp). Sin
embargo, no se tienen en cuenta las interacciones electrostaticas atractivas en
las descripciones de Debye-Hiickel y Poisson-Boltzmann, siendo
imprescindible considerar las fluctuaciones de los contraiones correlacionadas
a distancias cortas (-0.3ksT por bp). Teniendo en cuenta estas contribuciones
repulsivas y atractivas, la energia libre del estado compacto es del orden de -
0.05ksT por bp o -0.1 kJ/moles de bp a temperatura ambiente, el cual es un

valor compatible con un estado condensado estable.

Dos posibles causas permiten explicar el tamafio de los agregados de
ADN.%? Una de ellas es la termodindmica que contempla una energia libre
repulsiva a partir de los defectos topologicos intrinsecos de la linealidad del
polimero dentro del toroide. Y otra es la cinética, cuya barrera energética
aumenta con el tamano del agregado. Ambas contribuciones crecen
positivamente cuando se produce un incremento del tamafio del toroide, lo que
podria explicar el limitado tamafio de estos agregados. Experimentalmente, se
ha determinado que la longitud de persistencia, la cual es una propiedad

mecénica que permite cuantificar la rigidez de polimeros como el ADN, es
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dependiente de la concentracion de sal y de la presencia de zonas de
nucleacion.”® Mientras que la concentracion del agente compactante ejerce
normalmente un efecto despreciable sobre el tamafio de los agregados

compactados.

No obstante, es importante indicar en esta memoria las diferentes
moléculas que pueden actuar como vectores o agentes de compactacion,
debido a su influencia en este proceso. Se pueden citar nanotubos de carbono
(CNTs), nanoparticulas de distintos tipos, tensioactivos cationicos,
calixarenos, asi como micelas, vesiculas y liposomas. Especialmente, el uso
de moléculas anfifilicas como nanovectores ha centrado la atencion de

numerosos estudios en las ultimas décadas.

1.6 Moléculas anfifilicas

El término anfifilico proviene del griego (augic, amphis: ambos y
¢Wa, philia: amor, amistad). Estas moléculas también se denominan
anfipaticas y se caracterizan por poseer una parte lidfila y otra liofoba a la vez,
lo que les ha conferido unas propiedades caracteristicas han sido utilizadas
durante afios en numerosos campos de investigacion. Estas partes pueden ser

descritas como:

e Parte lidfila, esta constituida por una cabeza polar y presenta
una fuerte atraccion por el disolvente.
e Parte liofoba, suele estar formada por una, dos o tres cadenas

hidrocarbonas y presenta una baja atraccion por el disolvente.

Si el disolvente en el que se encuentran estas estructuras es agua, estas

partes se designan como hidroéfila e hidrofoba, respectivamente.
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Los lipidos son moléculas anfifilicas que llevan a cabo muchas de las
funciones bidlogicas clave, como formar parte de los componentes de las
membranas celulares, ser fuentes de almacenamiento de energia y participar
en mecanismos de sefalizacion celular. Este término es asociado a un grupo
de biomoléculas organicas que son insolubles al agua, pero solubles en

disolventes organicos (cloroformo, metanol, etc).

Los lipidos se clasifican en funcion de su estructura molecular en dos
categorias: saponificables, que contienen acidos grasos unidos a algun otro
componente, generalmente mediante un enlace tipo éster, y no saponificables,
que no contienen acidos grasos (terpenos, esteroides y prostaglandinas),

aunque también incluyen algunos derivados importantes de éstos (Esquema

1.7).

Prostaglandinas

OH

Esquema 1.7. Lipidos insaponificables.
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Los lipidos saponificables se subdividen en dos grupos: simples y

complejos.
e Lipidos simples son aquellos constituidos por acidos grasos y
un alcohol, como los acilglicéridos y ceras (Esquema 1.8).
Acilglicéridos
ﬁ
ﬁ C|:H2—O—C—R" 0
R——C——O0—CH 0 R /u\
| | oW
H,C—O0——C—R
R, R'y R": Acidos grasos R: (CHy),3.35CH; R': (CH,),3.35CH,

Esquema 1.8. Lipidos saponificables y simples.

e Lipidos complejos son aquellos en cuya composicion ademas
de un alcohol y uno o mas 4cidos grasos, se encuentra un
acido fosforico o un glicido. También son conocidos como
lipidos de membrana debido a que son los principales
constituyentes de las membranas celulares. En esta familia se
encuentran: fosfoglicéridos, fosfoesfingolipidos, cerebrosidos

y gangliosidos (Esquema 1.9).
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Fosfolipidos Esfingolipidos

) OH H
O CH,—O——C——R' HOH,C——C——C—OH
R—C—O—TH | TH ﬁH
H,C—O0——P——0——X O——(|3 CH
o R (CH)12CHs
R: Acido graso saturado R'": Acido graso insaturado R: Acido graso
Gangliésidos
CHs
OH
CH,OH H
OH SN Z
6 (CHOH),CH,0
OH NH\(O
R

OH

R: Acido graso saturado

Esquema 1.9. Lipidos saponificables y complejos.

Otro ejemplo de moléculas anfifilicas son los tensioactivos, que se
orientan preferentemente en la superficie. Se caracterizan por poseer dos
partes: una parte polar o hidrofila, que se denomina cabeza, y una parte apolar
o hidréfoba, conocida como cola, la cual suele estar constituida por cadenas
hidrocarbonadas (Esquema 1.10). Estas moléculas se orientan en la interfase
de una disolucion acuosa de tal forma que su cabeza polar se dirige hacia el
agua y la cola hidrofobica hacia el exterior. Como consecuencia de exceso en
la concentracion de tensioactivo en la superficie, se produce una disminucion
de la tension superficial del agua y es lo que explica la etimologia de este

término.
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parte hidrofobica

parte hidrofilica

Esquema 1.10. Estructura general de un tensioactivo.

Los tensioactivos se clasifican segin la naturaleza de la parte

hidrofilica en:

e Anio6nicos, presentan carga negativa, como por ejemplo
sulfatos, sulfonatos, carboxilatos, etc.

e Cationicos, con una cabeza hidrofilica cargada positivamente,
por ejemplo, los derivados del i6n trimetil amonio
(-N(CH3)3").

e Zwitterionicos, éstos contienen cargas positivas y negativas
en la misma molécula. Aunque se suelen denominar también
anfotéricos, en realidad no son sin6nimos. Los anfotéricos
cambian su carga con el pH, existiendo un determinado valor
del mismo, denominado punto isoeléctrico para el que no
tienen carga y se comportan como no i6nicos. Son
surfactantes zwitterionicos, aquellos que tienen como carga
negativa grupos sulfonatos y como carga positiva un grupo
amonio, ya que incluso a pH muy bajo conservan ambas
cargas. Un ejemplo tipico de anfotéricos son las betainas, que
son catidnicas en medio acido y zwitterionicas a pH basico.

e No ionicos, carecen de grupos polares cargados, pero poseen

grupos como los etoxilatos, -(OCH2CH2)mOH, que muestran
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gran afinidad hacia las moléculas de agua debido a las fuertes

interacciones dipolo-dipolo en los enlaces de hidrégeno.

Hoy en dia, se trabaja en el disefio de nuevas estructuras anfifilicas
supramoleculares cuyo comportamiento dependera de la naturaleza quimica de
los fragmentos hidrofilicos e hidrofobicos insertados, como las ciclodextrinas

y los calixarenos.

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos, obtenidos mediante
digestion enzimatica de almidon. Pueden estar formados por 6, 7 y 8 unidades
de glucopiranosa (o, By vy, respectivamente), con grupos hidroxilo primarios y
secundarios ubicados en el borde inferior y superior de una estructura con
forma de cono truncado (Esquema 1.11). El tamafio de la cavidad depende del
numero de unidades de glucopiranosa que las forma. Estas estructuras
presentan un caracter hidrofobico en su cavidad interior e hidrofilico en su
exterior. Ademas, se pueden insertar grupos idnicos y fragmentos

hidrofobicos, lo que les puede conferir un caracter anfifilico.

CAra primarna
#

cara sé::undarla
n=1 {0-CD), 2 (B-CD). 3 (-CD)

Esquema 1.11. Estructuras de las ciclodextrinas.
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Otro ejemplo de macrociclos que presentan una cavidad y pueden ser
funcionalizados son los calixarenos. Estos son oligomeros ciclicos (n=4, 6 y 8
unidades fendlicas, normalmente), que se obtienen mediante una reaccion de
condensacion entre aldehidos y fenoles y de ahi su similitud con las crateras
de caliz utilizadas durante la antigua Grecia (Esquema 1.12). En comparacion
con otros sistemas ciclicos, los calixarenos tienen una caracteristica peculiar
con respecto a su estructura: pueden adoptar diferentes conformaciones.® El
numero de conformaciones aumenta con el numero de unidades de benceno
que forman el sistema, aunque esto también depende del disolvente.®* Estas
estructuras macrociclicas pueden ser modificadas en sus bordes con el objetivo
de conferir a estas moléculas un caracter anfifilico, asi como diversas
propiedades como consecuencia de las multiples opciones existentes de
funcionalizacion. La principal aplicacion de las supraestructuras basadas en
calixarenos es el hospedamiento de pequefios iones en su interior. También

pueden actuar como transportadores de fArmacos o genes.”

RI
~1 /
L OR J,
n=4,6,8

Esquema 1.12. Estructura general de macrociclos basados en calixarenos.

Todas las moléculas anfifilicas mencionadas presentan una capacidad
de agregacion entre si para formar estructuras organizadas como son las

micelas esféricas, cilindricas o elongadas y vesiculas.
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1.7 Fendmenos de agregacion de moléculas anfifilicas

Una de las propiedades mas caracteristicas de las moléculas anfifilicas
es su capacidad para formar agregados en disolucion. La fuerza predominante
que causa este fenomeno se debe al efecto hidrofobico. Este término fue
acufiado por Charles Tandford® en la década de 1970 para explicar la
tendencia de las moléculas anfifilicas para formar agregados en disolucion
acuosa. Sin embargo, el principal argumento que permite comprender este
fenémeno es la entropia y las propiedades tnicas de las moléculas de agua.
Cuando un fragmento no polar se encuentra en agua, las moléculas de agua a
su alrededor tienden a crear una cavidad para acomodarla. Este las permite
organizarse entre si, aumentando el grado de estructura, lo cual es
desfavorable desde un punto de vista entropico. Cuando se produce la
agregacion, esta estructuracion desaparece, produciéndose un aumento de
entropia que contribuye disminuyendo la energia de Gibbs, lo que favorece la
asociacion de las moléculas. El efecto hidrofoébico es muy importante en la
naturaleza y es el motivo de la formacion de las membranas lipidicas, asi

como del plegamiento de proteinas y la agregacion de moléculas anfifilicas.

En agua, debido al efecto hidrofobico, los anfifilos forman distintas
estructuras (agregados), que minimizan el contacto de sus cadenas
hidrofébicas con las moléculas de agua. Si, ademas, la region hidrofila esta
cargada, se optimizan las repulsiones electroestaticas. El tipo de agregado no
solo depende de la naturaleza quimica de la especie, sino también de la
concentracion, de la temperatura y de la presion. A una concentracion muy
baja, se orientan formando una monocapa en la interfase agua/aire, es decir, la
parte hidrofébica se encuentra orientada hacia el aire y la parte hidrofobica
hacia la disolucion acuosa. A partir de una determinada concentracion, las
moléculas se asocian entre si para dar lugar a distintos agregados tales como

micelas esféricas o cilindricas, vesiculas, etc (Esquema 1.13).
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Dos parametros pueden ser utilizados para caracterizar los agregados. El
primero es la Concentracion de Agregacion Critica (CAC), que se define como
la concentracion necesaria de moléculas anfifilicas para formar algin tipo de
agregado en disolucion acuosa. Cuando es referido a micelas se conoce como
Concentracion Micelar Critica (CMC) y se utiliza el término Concentracion
Vesicular Critica (CVC) para vesiculas. El segundo pardmetro se corresponde
con el factor de empaquetamiento, que depende de la medida del tamafio de

los agregados de los anfifilos.

Interfase

228
5
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Esquema 1.13. Comportamiento de las moléculas anfifilicas en disolucion

acuosa.

El parametro de empaquetamiento propuesto por J. Israelachvili y
colaboradores,”” describe como se distribuyen efectivamente los lipidos

anfifilicos y viene dado mediante la siguiente ecuacion:
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p=—— (1.1)

donde Vo es el volumen ocupado por la cadena hidrofobica, 1o es la longitud de
la cadena totalmente extendida y ao es el area transversal de la cabeza polar
(ver Esquema 1.14). Este parametro permite predecir la tendencia de ciertas
moléculas a formar un determinado tipo de agregado. Hay que resaltar que el
comportamiento de estas especies es a menudo influenciado por las

propiedades del disolvente, la temperatura y la fuerza idnica.

4

/

Vo

Esquema 1.14. Representacion de los parametros moleculares de los que

depende el factor de empaquetamiento (p).

En la Tabla 1.1 se resume la morfologia del agregado en funcion del
valor de su parametro de empaquetamiento. Los valores de este factor pueden
ser p< 1, p = 1y p>1, que se corresponden con una forma cénica, planar y

conica invertida, respectivamente.
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Tabla 1.1. Valores del factor de empaquetamiento y agregados posibles.

Parametro de

Estructuras
empaquetamiento (p)
<1 /3 Micelas esféricas
1 /3 -1 /> Micelas cilindricas
1 /2 -1 Vesiculas
1 Bicapas planares
>1 Micelas invertidas

Una clasificacion de los agregados mas relevantes segin su

morfologia estructural es la siguiente:

34

Micelas esféricas, son asociaciones de moléculas anfifilicas en
disolventes polares con forma esférica. Las cadenas hidrofobicas se
orientan hacia el interior de la micela y las cabezas polares hacia la
disolucion, debido principalmente al efecto hidrofobico, como se
menciond anteriormente. Normalmente, tienen un tamafio de particula
entre 2 y 20 nm.*® Se forman de manera espontanea y se trata de un
equilibrio de dinamico, ya que continuamente se reorganizan entre si

(Esquema 1.15A4).

Micelas cilindricas, también conocidas como elongadas o en forma
de barra. Son agregados micelares formados por moléculas anfifilicas
cargadas y que contienen un mimero mayor de moléculas que las
esféricas. En ellas las repulsiones electrostaticas entre las cabezas
polares son menores porque la condensacion de los contraiones
condensados en la superficie del agregado es mayor que en las micelas

esféricas (Esquema 1.15B).
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Micelas inversas/reversas, tienen su origen en medios no polares y
las dos regiones de las moléculas anfifilicas presentan una orientacion
contraria a la mostrada en micelas esféricas. Aqui las cadenas
hidrocarbonadas estan expuestas al disolvente, mientras que las

cabezas polares se disponen hacia el interior del agregado (Esquema

1.15C).

Vesiculas, son estructuras esféricas formadas por una o mas bicapas
de moléculas anfifilicas naturales, donde las cabezas polares se
encuentran orientadas hacia el exterior y el interior de la fase polar.
Suelen estar constituidas por lipidos de doble cadena (fosfolipidos y
tensioactivos). Ademads, existen los liposomas, que son vesiculas
artificiales preparadas a partir de lipidos naturales y sintéticos. Ambas
palabras son empleadas en la literatura indistintamente y, debido a la

naturaleza de las moléculas anfifilicas empleadas en este trabajo de

investigacion, seran utilizados ambos términos (Esquema 1.15D).

I
S

Esquema 1.15. Estructuras de los agregados posibles en moléculas anfifilicas.

A) micela esférica; B) micela cilindrica; C) micela inversa y D) vesicula.
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1.8 Liposomas

El término liposoma deriva de dos palabras griegas: (lipos: grasa y
soma: cuerpo) y fueron descritos por primera vez a mediados de los afios 60

por A. Bangham y colaboradores.®’

Se han propuesto diferentes mecanismos para la formacion de
liposomas. Uno de los mas aceptados sugiere que la creacion de una bicapa en
un liposoma es una competencia entre dos efectos, la energia asociada a su
curvatura y la energia en el borde de la bicapa. En un fragmento plano lamelar
con un entorno hidréfilo, se mantendra una alta tension superficial en el borde
de esa capa lamelar. Aunque, la flexion puede reducir la energia en el borde,
también ocasiona un gasto energético debido a la curvatura. Para minimizar
ain mas esta energia, se requiere una alta temperatura que permite la
formacion de una esfera cerrada, situacion en la que se consigue que la energia
en el borde sea igual cero. En este punto, la energia de flexion es maximay la
energia libre de exceso por liposoma, parametro independiente del radio, es
igual a 8/K, donde K es la rigidez flexional. Esto permite explicar que
liposomas mas grandes se encuentren favorecidos energéticamente, mientras

que los de menor tamafio estén favorecidos entropicamente.

La composicion, asi como la naturaleza quimica de las cadenas
hidrocarbonadas y cabezas polares de los lipidos, temperatura y otros como el
pH y la fuerza idnica, son variables que contribuyen a la forma y tamafio final
de los agregados lipidicos. La estructura quimica de los lipidos es uno de los
parametros mas importantes. Los liposomas estdin compuestos normalmente
por lipidos de doble cadena, ya que su solubilidad es menor que los de cadena
simple (unas 10° veces menor), dando lugar a la agregacion de estas especies
al superar la CVC. Por ejemplo, la longitud de la cadena lipidica ejerce un
efecto notorio en la hidrofobicidad, disminuyendo el valor de la CVC cuando
aumenta la longitud. También se disminuye la CVC al aumentar la

temperatura de transicion de los lipidos. Ademas, dobles enlaces en cis o en
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trans en las cadenas hidrocarbonadas conducen a una disminucion dréstica de
la temperatura de transicion, aumentando la CVC. Un efecto importante en el
polimorfismo lipidico también es causado por la cabeza polar, en el que su

polaridad, carga y caracteristicas estéricas tienen un papel muy importante.

Ademas de las caracteristicas estructurales de los lipidos, la temperatura
también influye en las estructuras supramoleculares lipidicas resultantes. Cada
molécula lipidica tiene una temperatura de transicion de fase especifica
(también llamada temperatura de fusion o Tm), en la cual los lipidos sufren un
cambio de estado de una fase de tipo gel solido a liquido. En una fase de gel
so6lido, los lipidos presentan una disposicion regular y rigida, mientras que, en

una fase liquida, el desorden aumenta en la membrana.

El poliformismo de estas estructuras ha sido estudiado ampliamente, sin
embargo, comprender y controlar su formacion es una rama de creciente
interés para la comunidad cientifica. Estos agregados pueden presentar
morfologias con distintos tamafos y formas. Teniendo en cuenta el nimero de
bicapas (lamelas) y el tamafio de las vesiculas se pueden clasificar en distintos

grupos.

Cuando los liposomas poseen una unica bicapa o lamela, se dividen a su
vez en tres subgrupos, que dependen de su tamafio. Vesiculas unilamelares
pequetias (SUV), cuyo tamafio es inferior a 100 nm. Cuando el tamanio oscila
entre 100 nm y 1 micra se denominan vesiculas unilamelares grandes (LUV).
Se llaman vesiculas unilamelares gigantes cuando son mas grandes que una

micra (GUV).

Ademas, existen estructuras de mayor tamafio compuestas de varias
bicapas como las vesiculas oligolamelares (OLV), vesiculas multilamelares

(MLV) y vesiculas multivesiculares (MVV)™ (ver Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Clasificacion de los liposomas en funcion de la forma y el tamafio.

Numero de
lamelas Nombre Tamano/nm Esquema

SUvV 20-100

Unilamelares LUV 100-1000
GUV >1000

OLV 100-500

Multilamelares MLV 500-1000
MVV >1000

Teniendo en cuenta la composicion y el mecanismo de liberacion de
farmacos, los liposomas pueden ser también clasificados en liposomas
convencionales (anidnicos y neutros), liposomas con una larga circulacion en
sangre (stealth liposomes), polimorficos (sensibles a pH y temperatura, y
cationicos) y funcionalizados en su superficie con determinados ligandos que

son activos a ciertos receptores de las células.

1.8.1 Me¢étodos de preparacion de liposomas

Existen una multitud de métodos para la preparacion de estas

estructuras lipidicas unilamelares: dispersion simple,”’ evaporacion en fase
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reversa,”” congelacion-descongelacion y deshidratacion-hidratacion.”* Sin

embargo, presentan todos una serie de pasos comtines que son los siguientes:

il.
iii.

1v.

Formacion de la bicapa lipidica mediante la eliminacion de los
disolventes organicos en los cuales han sido disueltos los
lipidos.

Dispersion e hidratacion de los lipidos en medio acuoso.
Purificacion de las estructuras liposomiales resultantes.
Analisis, es decir, comprobacion de sus caracteristicas

fisicoquimicas.

El método de dispersion simple es uno de los mas utilizados y fue

detallado en 1965.”" Este permite la creacién de vesiculas unilamelares

pequeiias (SUV) que presentan aplicaciones con fines terapéuticos. Se

caracteriza por los siguientes pasos:

il.

Formacion de la bicapa, donde los lipidos son disueltos en
proporciones adecuadas, utilizando disolventes no polares
como el cloroformo, metanol o ciclohexano. Posteriormente,
el disolvente es evaporado mediante una centrifugadora-
evaporadora o una corriente de nitrogeno, obteniéndose una
fina pelicula formada por la bicapa lipidica sobre las paredes
del vial.

Hidratacion y dispersion de la bicapa lipidica, se realiza en
medios acuosos como agua o disoluciones tampon. La
hidratacion debe realizarse por encima de la Tm (temperatura
melting) del lipido durante 30 minutos y mediante agitacion
mecanica. Esto favorece que parte del agua quede atrapada en
la bicapa lipidica y el resto en el interior del liposoma, el cual
se forma espontaneamente en contacto con la disolucion

acuosa.
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iii.  Extrusion, se obtienen liposomas unilamelares con una baja
polidispersidad. Se pasan por un filtro de policarbonato de
tamafio de poro definido, en el cual quedaran atrapadas

aquellas bicapas que no han formado liposomas.

Los SUV también pueden ser sintetizados mediante métodos de
inyeccion de disolvente (éter o etanol). Los lipidos son disueltos en el
disolvente, que se anade lentamente sobre agua (caliente en el caso del éter),
con la ayuda de una jeringa conectada a una bomba. Subsecuentemente, el
disolvente es eliminado al aplicar vacio. So6lo en el caso del etanol, es
necesario emplear ultrafiltraciones para eliminar los restos de disolvente

debido a la formacion de azeotropos (alcohol/agua).

Sin embargo, ha sido demostrado que vesiculas multilamelares (MLV)
controlan mejor el proceso de liberacion de farmacos frente a las de tipo
SUV.” Uno de los métodos convencionales que permite la formacion de
MLVs se basa en la formacién de esférulas de disolvente.” Consiste en
mezclar vigorosamente una fase orgéanica que contiene fosfolipidos y una fase
acuosa durante 1 hora en condiciones de bajo vacio. Esto da lugar a una
emulsion de aceite en agua, formada por pequefias esferas de disolvente que
contienen lipidos. Posteriormente, la fase organica es eliminada por
evaporacion dando como resultado vesiculas de tipo MLV que tienen una
distribucion de tamafio monodispersa. Entre otros métodos convencionales
que dan lugar a este tipo de estructuras lipidicas destacan la hidratacién de
bicapas de fosfolipidos mediante un flujo hidrodindmico’’ y la hidratacion de

proliposomas.”

La correcta seleccion de un método u otro determinara el tamafio y la
lamelaridad de las vesiculas liposomiales resultantes. En este sentido, esta
seleccion va a depender de: 1) las caracteristicas y las concentraciones de los

lipidos, asi como la naturaleza de la especie que se quiere encapsular; ii) el
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tamafio, la polidispersidad y el numero de bicapas de las
vesiculas; iii) la composicion del medio de la dispersion liposomial; y iv) la

reproducibilidad en su preparacion.

Finalmente, se recomienda almacenar estas nanoestructuras lipidicas a

una temperatura de 4° C a pH= 7 para evitar su degradacion.

1.9 Transporte de material genético mediante el uso de

monomeros y agregados de moléculas anfifilicas

El proposito final del presente trabajo es, principalmente, el empleo de
moléculas anfifilicas basadas en macrociclos como vectores de liberacion de
material genético. Aunque también se estudiard, en algunos casos, el
encapsulamiento de farmacos antineoplasicos. Debido a sus caracteristicas
duales de reconocimiento molecular y autoensamblaje, los anfifilos
macrociclicos se han investigado cada vez mas como una nueva familia de
nanotransportadores de genes. Estas supraestructuras fueron consideradas
como “Tensioactivos con sitios de reconocimiento hospedador-huésped”,”
cuyas cavidades se encuentran funcionalizadas con grupos hidrofilicos e
hidrofobicos en su superficie exterior. Aprovechando esta comparacion con
los tensioactivos, la interaccion de los monoémeros y agregados de éstos con
ADN sera descrita debido a la escasez de literatura acerca de este tema con

calixarenos anfifilicos.

Cabe destacar que la interaccion de estas moléculas con el
polinucledtido origina cambios conformacionales. Estas transiciones en su
morfologia se producen como consecuencia de una neutralizacion de las
cargas negativas de los grupos fosfatos, asi como una disminucion del tamafio

de las moléculas de ADN.
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1.9.1 Interacciones de los monomeros de tensioactivo con ADN

Hoy en dia, las interacciones de los monomeros de tensioactivos
cationicos con ADN es un debate que genera controversia. En la literatura
existen dos teorias. En 2006, D. Zhu y R. Evans® sugirieron que estas
interacciones se originan como consecuencia de la formacion de agregados de
estas moléculas anfifilicas en disolucion y son estos agregados los que se unen
a los grupos fosfatos del ADN. Es decir, este proceso de autoasociacion de los
monomeros tendra lugar al alcanzar un determinado valor que se corresponde
con la CAC. En definitiva, los autores proponen que la interaccion
ADN/tensioactivo cationico depende de las interacciones hidréfobicas entre
las moléculas de surfactante, pero no de la union de los monémeros mediante
interacciones electroestaticas. Sin embargo, esta idea se contrapone con
resultados experimentales y tedricos que demuestran que los mondmeros
pueden interaccionar con el ADN Ttnicamente mediante interacciones
electrostaticas y posteriormente, se produce un efecto sinérgico que permite la
union de nuevos monomeros al polinucleétido (Esquema 1.16). Este efecto da
lugar a la formacion de agregados premicelares en la superficie del

polinucleétido al alcanzar la CAC.*!

Esquema 1.16. Representacion de las diferentes conformaciones morfoldgicas
en funcién de las interacciones tensioactivo catidnico/ADN segun la teoria

mas aceptada en base a datos experimentales y teoricos.
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Teniendo en cuenta que esta ultima idea es la mas aceptada por la
comunidad cientifica, se describe a continuacién de forma mas detallada un
posible mecanismo. Este modelo considera que, inicialmente, existen
interacciones electroestaticas entre moléculas de tensioactivo cationico y el
ADN cargado negativamente. Sin embargo, la posicion exacta donde se
producen estas interacciones no se conoce concretamente, pero parece ser que
esta union tiene lugar a través del nitrogeno de las bases debido a su alta
densidad electronica.” Este comportamiento favorece un caracter cooperativo,
que ha sido previamente observado,*’ y que va acompafiado de un cambio
conformacional del polinucleotido. Posteriormente, se dan interacciones
hidrofdbicas en el interior del ADN,*® formandose enlaces hidrofobicos. Este
efecto hidrofobico ocurre cuando se supera un determinado valor de la
concentracion de tensioactivo, denominada CAC. Esta tendencia de las
cadenas hidrofobas de los surfactantes a interactuar con el interior hidréfobo
del ADN es espontanea, dado que minimiza el contacto con las moléculas de
agua. Por otro lado, interacciones debidas al apilamiento de las bases estan
relacionadas con contribuciones entropicas que favorecen la union de las
cadenas hidrofobicas de los tensioactivos con el interior de la doble hélice del
ADN.

La cooperatividad se puede definir como el proceso de interaccion
mediante el cual un ligando se une a un determinado sitio en un receptor
(enzima, proteinas, ADN, etc.) e influye en la unién de otra molécula de
ligando en un segundo sitio. Este fendmeno es cuantificable a través de la
constante de interaccion (Kb) del ligando con respecto al sitio de union de la
macromolécula (Esquema 1.17). Aunque la interaccion entre monoémeros de
tensioactivos y ADN presenta un caracter cooperativo, en la naturaleza existen

diversos comportamientos con otras moléculas:

e Un efecto cooperativo se produce cuando es mas favorable la

union de una segunda molécula de ligando en una zona, donde
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previamente se encuentra asociada una primera molécula del
mismo. Como resultado, Kuvi>Kbu.

e Un efecto anticooperativo presenta un comportamiento
contrario al caso anterior, es decir, favorece la union de un
ligando en una region donde no existe previamente ninguna
otra molécula asociada. Por tanto, Kyi< Kua.

e Un efecto no cooperativo se caracteriza por la misma
afinidad de union de un ligando hacia una zona u otra,
independientemente de que previamente se haya asociado o no
otra molécula de éste y esto resulta en una similitud entre sus

constantes de interaccion (Koi= Kie).

@ — @

@ | 6—6 )6

Esquema 1.17. Representacion del fenomeno de cooperatividad en receptores

(proteinas, ADN, etc) desde un estado elongado (T) a un estado mas compacto

(R).
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Como resultado de las interacciones entre los mondmeros de
tensioactivos cationicos y el polinucledtido, se produce el fendomeno de
compactacion, donde se produce un cambio conformacional del ADN desde
un estado de doble hélice totalmente extendida a un estado globular, como

anteriormente se ha descrito.

1.9.2 Interacciones de micelas constituidas por tensioactivos con

ADN

Las caracteristicas de estos y otros agregados de moléculas anfifilicas ya han
sido detalladas en esta memoria. En esta seccidn, nos centraremos en sus
interacciones en presencia de polimeros tales como el ADN. Particularmente,
se trata de un tema que necesita ser estudiado, debido a la falta de informacion
en la bibliografia. Por lo tanto, surgen dudas acerca de este tipo de
interacciones, ya que las micelas son agregados dinamicos de mondmeros y
estos pueden unirse al ADN y resulta dificil cuantificar las contribuciones
correspondientes a cada de las partes de estos sistemas. Sin embargo,
recientemente se ha publicado un trabajo donde se ha estudiado la variacion de
la CMC de metalomicelas derivadas del tris(2,2’-bipiridil) rutenio (II)
([Ru(bpy)s]*") en presencia de ADN, demostrando que a una determinada
concentracion de polinucleétido ambas estructuras interaccionan con éste.™
También existen algunos estudios previos de miceloplejos, es decir, complejos
formados por micelas poliméricas y ADN. Este tipo de micelas se caracterizan
por contener copolimeros de bloque (bloques poliméricos dispuestos en una
secuencia lineal) de longitud variable. Cuando la longitud del copolimero es
mayor que el radio de la micela, la estructura de ésta difiere de la de micelas
convencionales formadas por tensioactivos. Los resultados sugieren que la
interaccion entre estas micelas y el polinucledtido depende de la longitud del

copolimero y de la relaciéon de concentracion micela/ADN, formandose
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miceloplejos bajo un control cinético o un control termodinamico, donde la
relacion de cargas y la fuerza iénica juegan un papel fundamental. La
formacion de estos complejos se debe a la asociacion del polinucleodtido en la
superficie de las micelas, actuando como un puente de unidon entre estos

agregados (ver Esquema 1.18).

Esquema 1.18. Interacciones entre micelas poliméricas cationicas y ADN

(miceloplejos).

1.9.3 Interacciones de liposomas constituidos por tensioactivos

con ADN

Normalmente el nombre que se emplea para los complejos resultantes
de las interacciones entre liposomas y ADN es el de lipoplejo, que procede de
la traduccion del término original en inglés (/ipoplex) y fue introducido en
1997 por P. L. Felgner y colaboradores.*® Se utiliza para denominar a los
complejos formados por un acido nucleico (ADN, ARN u oligonucle6tidos
sintéticos) y una composicion lipidica en la que se encuentra una proporcion
de lipido cargado positivamente. Dicha carga neta positiva en la superficie del

liposoma asegura la estabilidad de la formulacion, una caracteristica que se
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pierde gradualmente cuando la carga superficial se encuentra proxima a la

neutralidad, promoviendo fendmenos de agregacion y fusion.

La teoria DLVO fue desarrollada por Derjaguin, Landau, Verwey y
Overbeek en torno a los afios 40%”*¥ y permite explicar la estabilidad de las
suspensiones coloidales. Dicha estabilidad es el balance entre dos
componentes, fuerzas repulsivas de origen electroestatico y fuerzas atractivas
de London-van der Waals. La repulsion electrostatica es significativa cuando
dos particulas coloidales se acercan y sus dobles capas eléctricas se solapan.
El término atractivo corresponde a las interacciones de London-Van der Waals
y es el resultado de las fuerzas entre las moléculas en cada particula coloidal y
son aditivas. Por tanto, el valor neto de la interaccion puede ser atractivo o
repulsivo en funcion de la magnitud de estas dos fuerzas. Ademas, la
interaccion entre las particulas depende de la distancia, y suponiendo que las
particulas que interaccionan son muy grandes comparadas con los iones del
polielectrolito de su alrededor, pueden permanecer inmoviles en la disolucion.
Asimismo, esta teoria considera que la distribucion de carga en la superficie
del lipoplejo es uniforme, de modo que no explica aquellos casos en los que la

distribucion sea irregular.

Sin embargo, cuando se adicionan polielectrolitos cargados sobre una
disolucion de particulas coloidales cargadas, se producen dos fenémenos:
inversion de carga de la particula y condensacién del polielectrolito.*® Este
primer fendmeno ocurre cuando poliiones de carga contraria se depositan
sobre la superficie de la particula, pudiendo llegar a invertirse el signo de la
carga efectiva de la particula. En consecuencia, esta inversion coincide con un
segundo proceso que consiste en la formacion de agregados sobre la particula
y en la disolucién. El tamafio de los agregados aumenta con la concentracion
del poli-i6n hasta alcanzar un valor maximo que se corresponde con el punto
en el que la carga de la particula se anula. Si la concentracion de poli-ion sigue
creciendo, se invierte el signo de la carga y esta empieza a aumentar, y el

tamafio vuelve a su valor inicial o un poco mayor debido al grosor del
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polielectrolito depositado sobre la particula. Ademas, la formacion de los
agregados no depende de la naturaleza de las especies implicadas. Este
fenémeno se ha observado en multitud de sistemas tales como liposomas
catidnicos interaccionando con polielectrolitos aniénicos® y en liposomas
anidnicos-no i6nicos (niosomas hibridos) interaccionando con polielectrolitos

catidénicos.”

El proceso de formacion de los lipoplejos determina sus caracteristicas
fisicoquimicas y, consecuentemente, modula su actividad biologica. En los
ultimos afos, se ha llevado a cabo un considerable esfuerzo para obtener los
parametros que afectan a la formacion y la resultante estructura y morfologia
de estos complejos. Sin embargo, este mecanismo de formacion de los
lipoplejos es el primer paso necesario para entender como los complejos
lipido/ADN liberan el material genético en las células, y es considerado una
piedra angular para el desarrollo de nuevos sistemas de liberacion de genes en
el futuro. Estos complejos forman espontaneamente agregados
supramoleculares cuyo tamafio oscila entre 100 nm a 1 um. Diferentes
estudios han investigado la cinética de este proceso y es evidente la existencia
de varias etapas.”’ En un primer paso, que ocurre normalmente en cuestion de
milisegundos,”” los grupos fosfatos cargados negativamente interaccionan con
las cabezas catidnicas de los lipidos mediante interacciones electrostéticas,’”
que juegan un papel fundamental en la termodinamica de los complejos. En
consecuencia, se produce un aumento de la entropia debido a la deshidratacion
y liberacion de los contraiones unidos al ADN y a las superficies lipidicas
hacia la disolucion. La continua adiccion de liposomas hasta una determinada
concentracion y densidad de carga resulta en la fusion de las membranas
lipidicas y la condensacion del ADN. Como resultado, los lipoplejos son
estables cuando alcanzan un punto isoeléctrico con una molécula de lipido
catidonico por base de nucledtido cargada negativamente, es decir, cuando se
produce un fendmeno de inversion de carga o sobrecarga que fue previsto por

la teoria DLVO anteriormente mencionada.
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En una segunda etapa, cuando se siguen afiadiendo liposomas a los
lipoplejos ya formados, se ha demostrado que un exceso de polinucleotido
puede llegar a formar parte de estos complejos, mientras que un exceso de
lipidos no puede. Esto puede ser explicado en base a una barrera energética
repulsiva entre las cargas electrostaticas positivas de los liposomas y los
lipoplejos formados, que supera las fuerzas de London-van der Waals
atractivas de corto alcance y evita la agregacion y fusion de la membrana

lipidica.”

La cinética de agregacion puede ser modulada mediante Ia
concentracion total de los componentes y la temperatura, mientras que la
estabilidad de estos agregados depende de sus interacciones. Estas pueden ser
controladas mediante el tipo de lipido (y en el caso de las mezclas, la
composicion de la monocapa) y la relacion de carga, definida como la relacion
entre las cargas del lipido cationico y las cargas del ADN (L/D), y, también,
mediante las interacciones especificas entre las moléculas de ADN

(hidréfobicas y electrostaticas).

En especial, es importante controlar las interacciones electrostaticas y
el balance de cargas en la formacion de los lipoplejos, ya que determinan la
aplicacion de los liposomas como vectores eficientes en transfeccion génica.
Es fundamental entender estas interacciones electroestaticas mediante la
modificacion de la composicion de los liposomas. Esta composicion en
liposomas mixtos puede ser definida en funcién de la fraccion molar de lipido
cationico (o), que es igual a la relacion entre el de n® de moles de lipidos
cationicos y el n° de moles de lipidos totales. Sin embargo, la composicion en
lipoplejos influye en el balance de cargas y puede ser variada con respecto al
valor de L/D, anteriormente descrito. Como consecuencia, aparece un punto
de electroneutralidad para cada valor de o, donde la carga efectiva (Zer) es

igual 1 y por tanto, las cargas se igualan y el lipoplejo tendria una carga cero.

49



Capitulo 1. Introduccion

1.10 Nanotransportadores como vehiculos en la liberacion de

farmacos

Recientemente, los nanosistemas han recibido especial atencion en el
campo de la Nanomedicina para la liberacion de farmacos. Estos
nanotransportadores se dirigen eficazmente hacia la zona afectada,
controlando la biodistribucion inespecifica de los medicamentos en las células
y tejidos y su rapido metabolismo o excrecion del cuerpo. Debido al
impresionante progreso en Ciencia de Materiales y Farmacia, se ha disefiado
una amplia gama de nanotransportadores con diversos tamafos, morfologias y
propiedades. Se incluyen los liposomas,” nanoparticulas poliméricas,”
micelas,* dendrimeros,” nanoparticulas de oro,”’ calixarenos™ y estructuras
mesoporosas.” El tamafio de estos vectores es a menudo pequefio (desde unas
decenas a unos cientos de nandémetros) para permitir su administracion
parenteral (intravenosa, intraarterial, intramuscular y subcutanea) u oral y
promover su difusion dentro de la célula. Ademas, nuevas metodologias de
funcionalizacion de su superficie otorgan a los nanotransportadores la
capacidad de controlar, al menos en parte, su farmacocinética y
biodistribucion. Un ejemplo es el caso de la PEGilacion, que es el proceso de
union de cadenas de polietilenglicol (PEG), y que resulta en la repulsion
estérica de las opsoninas de la sangre (moléculas, como los anticuerpos, que
mejoran la fagocitosis) y proporciona una mayor vida util in vivo. Ademas,
causa una capacidad especifica de extravasacion a través del endotelio de los
tejidos inflamados. Cuando se hace una funcionalizacién con ligandos

biologicamente activos se facilita la seleccion de células especificas.

Actualmente, es un campo en auge y su principal objetivo es la mejora
de la administracion de farmacos, para hacerla mas eficiente en el tratamiento
de enfermedades como el cancer, Alzheimer, etc., intentando minimizar los

efectos secundarios.
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1.11 Objetivos

El principal objetivo de esta Tesis es la sintesis y caracterizacion de
nanosistemas, basados en el uso de diversos calixarenos funcionalizados, con
potencial uso como vectores no virales. Se ha investigado el uso de estos
macrociclos como nanotransportadores tanto de 4cido desoxirribonucleico

como del agente antineoplasico doxorrubicina.
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2.1 Materiales

Los reactivos utilizados en este trabajo de investigacion son los que se detallan

a continuacion:

e Cacodilato sédico trihidratado ((CH3):AsO,Na-3H,0) fue adquirido
en Sigma- Aldrich (CAS: 6131-99-3).

e Cloroformo (CHCI;) fue adquirido en Merck (CAS: 67-66-3).

e Cloruro sédico (NaCl) fue adquirido en Merck (CAS: 7647-14-5).

e Sal sdédica del acido 4-(2-Hidroxietil)piperazin-1-etanosulfénico
(HEPES: CgH;7N2NaO4S) fue adquirida en Sigma Aldrich (CAS:
75277-39-3).

e Metanol (CHsOH) para espectroscopia Uvasol® fue adquirido en
Merck (CAS: 67-56-1).

o Acetato de etilo (CH3COOC:Hs) para espectroscopia Uvasol® fue
adquirido en Merck (CAS: 141-78-6).

e Nitrobenceno (CsHsNO,) fue adquirido en Sigma Aldrich (CAS: 98-
95-3).
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e Bromuro de etidio (EtBr: C;Hx»BrN;) fue adquirido en Sigma
Aldrich (CAS: 1239-45-8). Es una sonda plana fluorescente que

destaca por su union espontanea al ADN! (Esquema 2.1).

Esquema 2.1. Estructura del bromuro de etidio (EtBr).

e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE: C4H7sNOgP)
fue adquirido en Avanti Polar Lipids (CAS: 4004-05-1). Se trata de
un fosfolipido zwitterionico a pH fisiologico (pH= 7.4), perteneciente
a la familia de las glicerofosfato etanolaminas que consiste en dos
cadenas de acido oleico (18 atomos de C) en las posiciones C-1 y C-2

del esqueleto del glicerol (ver Esquema 2.2).

Il
\/\/\/\/:\/\/\/\)ko/y\ //P\o/\/NHS
/\/\/\M/\/\/\’(O ”I,H ©
(e}

Esquema 2.2. Estructura del 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina

(DOPE).

¢ Doxorrubicina-HCI (DOX-HCI: C,7H29NO;;-HCI) fue adquirida en
Enzo Life Sciences (CAS: 25316-40-9). Es un antineoplasico de
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amplio espectro derivado de la familia de las antraciclinas y su
principal funcion es inhibir la accion de la topoisomerasa I, la cual

esta implicada en la division y el crecimiento celular (Esquema 2.3).

Esquema 2.3. Estructura de la doxorrubicina-HCI (DOX-HCI) cargada

positivamente a pH=7.4.

e Calixarenos-Schiff

Se caracterizan por la presencia en el borde superior o inferior de un
grupo funcional imina (R;R,C=NRj3), donde R; puede ser un H o un grupo
arilo o alquilo. Esto ha resultado en la formacidén de receptores que han
mostrado un gran potencial en el reconocimiento de cationes, particularmente
con metales de transicion.? En el presente estudio, se han empleado dos tipos
de calixarenos neutros a pH= 7.4, que han sido sintetizados por el grupo de la
Dra. Mary Deasy en el Institute of Technology Tallaght, Dublin (Irlanda)** y

sus estructuras se muestran en el Esquema 2.4.
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Esquema 2.4. Estructuras de los calixarenos-Schiff utilizados en esta tesis
(A:  5,17-(3-nitrobenzilidenamino)-11,23-di-tert-butil-25,27-dietoxicarbonil
metilenoxi-26,28-dihidroxicalix[4]areno (CssHeoN4O12-H,O) y B: 5,17-(9H-
Fluoren-2-il)metilenamino)-11,23-ditert-butil-25,27 dietoxicarbonil
metilenoxi-26,28-dihidroxicalix[4]areno (C72H7oN2Os-H,O).

e Calixarenos anionicos

p-sulfonatocalix[6]areno hidratado (C42H36024S6-xH,0), fue adquirido en Alfa
Aesar (CAS: 205652-55-7) (Esquema 2.5).

Esquema 2.5. Estructura del calix[6]areno anionico.
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e Calixarenos cationicos

Se han empleado una serie de calix[4]arenos cargados positivamente con
caracter anfifilico, variando la longitud de las cadenas alquilicas en el borde
inferior y la naturaleza del grupo cationico (amonio o metilimidazolinio) en el
borde superior, como se muestra en el Esquema 2.6. Los macrociclos que se
encuentran funcionalizados en su borde superior con un grupo
metilimidazolinio y 4 cadenas de 12 y 16 atomos de C, respectivamente en su
borde inferior, han sido adquiridos en Life Chemicals. Sin embargo, el
calixareno que posee un grupo metilimidazolinio en su borde superior y 2
cadenas de 3 atomos de C + 2 cadenas de 16 atomos de C en su borde inferior
ha sido sintetizado por el grupo del Dr. Vitaly Kalchenko del Institute of
Organic Chemistry of the National Academy of Sciences (NAS), Kiev
(Ucrania). Todos estos macrociclos se muestran en el  Esquema 2.6B. A
continuacion, se muestra su nomenclatura, formula quimica y abreviatura

utilizada en esta memoria:

e Tetracloruro de  5,11,17,23-Tetra(3-metilimidazolinio)-metilen-
25,26,27,28-tetradodeciloxicalix[4]areno (CocH143ClsNgO4 con ID de
producto (F1170-0374): (Imi2)4)

e Tetracloruro de 5,11,17,23-Tetra(3-metilimidazolinio)-metilen-25,27-
dihexadeciloxi-26,28-dipropoxicalix[4]areno (CgsH128C1aNgOs:
(Imy6Im3),)

e Tetracloruro de 5,11,17,23-Tetra(3-metilimidazolinio)-metilen-
25,26,27,28-tetrahexadeciloxicalix[4]areno (C;12Hig30ClsNsO4 con ID
de producto (F1170-0375): (Imj¢)4)
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R=(CH,);;CH3 (TEAC4) i) R1=(CH,);;CH3 Ry=(CHy)11CH;3 | (Imy),
ii) Rj= (CH;);5CH3 R,=(CH,),CH3 | (Imglms),
iii) R;=(CHy);sCH3 Ry=(CHy);sCH3| (Imy6)4

Esquema 2.6. Estructura de los macrociclos cationicos utilizados en esta

memoria.

A continuacion, se muestra en el Esquema 2.7, la ruta sintética llevada a
cabo para obtener el tetracloruro de 5,11,17,23-Tetra(3-metilimidazolinio)-

metilen-25,27-dihexadeciloxi-26,28-dipropoxicalix[4]areno (Imislms)..
/
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Esquema 2.7. Ruta sintética del calix[4]areno cationico ((Imjelms)s).
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Tetracloruro de 5,11,17,23-Tetra(3-metilimidazolinio)-metilen-25,27-
dihexadeciloxi-26,28-dipropoxicalix[4]areno (Imj;csIm3),. A una disolucion
de 260 mg de tetraclorometilcalix[4]areno® (0.226 mmol) en tetrahidrofurano
(8 mL) fue afiadida una disolucién de 135 mg de N-metil imidazol (1.60
mmol) en tetrahidrofurano (3 mL), bajo agitacién. La mezcla de reaccion fue
llevada a reflujo durante 18 h. Después de ser enfriada esta mezcla, fue
afiadido 10 mL de dietil éter y esta mezcla fue agitada durante 2 h. El
precipitado formado fue filtrado y redisuelto en metanol. El metanol fue
evaporado a presion reducida (0.05 mm Hg, 20 °C, 4 h) para obtener un sélido
de color ligeramente anaranjado (100 mg, 30%) (ver en Figura 2.1, Figura

2.2 y Figura 2.3).

"H NMR ((CD3),S=0, 399.98 MHz) & ppm: 0.94 y 0.81 (2 brt, 12H, -O-CH,-
CH,-(CH»)13-CH3, -O-CH,»-CH»-CH3), 1.44-1.09 (brs, 52H, 8H, -O-CH,-CH,-
(CH»)13-CH3), 1.84 (m, 8H, -O-CH,-CH,-(CH>)13-CH3s, O-CH,-CH,-CH3),
3.16 (brd, 4H, ArCHeqAr), 3.89 y 3.69 (2 s, 12H, -N-CH3), 3.90 y 3.81 (2 brt,
8H, -O-CH,-CH,-(CH»)13-CHs, -O-CH,-CH,-CH3), 4.28 (brd, 4H,
ArCHaxAr), 528 y 5.16 (2 s, 8H, Ar-CH»-N-), 7.03 y 6.84 (2 s, 8H, m-ArH),
7.92y 7.78 (2 brs, 8H, 4- y 5-imidazolil), 9.76 y 9.72 (2 s, 4H, 2-Imidazolil).

BC NMR ((CDs)S=0, 125.71 MHz) & ppm: 156.89, 156.43, 137.16, 136.98,
135.87, 134.92, 129.29, 129.16, 129.08, 128.97, 124.21, 124.15, 122.72,
122.50, 77.03, 75.28, 56.46, 51.98, 36.28, 31.78, 30.36, 30.15, 29.76, 29.71,
29.52,29.19, 26.07, 23.28, 22.56, 14.31, 10.63.

ESI-MS (m/z) calculado para CssH12sNsO4*": 334.28; encontrado: 334.25
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El calix[4]areno con grupos amonios fue sintetizado por el doctorando en
colaboracion con el grupo de la Dra. Inmaculada Robina Ramirez del
Departamento de Quimica Organica de la Universidad de Sevilla (Esquema

2.64).

Este vector lipidico basado en un calixareno policationico utilizado es el
tetracloruro de 5,11,17,23-tetratrietilamonio-metilen-25,26,27,28-
tetradodeciloxicalix[4]areno (Ci0sHis4ClaN4Os), referido en esta memoria
como TEAC4, se sintetizdo como se describe en la literatura,’® aunque el paso
de formilacion se realizo utilizando un procedimiento ligeramente modificado
al descrito en la bibliografia.”® Finalmente, la sal de amonio resultante de
calix[4]areno se obtuvo por primera vez. A continuacion, se detalla mas en
profundidad cada uno de los pasos (a-e) a seguir en la sintesis del receptor

(Esquema 2.8):

OHC CHOCHO CHO
A A AN A LA, A
() . Q) —» EHQ HE.
1
O

| N 1 1
OH OH HO o o 0 o)

+ + + +

OH OH,OH  OH cl QO cl NEt; NEtgNEts  NEts
¢ SN O\ d SN A\ N N
< . (L| 10 —¢ -~ O (A,
| ! ] 1 I !
o0 Q ]

acr

a: DMF-NaH/10 min, n-C;,H,sBr/15 h a 80 °C ; b: HMTA, TFA/reflujo ; ¢: NaBH,, EtOH, THF, r.t.,
18 h; d: SOCl,, r.t., 18 h; e: NEts, acetona/ reflujo, 2 dias

Esquema 2.8. Ruta sintética del calix[4]areno catiénico (TEAC).
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25,26,27,28-tetradodeciloxicalix[4]areno (a). A una disolucion de 2.22 g
(5.22 mmol) de calix[4]areno en DMF anhidra (44 mL) fue afiadido 0.97 g
(24.8 mmol) de NaH (62 % en aceite). Después de agitar durante 10 min a
temperatura ambiente, 6.23 g (24.8 mmol) de bromuro de dodecilo fueron
anadidos. La mezcla fue agitada durante 15 h a 80 °C. Luego, el disolvente fue
eliminado a presion reducida. Una mezcla de agua-hielo fue afiadida a la
mezcla de reaccion y agitada durante 1 h. El precipitado resultante fue filtrado
y lavado con agua y metanol. Este precipitado fue purificado mediante
recristalizacion en cloroformo/metanol (2 veces) y secado a presion reducida

para obtener 4.99 g (85%) de un sélido cristalino de color blanco.®

' HNMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 0.89 (t, *J = 6.68 Hz, 12H, CH3(CHa),0-
), 127-133 (m, 72H, CH3(CH1)sCH,CH,CH,O-), 1.88-1.93 (m, 8H,
CH,CH,0-), 3.14 (d, 3J = 13.38 Hz, 4 H, ArCH.Ar), 3.87 (t, 3] = 7.44 Hz,
8H, CH,0-), 4.44 (d, 2J = 13.29 Hz, 4H, ArCH,,Ar), 6.53-6.62 (m, 12H, Ha,).

ESI-MS (m/z) calculado para C76H2004Na: 1119.91; encontrado: 1119.91

5,11,17,23-tetraformil-25,26,27,28-tetradodeciloxicalix[4]areno (b). A una
disolucion de 4.61 g de hexametilentetramina (32.8 mmol) en TFA (42 mL)
fue agitada a 100 °C durante 10 min. Luego, 1.00 g de 25,26,27,28-
tetradodeciloxicalix[4]areno (0.91 mmol) fue afiadido y la mezcla fue agitada
a reflujo durante 2 dias. La mezcla fue enfriada a temperatura ambiente y
luego, se verti6 sobre una disolucion 1 M de HCI (109 mL) y CH2Cl, (37 mL),
y se agit6d vigorosamente durante 1 h. La mezcla fue extraida con CH,Cl, (100
mL) y su fase organica fue lavada con una disolucién saturada de NaHCOs y
NaCl (100 mL) hasta pH= 7.4, secado sobre Na,SO; y finalmente, el
disolvente fue eliminado a presion reducida. Sin embargo, este procedimiento
fue repetido una vez mas para obtener un sélido de color amarillo (950 mg,

86%, Ry = 0.36 (EtOAc : CH, 3:7)).*
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'H NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 0.88 (t, *J = 6.54 Hz, 12H, CH3(CH,),,0-
), 1.26-1.36 (m, 72H, CHs(CH,)sCH,CH,CH,0-), 1.88 (m, 8H, CH,CH,0-),
3.34 (d, 2T = 13.95 Hz, 4 H, ArCH.Ar), 3.96 (t, 3] = 7.38 Hz, 8H, CH,0-),
4.49 (d, 2] = 13.77 Hz, 4H, ArCHaAr), 7.15 (s, 8H, Har), 9.58 (s, 4H,CHO).

ESI-MS (m/z) calculado para CgoH200sNa: 1231.89; encontrado: 1231.89

5,11,17,23-tetrametilhidroxi-25,26,27,28-tetradodeciloxicalix[4]areno (c).
Bajo atmoésfera de argoén, etanol absoluto (20 mL) fue afiadido a una
disolucion en agitacion de 950 mg de 5,11,17,23-tetraformil-25,26,27,28-
tetradodeciloxicalix[4]areno (0.79 mmol) en THF seco (4 mL). Luego, 1.02 g
de NaBH4 (27.5 mmol) fueron afiadidos a 0 °C y la mezcla se agité durante 18
h a temperatura ambiente. La mezcla fue disuelta en CH,Cl, (43 mL) y se
afadié posteriormente una disolucion 1 M de HCI (79 mL) y fue agitada
durante 1 h. Luego, la mezcla fue extraida en CH>Cl,. La combinacion de las
fases organicas fue lavada con una disolucion 1 M de HCI (3 x 100 mL) y una
disolucién saturada de NaHCO; y NaCl (300 mL) hasta pH= 7.4 y se secd
sobre Na,SOs. El disolvente fue eliminado a presion reducida. El crudo de
reaccion fue purificado mediante columna de cromatografia (DCM : MeOH,
20:1— 15: 1) para dar un sélido de color blanco (426 mg, 45%, Rr=0.28
(DCM : MeOH, 15:1)).”

'H NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 0.88 (t, *J = 6.57 Hz, 12H, CH3(CH),,0-
), 1.27-1.36 (m, 72H, CH3(CH2)eCH,CH,CH,0-), 1.93 (m, 8H, CH,CH,O-),
3.16 (d, 2J = 13.11 Hz, 4 H, ArCHAr), 3.87 (t, °J = 7.56 Hz, 8H, CH,O-
),4.34 (s, 8H, ArCH,OH), 4.43 (d, *J = 13.08 Hz, 4H, ArCH.\Ar), 6.76 (s, 8H,
Har)

ESI-MS (m/z) calculado para CsoHi250sNa: 1239.96; encontrado: 1239.95
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5,11,17,23-tetrametilcloruro-25,26,27,28-tetradodeciloxicalix[4]areno (d).
Bajo atmosfera de argdn, 1.7 mL de cloruro de tionilo (24.0 mmol) fueron
anadidos a 5,11,17,23-tetrametilhidroxi-25,26,27,28-tetradodeciloxicalix[4]
areno (0.4 mmol) en CHxCl; seco (13 mL) y la mezcla fue agitada durante 18
h a temperatura ambiente. Esta fue concentrada a presion reducida y el solido
resultante fue disuelto en CH,Cl, (58 mL), lavado con una disolucién saturada
de NaHCO; hasta pH= 7.4 y secado sobre Na,SOs. El disolvente fue eliminado
a presion reducida para obtener un sélido de color amarillo palido (412 mg,

91%).”

"H NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 0.88 (t, *J = 6.71 Hz, 12H, CH3(CH,),0-
), 1.27-1.36 (m, 72H, CH3(CH2)yCH>CH,CH,0O-), 1.89 (m, 8H, CH,CH,O-),
3.13 (d, 2J = 13.41 Hz, 4 H, ArCHAr), 3.86 (t, °J = 7.50 Hz, 8H, CH,O-
),4.30 (s, 8H, ArCH,Cl), 4.40 (d, 2J = 13.26 Hz, 4H, ArCHaxAr), 6.65 (s, 8H,
Har)

ESI-MS (m/z) calculado para CgoH24Cl4O4Na: 1311.82; encontrado: 1311.81

Tetracloruro de 5,11,17,23-tetratrietilamonio-metilen-25,26,27,28-
tetradodeciloxicalix[4]areno (TEAC4) (e). Una disolucion de 412 mg de 5,
11,17,23-tetrametilcloruro-25,26,27,28-tetradodeciloxicalix[4]areno (0.32
mmol) y 2.3 mL de trietilamina (16 mmol) en acetona (66 mL) fue agitada a
reflujo durante 2 dias. Luego, la mezcla fue enfriada a temperatura ambiente y
el disolvente fue eliminado a presidon reducida hasta conservar
aproximadamente 7 mL de disolvente. El precipitado resultante fue filtrado y
lavado con acetona fria (15 mL) y secado a vacio para dar un so6lido blanco

(307 mg, 57 %) (ver en Figura 2.4, Figura 2.5y Figura 2.6).

'H NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 0.87 (t, *J = 6.70 Hz, 12H, CH3(CH,),,0-
), 1.07-1.56 (m, 108H, CH3(CH2)sCH,CH.CH,O- and N*(CH,CHs)s), 2.00
(m, 8H, CH,CH,0-), 3.32 (m, 21H, ArCHeAr and N CH,CHs)s), 3.86 (t, °J
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= 7.70 Hz, 8H, CH,0-), 4.37 (d, 2J = 12.63 Hz, 4H, ArCHaAr), 4.83 (s, 8H,
ArCH,NE;), 7.58 (s, SH, Har)

3C NMR (CDCls, 125 MHz) & ppm: 157.50, 135.25, 134.17, 122.83, 76.08,

62.81, 53.45, 32.08, 30.56, 30.15, 30.00, 29.97, 29.90, 29.55, 26.37, 22.82,
14.23,8.76

ESI-MS (m/z) calculado para Ci04sH;34N4O4*": 388.60; encontrado: 388.61
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ADN de timo de ternera (calf thymus: ct-DNA) fue adquirido en
Sigma-Aldrich (CAS: 73049-39-5) y se encuentra en forma de sal
sodica liofilizada (41.9 % moles de G-C y 58.1 % moles de A-T). La
concentracion de polinucledtido se expresa por pares de bases y fue
determinada espectrofotométricamente a partir del valor del
coeficiente de extincion molar (6600 mol 'dm*cm™" a 260 nm).” Se
comprobd que su longitud es de aproximadamente 10,000 pares de
bases (bp) por molécula de ADN mediante un gel de electroforesis.'”
Ademas, se confirm¢6 la ausencia de proteinas en las disoluciones
preparadas mediante la relacion de absorbancias a 260 y 280 nm, ya

que presentaban valores entre 1.8 y 1.9.!!

Todos los reactivos comerciales empleados fueron de grado
analitico y han sido utilizados sin ninguna purificacion. Ademas, todas
las disoluciones han sido preparadas a fuerza iénica y pH constante
(mezcla tampén HEPES 40 mM, HEPES 10 mM o cacodilato, a pH=
7.4), utilizando agua desionizada con una conductividad <107® S-m™!

mediante un sistema Millipore Milli-Q.
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2.2  Métodos

En el presente trabajo de investigacion han sido utilizadas una multitud

de técnicas para caracterizar cada uno de los sistemas estudiados.

2.2.1 Espectrofotometria de absorcion UV-vis

Es una técnica espectroscopica fundamental para la caracterizacion
fisicoquimica de los sistemas en estudio. Los espectros de absorbancia fueron
obtenidos mediante un espectrofotometro CARY 500 SCAN UV-Vis-NIR
(Varian) que se encuentra conectado a un ordenador (Esquema 2.9). Los datos
fueron registrados cada 1 nm segln el rango del espectro electromagnético
estudiado para cada sistema. Una cubeta estandar de cuarzo de 10 mm fue

utilizada para estas medidas.

Litrow Double
Manochremator

for extended
dnamic tange

Esquema 2.9. Funcionamiento de un espectrofotometro CARY 500 SCAN
UV-vis-NIR (Varian)."?
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La temperatura se mantiene constante mediante una cémara

termostatizada conectada a un criostato de flujo Lauda.

2.2.2 Espectrofluorimetria

Las medidas de fluorescencia fueron llevadas a cabo en un
espectrofluorimetro Hitachi-F-2500 conectado a un ordenador para la
adquision y analisis de los espectros (Esquema 2.10). La temperatura se
encuentra controlada a 298.15+0.15 K 6 303.15+ 0.15 K, dependiendo del
capitulo, mediante un bafio con termostato de inmersion J.P. Selecta, S. A. Las
experiencias fueron realizadas en funcion del sistema estudiado, variando el
potencial de la lampara (400 o 700 V), la longitud de onda de excitacion (Aexc),
las rendijas de excitacion y emision (2.5, 5, 10 6 20 nm), la velocidad de
barrido (1500 nm/min) y el rango del espectro electromagnético a estudiar.

Una cubeta estandar de cuarzo de 10 mm de paso optico fue empleada.

E-sids dilfraction graling

EM-side diffraction graling

Cmissan-side st _,ﬂ
L s

|’x,. lamp Sample cell Photormultiplice tube

Esquema 2.10. Sistema 6ptico de un Hitachi-F-2500 (Hitachi, Ltd).
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2.2.3 Dicroismo circular (DC)

Se trata de una técnica espectroscopica de absorcion electronica basada
en el cambio de configuracion electronica molecular de un estado fundamental
a un estado excitado debido a la absorcion de radiacion electromagnética
polarizada. Su sefial se obtiene como la diferencia entre las absorbancias de la
luz polarizada circularmente hacia la izquierda y hacia la derecha. Es aplicable
en sustancias opticamente activas (quirales), es decir, que no disponen de un
plano de simetria y no son superponibles con su imagen especular. Las
medidas de dicroismo circular (DC) fueron realizadas mediante un
espectropolarimetro Biologic Mos-450 (Esquema 2.11). Se utiliz6 una cubeta
de cuarzo estandar de 10 mm de paso de luz. Cada espectro se obtuvo a partir
de un promedio de 10 barridos a una temperatura fija de 298.15+0.15 K o
303.15+ 0.15 K con un tiempo de equilibrado de 5 minutos antes de cada

barrido.

La temperatura se mantiene constante mediante una céamara

termostatizada conectada a un criostato de flujo Lauda.

Los espectros obtenidos se expresaron en términos de elipticidad

molar, que se define mediante la siguiente ecuacion:

— Bobs
o= ToCL 2.1)

donde O,s es la elipticidad observada (en miligrados), C es la concentracion

molar de la especie dpticamente activa y L es la longitud de la cubeta en cm.
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sample

circularly differentially-
polarized light  absorbed CP
(alternating L&R)

Esquema 2.11. Equipo de dicroismo circular Biologic Mos-450 e ilustracion
de su funcionamiento.”® Leyenda: S, fuente; M, monocromador (selector de
longitud de onda); PEM, modulador fotoelastico que produce luz polarizada
hacia la izquierda y hacia la derecha alternativamente; PMT, fotomultiplicador

(detector).

2.2.4 Potencial Zeta ()

El potencial zeta ({) se define como el potencial en el limite del plano
de deslizamiento o cizallamiento hidrodinamico que rodea a la superficie de la
particula. Este limite se encuentra entre la capa difusa, donde los iones estan
unidos menos fuertemente, y la region interior de los iones mas fuertemente

unidos, la capa de Stern (Esquema 2.12). Ademas, se encuentra relacionado
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con la estabilidad en sistemas coloidales segun la teoria DLVO,'*!3

anteriormente descrita en el Capitulo 1.

SLIPPING PLANE
——

0
Tl

a___

SURFACE POTENTIAL
STERN POTENTIAL

-ZETA POTENTIAL

DHSTANCE FROM PARTICLE SURFACE

Esquema 2.12. Representacion del punto del potencial zeta en el modelo de

doble capa.'®

Este potencial se obtiene a partir de las medidas experimentales de la
movilidad electroforética () de estas particulas cargadas cuando se mueven
en el seno de un campo eléctrico y esta relacion es dada por la ecuacion de

Henry:

b= S £(K) 2.2)

donde ¢ es la constante dieléctrica del disolvente, 1 es la viscosidad del liquido

dispersante, y f(Ka,) es la funcion de Henry (generalmente 1 o 1.5).

Comunmente, la aproximacion de Smoluchowski de la ecuacion de

Henry (2.2) es empleada para la determinacion de disoluciones acuosas con
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una concentracion de electrolito moderada, para el cual f(K,) tiene un valor de

1.5. Por tanto, la ecuacion queda expresada de la siguiente forma:
{e
= 2.
W=7 (2:3)

Los experimentos de potencial zeta se llevaron a cabo con un Zetasizer
Nano ZS Malvern Instrument Ltd. (Reino Unido), que se encuentra en el
servicio de Caracterizacion Funcional de los Servicios Generales de
Investigacion de la Universidad de Sevilla (CITIUS). Este equipo mide la
movilidad electroforética de la muestra a partir de la velocidad de las
particulas utilizando un velocimetro laser Doppler (LDV). Se empled una
cubeta DTS1070 con un capilar de policarbonato y se realizaron 10
repeticiones para obtener el valor promedio de potencial zeta a 298.15+0.15 K

(Figura 2.7).

Figura 2.7. Zetasizer Nano ZS Malvern Instrument Ltd. (Reino Unido) del
servicio de Caracterizacion Funcional de los Servicios Generales de

Investigacion de la Universidad de Sevilla (CITIUS).

2.2.5 Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

Esta técnica evalua el didmetro hidrodinamico de particulas que hay en

disolucion, y su comportamiento en funcion de la temperatura. El diametro
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hidrodinamico, o diametro de Stokes-Einstein, esta definido como el diametro
de una esfera rigida hipotética cuya velocidad de difusion es la misma que la
media de las velocidades de difusion de sus diferentes orientaciones espaciales
con un comportamiento Browniano. Se expresa mediante la ecuaciéon 2.4. Este
diametro se calcula a partir de datos de los coeficientes de difusion obtenidos
mediante medidas de DLS.

_ kpT
6mnnr

(2.4)

donde kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta del fluido,

n es la viscosidad del fluido y r es el radio hidrodinamico de la particula.

En la practica, las moléculas no son rigidas ni esféricas, sino que se
comportan como especies dindmicas que pueden interactuar con el disolvente
en el que estan disueltas. Por este motivo, el radio calculado es indicativo del
tamafio aparente teniendo en cuenta los procesos de atraccion y asociacion con

las moléculas del disolvente, y de ahi su nombre de radio hidrodinamico.

Estas medidas se realizaron en el mismo equipo que determina el
potencial zeta (Figura 2.7). En este caso, la muestra fue iluminada con un
laser con una disposicidon de deteccion fija de 90 ° al centro del area de la
celda, y se analiz6 la fluctuacion en la intensidad de la luz dispersada. Los
resultados obtenidos fueron el promedio de 10 medidas y se emple6 una

cubeta de policarbonato DTS1070 a una temperatura de 298.15+0.15 K.

2.2.6 Viscosimetria

Las propiedades macroscopicas de los sistemas microheterogéneos
pueden ser facilmente medidas mediante viscosidades.!” Este tipo de medidas

son consideradas como las pruebas menos ambiguas y mas criticas de un
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modelo de uniéon en disolucion en ausencia de datos estructurales
cristalograficos. Con respecto a las disoluciones de ADN, se pueden distinguir
los distintos modos de unién de un ligando con el polinucleétido a partir de
este tipo de medidas. Asi, la intercalacion provoca un aumento de la longitud
del polinucleotido al separarse las hebras de ADN y esto produce a su vez un
aumento de la viscosidad de la disolucion.'® Por el contrario, si es una unién
de tipo groove o electrostatica no ocurre un aumento de la longitud del

polinucleotido, sino una disminucion o constancia de dicha propiedad.”

La relacion de viscosidades en el polinucleétido se puede calcular a

partir de la siguiente ecuacion:

L== 2.5)

donde t y ty es el tiempo observado en presencia y ausencia de ligando.

Los experimentos de viscosidad se llevaron a cabo en un
microviscosimetro de Ostwald (Figura 2.8) sumergido en un bafio de agua
termostatizado a la temperatura de trabajo (T= 298.15+0.15 K). Las medidas

se repitieron al menos 10 veces.

Figura 2.8. Imagen de un microviscosimetro de Ostwald (Sibata Scientific

Technology).
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2.2.7 Medida de la temperatura melting (Tm)

La temperatura melting o de desnaturalizacion de un polinucleotido se
define como la temperatura a la cual ocurre la disociacion de la doble hélice
del polimero y pasa a formar ADN de una sola hebra. A partir del estudio de la
desnaturalizacidon térmica se puede obtener informacion sobre la naturaleza de
la interaccidon que existe entre un ligando y el polinucledtido, asi como de los
posibles cambios estructurales y la flexion que sufre el ADN como resultado
de dicha interaccion.?’ Se sabe que la intercalacion produce un alargamiento y
un aumento de la flexion de la doble hélice del ADN, generando una
desorganizacion del apilamiento de las bases y una estabilizacion de la forma
B del ADN. Cuanto mayor es la estabilizacion, mayor es la temperatura
necesaria para separar las hebras del polinucleotido. Sin embargo, una union
de tipo groove o electrostatica produce una desestabilizacion en la doble hebra

y por tanto, provoca una disminucion de la temperatura melting.

El estudio de desnaturalizacién térmica se realizd mediante un
espectrofotometro Biologic equipado con un controlador de temperatura
Peltier (Esquema 2.11). El aparato tiene un programa de temperatura para
controlar la velocidad de cambio de temperatura durante los experimentos. La
rampa de temperatura fue de 0.2 ° C min~ . La tabla de registro muestra las
diferencias de temperatura y absorbancia entre la referencia y las muestras a
260 nm. Todas estas medidas se realizaron a una concentracién fija de ADN

de 1.20 x 10~ mol dm~>.
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2.2.8 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) estudia el
comportamiento de ciertos nucleos atémicos (aquellos que poseen espin
nuclear distinto de cero) en presencia de un campo magnético externo. El
campo magnético aplicado produce un desdoblamiento de los niveles
degenerados de energia del espin nuclear, de modo que pueden inducirse
transiciones entre ellos como consecuencia de la absorcién de una radiacion
electromagnética adecuada. La disposicion de los niveles de energia es una
propiedad tanto de los nucleos de una molécula, como de su entorno
electronico y de las interacciones entre ambos. Asi, la intensidad, forma y
posicion de las seiales en el espectro de un nucleo determinado estan
intimamente relacionadas con su estructura molecular, por lo que un analisis
detallado del espectro proporciona informacion valiosa acerca de la estructura
del compuesto que lo origina. Por ello, esta técnica resulta ser de las mas
eficientes y utiles para el estudio de la estructura y dindmica de moléculas en

disolucion.

Estas experiencias fueron realizadas en el servicio de RMN de los
Servicios Generales de Investigacion de la Universidad de Sevilla (CITIUS).
Las muestras fueron preparadas en tubos de RMN Schott® type E de 5 mm a
una determinada concentracion en el disolvente deuterado correspondiente
(CDCl3 o D,O) seguido de una breve sonicacion. Los espectros fueron
obtenidos mediante un espectréometro Bruker Avance III 500 MHz (500.2
MHz para 'H) equipado con una criosonda de TCI de 5 mm que funciona a
298.15+0.15 K (Figura 2.9). Todos los cambios quimicos de 'H y '*C han sido

referenciados a sus sefiales residuales correspondientes.?!
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Figura 2.9. Espectrometro Bruker Avance III 500 MHz del servicio de RMN
de los Servicios Generales de Investigacion de la Universidad de Sevilla

(CITIUS).

2.2.9 Medidas electroquimicas

La voltametria ciclica (CV) es un tipo de medida electroquimica
potenciodindmica. En un experimento de voltametria ciclica, el potencial del
electrodo de trabajo aumenta linealmente en funcion del tiempo. A diferencia
de la voltametria de barrido lineal, después de que se alcanza el potencial
establecido en un experimento de CV, el potencial del electrodo de trabajo se
incrementa en la direccidon opuesta para volver al potencial inicial. Estos ciclos
de rampas pueden repetirse tantas veces como sea necesario. En un voltagrama
ciclico, se representa la corriente en el electrodo de trabajo en funcion del
potencial del electrodo de trabajo. Esta técnica es empleada generalmente en el
estudio de mecanismos de reaccion debido a que aporta informacion de

procesos redox o de una molécula que se adsorbe en el electrodo.

Las medidas electroquimicas se realizaron utilizando un potenciostato
EC Epsilon (BASI). Las medidas de voltametria ciclica se realizaron en una

celda de tres electrodos que contiene una lamina de platino como electrodo
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auxiliar, un electrodo de plata/cloruro de plata (Ag/AgCl) como el electrodo
de referencia y un electrodo de carbono vitreo de 3 mm de diametro (Modelo
CHI104, CH Instruments) como electrodo de trabajo (Figura 2.10). Todos los
datos se registraron a 303.15+ 0.15 K.

Figura 2.10. Potenciostato EC Epsilon (BASI) con el sistema de tres

electrodos de la Universidad de Huelva.

2.2.10 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

La microscopia de Fuerza Atomica (AFM) es una técnica de medida
superficial que se basa en la interaccion de una punta de silicio con la
superficie de la muestra. La fuerza entre la punta y la superficie de la muestra
hace que el soporte de silicio se doble o flexione. La flexion de la punta es
provocada por fuerzas de tipo van der Waals. Un detector mide la flexiéon que
ocurre conforme la punta barre la superficie y con ello se consigue obtener un
mapa topografico. Esta técnica permite el analisis superficial de muestras con

resolucion nanométrica o incluso atomica. Teniendo todo esto presente, se
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utilizd6 AFM para adquirir un conocimiento mas preciso sobre la estructura del

ADN en presencia de los distintos nanovectores estudiados.

Imégenes de microscopia de fuerza atomica fueron obtenidas con un
equipo Molecular PicoPlus Imaging AFM 2500 (Agilent Technologies) del
Servicio de Microscopia de los Servicios Generales de Investigacion de la
Universidad de Sevilla (CITIUS) (Figura 2.11). Se usaron para las medidas
unos soportes de silicio (Modelo Pointprobe, Nanomundo), con una frecuencia
de resonancia en torno a 240 kHz y una fuerza nominal constante de 42 N/m.
Todas las imagenes de AFM se realizaron en aire (tapping mode), con
velocidades de escaneo en torno a 0,5 Hz y una recopilacion de datos de 256 %
256 pixeles. Con el fin de aislar las moléculas de ADN en la imagen era
necesario utilizar disoluciones diluidas (3.00 x10”7 mol dm™) debido al gran

tamano de estas moléculas.

Figura 2.11. Equipo Molecular PicoPlus Imaging AFM 2500 (Agilent
Technologies) del Servicio de Microscopia de los Servicios Generales de

Investigacion de la Universidad de Sevilla (CITIUS).

Las distintas imagenes fueron obtenidas mediante el secado de 30 pl
de muestra depositada sobre la mica. Para la modificacion de la superficie de
la mica se utilizé una disolucion de (3-Aminopropil)trietoxisilano (APTES) de
Sigma Aldrich de concentracion 0,1% (v/v) y se procedié como se indica: se

afiadié un volumen de APTES de aproximadamente 60 pl sobre una superficie

96



Capitulo 2. Materiales y métodos

de mica recién exfoliada, se dejo incubar durante 20 min y se lavd con agua
bidestilada (Milli-Q). Se dejo secar la superficie al aire. Una vez seca, se
afladieron 30 pl de una disolucion de ADN (o calix/ADN) sobre esta
superficie modificada, se dejo incubando el sistema durante 30 min, se lavo
con agua pura, y se secd al aire para posteriormente obtener las imagenes de

AFM.

2.2.11 Microscopia de Transmision Electronica (TEM)

El microscopio electronico de transmision (TEM) es un instrumento
que aprovecha los fendmenos fisico-atdmicos que se producen cuando un haz
de electrones suficientemente acelerado colisiona con una muestra delgada
convenientemente preparada. Cuando los electrones colisionan con la muestra,
en funcion de su grosor y del tipo de atomos que la forman, parte de ellos son
dispersados selectivamente, es decir, hay una gradacion entre los electrones
que la atraviesan directamente y los que son totalmente desviados. Todos ellos
son conducidos y modulados por unas lentes para formar una imagen final
sobre un dispositivo de carga acoplada (CCD) que puede tener miles de
aumentos con una definicion inalcanzable para cualquier otro instrumento. La
informacién que se obtiene es una imagen con distintas intensidades de gris

que se corresponden al grado de dispersion de los electrones incidentes.

La imagen del TEM tal como se ha descrito ofrece informacion sobre
la estructura de la muestra, tanto si ésta es amorfa como si es cristalina.
Ademas, si la muestra es cristalina, es decir, hay una estructura de planos
periddica, puede ocurrir que varias familias de esos planos cumplan Ia
condicion de Bragg y difracten de forma coherente la onda electronica
incidente. Esto da lugar a un diagrama de difraccidon, que es una imagen de

distintos puntos ordenados respecto a un punto central (electrones transmitidos
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no desviados) que nos aportan informacion sobre la orientacion y estructura de

los cristales presentes.

Con el objetivo de caracterizar la morfologia de los sistemas,
imagenes de TEM fueron adquiridas en un equipo Zeiss Libra 120 a 80 kV del
Servicio de Microscopia de los Servicios Generales de Investigacion de la
Universidad de Sevilla (CITIUS) (Figura 2.12). Estas experiencias fueron
llevadas a cabo en rejillas de Cu de 300 mesh soportadas con una fina capa de
coloidon (solucion de nitrocelulosa en una mezcla éter/alcohol). En un primer
paso, las muestras se adhirieron a las rejillas durante 15 min por inversion y
posteriormente, se realizé una tincion negativa durante 10 min con acetato de
uranilo al 2.0 % (p/v) con el objetivo de dar densidad electronica a los
sistemas estudiados. Las imagenes fueron adquiridas con una resolucion de

2048 x 2048 pixeles.

Figura 2.12. Microscopio de transmision electronica Zeiss Libra 120 del
Servicio de Microscopia de los Servicios Generales de Investigacion de la

Universidad de Sevilla (CITIUS).
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2.2.12 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel es un método que se emplea para separar
macromoléculas en funcion del tamafio, la carga eléctrica y otras propiedades
fisicas. Consiste en aplicar corriente eléctrica a las moléculas para que
atraviesen una placa de gel. La fuerza motriz de la electroforesis es la tension
eléctrica aplicada a los electrodos en ambos extremos del gel. Las propiedades
de una molécula determinan la velocidad con que un campo eléctrico puede

desplazarla a través de un medio gelatinoso.

Muchas macromoléculas biologicas importantes (por ejemplo, los
aminoacidos, los péptidos, las proteinas, los nucledtidos y los &cidos
nucleicos) poseen grupos ionizables y, a un pH determinado, existen en
disolucion como especies cargadas eléctricamente, sean cationes o aniones.
Seglin la naturaleza de la carga neta, las particulas cargadas migraran hacia el
catodo o hacia el anodo. Asi, por ejemplo, cuando se aplica un campo eléctrico
aun gel con pH neutro, a los grupos fosfato del ADN cargados negativamente

los hardn migrar hacia el 4anodo.

Estos experimentos se llevaron a cabo en cubetas horizontales y el
volumen de gel utilizado fue de 180.0 uL. Los geles se prepararon con tampon
TAE (40.0 mM de Tris-acetato, 1.00 mM de EDTA, pH= 7.40), siendo el
porcentaje de agarosa utilizado del 1.00 % (p/v). Al tampon se le afiadio 10 pl
de Red Safe ™ para la visualizacion de las bandas. A 20 pl de muestra se le
afiadieron 5 pl de 5xADN Loading Buffer y se homogeneizé la mezcla. Las
electroforesis se realizaron durante 2 h a 90 V. Posteriormente, se coloco el
gel sobre un sistema transiluminador modelo ULTima 16si (Hoefer) con luz

UV de 302 nm para la observacién y registro de las bandas (Figura 2.13).
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Figura 2.13. Gel de electroforesis en agarosa (1.00% p/v).

2.2.13 Ensayos in vitro de citotoxicidad (Ensayo MTT)

Uno de los ensayos mas utilizados para la determinacion de la
viabilidad celular (citotoxicidad) es el ensayo colorimétrico de reduccion del
bromuro de 3(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico (MTT).??> Esta
reduccion del MTT soluble mediante la enzima succinato-deshidrogenasa
mitocondrial a su forma insoluble formazan. Las células se adhieren a los
anillos de tetrazolio y forman cristales morados de formazan que son
insolubles en disolucion acuosa. El formazan queda retenido en las células y
puede ser liberado mediante la solubilizacion de éstas y es directamente
proporcional a la cantidad de células vivas. Esto permite cuantificar la
cantidad de MTT reducido por medio de un estudio colorimétrico debido al

cambio de amarillo a morado en su reduccion (Esquema 2.13).
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MTT Formazan

Esquema 2.13. Reduccion celular de reduccion del MTT.

La capacidad de las células para reducir el MTT determina Ia
integridad mitocondrial y su actividad funcional, y es una medida de la
viabilidad celular y de la toxicidad. Un aumento del nimero de células
produce un aumento de la cantidad de formazan MTT formado, lo que implica

un aumento de la absorbancia detectada.

Existen otras variantes del ensayo MTT, como son el 3-(4,5
dimetiltiazol-2-i1)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolico
(MTS), 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazdlico-5-carboxanilida
(XTT) y sales tetrazolicas solubles en agua (WSTs). Todas estas son

compuestos tetrazolicos y en particular, se ha utilizado un ensayo MTS.

El % de viabilidad celular fue determinado con un espectrofotdmetro a
una longitud de onda de 490 nm. Los resultados son expresados en % de

células vivas:

A4,90 —A490 control (DMSO)

A490 control celular ~A4g0 control (DMSO)

% viabilidad celular= X 100 (2.6)
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Se realiz6 un control del medio celular no tratado (% vida celular > 1),
un control positivo (compuesto con citotoxicidad conocida) y otro negativo (el

disolvente). Estas medidas son repetidas por triplicado.

Estos ensayos se realizaron in vitro utilizando un ensayo MTT. Estas
lineas celulares fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de
3000 células por placa. Se utilizaron diferentes lineas celulares de cancer
humano: A549 (linea celular adenocarcindémica humana procedente del
epitelio basal alveolar), H358 (linea celular de cancer de pulmén humano),
HepG2 (linea celular de cancer de higado humano), LS180 (linea celular
adenocarcindmica humana procedente del epitelio del colon) y MCF7 (linea
de cancer de mama humano), asi como una linea celular normal, RPE-1 (linea
celular humana procedente del epitelio de la retina pigmentada). Al dia
siguiente, se agregaron distintas dosis de los sistemas a estudiar a los pocillos
y se incubaron las células durante 4 dias. El medio de cultivo utilizado
dependia de la linea celular: H358 (RPMI + 10% FSB + 1%
penicilina/estreptomicina); A549, MCF7, LS180 y HepG2 (DMEM + 10%
FSB + 1% penicilina/estreptomicina); RPE-1 (RPMI/F12 + 10% FSB + 1%
penicilina/estreptomicina). Después de esto, fue cuantificada con 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil )-2H-tetrazolico
(MTS, ROCHE). La viabilidad celular fue medida por luminometria segun las
instrucciones del fabricante y cada punto fue medido por triplicado. Estos
ensayos fueron realizados en colaboracion con el grupo del Dr. Ivan Valle
Rosado del Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS), encargado de la

obtencion de las lineas celulares.
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2.2.14 Método de dialisis

La eficiencia de encapsulacion del antineoplasico doxorrubicina fue
determinada empleando un método de didlisis. Para ello, 900 uL de muestra
que contenia el farmaco cargado a una concentracion de [(DOX)]=2.00 x 10
mol dm™ fue afiadido en el interior de una membrana de dialisis Spectra/Por®
3 (MWCO 3.5 kDa) de Spectrum Laboratories, Inc. Esta membrana fue
sellada en sus extremos con sus respectivas pinzas y fue sumergida en un vaso
de precipitado con un volumen de 40.0 mL de HEPES 10 mM. Este proceso
fue realizado a una temperatura de 4.0 ° C con el objetivo de asegurar la
estabilidad del farmaco y de las nanoestructuras empleadas. Un volumen de
1.0 mL cada 30 min del sobrenadante fue tomado y reemplazado por el mismo
volumen de disoluciéon tampdén, ya que asi se mantiene el volumen de
disolucién tampon constante en el vaso de precipitado (ver Figura 2.14). La
cuantificacion del medicamento fue llevada a cabo mediante
espectrofotometria de absorcion UV-Vis a 490 nm. Estos experimentos fueron
realizados por triplicado para asegurar la reproducibilidad del método y fueron
seguidos al menos durante 24 h. La eficiencia de encapsulacion (EE) fue

obtenida mediante la siguiente ecuacion:

EE %= [férmaco]total,_[férmaco]sobrenadante x 100 (27)
[farmaco]total

siendo [farmaco]ww, la concentracion inicial de medicamento y
[farmaco]sobrenadante, la concentracion  de farmaco determinada
espectrofotométricamente de la disolucion tampon durante este proceso. Todas

las concentraciones se encuentran referidas al volumen total.
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Figura 2.14. Representacion del proceso de dialisis a 4° C.

Una vez determinada la eficiencia de encapsulacion, se estudio la
liberacion del farmaco a 37.0 °C (temperatura corporal) con el uso de un
sistema de termostizacion, siguiendo el mismo protocolo que se utilizé a la
temperatura de 4.0 © C, hasta observar la nula salida de farmaco desde la
membrana de dialisis hacia la disolucion bulk. Este proceso permite obtener
informacion sobre la liberacion del medicamento y, en consecuencia, sobre la

velocidad de liberacion de éste.
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Desde que J. Watson y F. Crick dilucidaron la estructura molecular

del B-ADN, ha habido un gran progreso en la comprension de los procesos
bioquimicos en los que participan los 4cidos nucleicos.' Replicacion de las
cadenas del polinucledtido, transcripcion (la informacion del ADN es copiada
en el ARN) y traduccion (biosintesis de proteinas) son procesos controlados
por varias enzimas, que a su vez, son activadas por un gran numero de
proteinas diferentes. Hoy en dia, no solo es posible interferir en la expresion
de los genes, sino también introducir nuevo material genético en el interior del

nucleo celular.

La terapia génica fue disefiada para sustituir genes defectuosos o
interrumpir su expresion. Con su rapido desarrollo, surge una mayor necesidad
de vectores altamente eficientes, con baja citotoxicidad, que sean capaces de
liberar el material genético en el nicleo celular, atravesando la membrana
celular y el citoplasma. Sin embargo, los vectores virales suelen generar a

menudo una respuesta inmunitaria in vivo, por lo que los investigadores en los
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ultimos afios han centrado mas su atencion en vectores no virales. Estos deben
unirse al polinucledtido, induciendo un cambio conformacional hacia un
estado mas compacto. Este fenomeno es denominado compactacion o

condensacion.

El disefio de nanosistemas de origen sintético capaces de transportar
acidos nucleicos hacia las células diana es crucial. Sistemas tales como
tensioactivos cationicos, liposomas, nanoparticulas o nanotubos de carbono,
todos ellos funcionalizados, han sido empleados como vectores no virales en
la liberacion de material genético.”* Recientemente, se ha demostrado que los
calixarenos son plataformas preorganizadas adecuadas para actuar como
vectores, los cuales pueden ser funcionalizados con grupos catiénicos en su
borde superior y cadenas alquilicas en su borde inferior, convirtiéndolos asi en

prometedores vectores para la entrega de nuevo material genético.

Plataformas multivalentes con grupos guanidinio basadas en
calixarenos han sido utilizadas con gran ¢éxito en la transferencia de genes.
Teniendo esto en cuenta, F. Sansone y colaboradores estudiaron la capacidad
de estos macrociclos en la union, condensacion y transporte de ADN a través
de las membranas celulares. En un estudio sistematico, se determin6 que los
calix[4]arenos en conformacion de cono conducen a un estado mas compacto
del ADN plasmidico, debido a la disposicion de sus cadenas lipofilicas. Por el
contrario, un aumento del nimero de unidades fenolicas en estos receptores
provoca una compactacion parcial del polinucledtido, como se muestra
mediante medidas de AFM (ver la Figura 3.1). Se ha encontrado que solo los
calix[4]arenos en conformacion de cono facilitan la transfeccion celular de
forma efectiva, lo que es indicativo de un balance entre las interacciones

hidrofobicas y electrostaticas.
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Figura 3.1. Representacion esquematica de los posibles procesos de
condensacion inducidos por: a) calix[4]arenos con grupos guanidinio en forma
de cono, b) calix[6]- y calix[8]arenos, y ¢) calix[4]arenos en forma 1,3-
alternada. En la parte inferior, se muestran las imagenes de AFM de la

formacion de estos agregados.’

R. Rodik y colaboradores® disefiaron un protocolo que permite optimizar
el proceso de compactacion de ADN en presencia de micelas de calixarenos
anfifilicos cationicos, que generan agregados de unos 50 nm con propiedades
adecuadas para la transfeccion. Estos calix[4]arenos presentan en su cabeza
polar grupos colina y largas cadenas hidrocarbonadas. La Figura 3.2 presenta
una imagen de microscopia de fluorescencia que demuestra una captacion
eficaz de estos vectores por células adenocarcinomicas procedente de las

zonas cervical y uterina (HeLa).

En un estudio posterior, mejoraron ain mas el proceso de condensacion
del polinucledtido.” Se encontrd que cadenas alquilicas més largas conducen a
agregados de menor tamafio con baja polidispersidad, promoviendo mas
eficientemente la transfeccion de genes y disminuyendo la citotoxicidad. Por
otro lado, se encontrd que los cambios en la naturaleza de los grupos en su

cabeza polar no juegan un papel fundamental en este proceso.
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Figura 3.2. Iméagenes de fluorescencia de células HeLa incubadas a diferentes
tiempos momentos a N/P=5 para los complejos de calix[4]areno/DOPE/pDNA
marcados con YOYO-1.°

Con el objetivo de aumentar el fendmeno de cooperatividad, R. Lalor y
colaboradores® prepararon multicalixarenos catiénicos funcionalizados. En
este caso, un calix[4]areno actia como unidad central de la supraestructura,
que contiene otras cuatro moléculas de calix[4]areno, unidas mediante
espaciadores polares cortos. Cada macrociclo terminal posee un residuo de
glicina con una amina alifatica libre en su borde superior. Se observo que la
union entre calixarenos multiméricos y ADN ocurre a concentraciones mas
bajas de macrociclo que cuando se une a una tinica molécula de calixareno, lo
que apunta a un efecto de cooperatividad. Ademas, la citotoxicidad para
diferentes lineas celulares era despreciable y la transfeccion génica se

confirmoé en células derivadas de ovario de hamster chino (CHO).

V. Rallaud y colaboradores’ demostraron que no soélo tienen lugar
interacciones de tipo electroestatico entre los calixarenos cationicos y el ADN,
sino que también pueden existir interacciones con el surco (groove) mayor o

menor del polinucledtido. Para ello utilizaron calix[4]arenos anfifilicos
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funcionalizados con grupos guanidinio. Se observd que dimeros de estos
calixarenos interaccionan con el polinucledtido, induciendo cambios
conformacionales mediante interacciones con el surco mayor del ADN. Estos

cambios dependen de la estructura del macrociclo.'""

En los ultimos afios, han aparecido diferentes revisiones acerca del empleo
de macrociclos como vectores no virales para la transfeccion de genes. J.
Jiménez Blanco y colaboradores'? resumieron las propiedades de sistemas
macromoleculares preorganizados como ciclodextrinas, calixarenos, pilarenos,
fulerenos, ciclopéptidos y ciclotrehalanas, que son capaces de autoensamblarse
en particulas de escala nanométrica para permitir una liberacion segura de los
4cidos nucleicos. T. Zhou y colaboradores'’ revisaron el progreso realizado en
la condensacion de moléculas de ADN mediante vectores basados en
nanoestructuras y destacaron la elucidacion de la estructura de los complejos
formados con el ADN con AFM vy otras técnicas basadas en la microscopia. R.
Rodik y colaboradores'* proporcionaron una vision general de los calixarenos,
y macrociclos relacionados, como vehiculos en el suministro de genes, con
énfasis en un andamiaje preorganizado que incorpora cadenas alquilicas. En
esta revision, los autores indican a la comunidad cientifica el interés de
realizar pruebas in vivo en animales como paso definitivo para la evaluacion

del potencial de estos nuevos materiales en terapia génica.

En este capitulo se ha estudiado la interaccion de calix[4]arenos-Schiff
neutros con ADN de timo de ternera (ct-DNA). Este tipo de receptores han
mostrado un gran potencial en el reconocimiento de cationes, particularmente
con metales de transicion, como ya se comentd en el capitulo 2. Los dos
calixarenos investigados poseen un grupo éster terminal en el borde inferior y
un grupo aromatico en el borde superior, con capacidad de unioén con acidos
nucleicos. Ambas estructuras se encuentran representadas en el Esquema 2.4.

del capitulo 2.
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3.1.  Parte experimental

Estos macrociclos presentan una baja solubilidad en agua, por lo que fue
necesario prepararlos en una mezcla metanol/agua al 20 % (v/v). Todos los
experimentos en este capitulo fueron hechos a este mismo porcentaje de

metanol/agua.

Algunas medidas fueron realizadas con ADN monocatenario, de una sola
cadena (ssDNA), para comprobar algunos de los resultados obtenidos. Con
este objetivo, disoluciones madres de ssDNA fueron preparadas mediante
desnaturalizacion térmica de una disolucion madre de ADN de doble cadena
(dsDNA). Para ello, la disolucion del polinucledtido se mantuvo a 75 °C
durante 15 min y, luego, fue inmediatamente sumergido en un bafio con hielo

para impedir la renaturalizacion."

Todas las medidas experimentales fueron realizadas a una temperatura
constante de 298.0+0.1 K y a pH fijo, mediante una disoluciéon tampon

([cacodilato]= 0.01 mol dm, pH= 7.0).
p

3.1.1. Espectrofotometria de absorcion UV-vis

Los espectros de absorcion fueron obtenidos a diferentes relaciones
molares de X (X= [calixareno]/[ADN]), para comprobar la estabilidad del
sistema. Los espectros fueron registrados en un rango de longitudes de onda
desde 200 a 800 nm. La concentracién de ADN utilizada fue de 2.00 x 107

mol dm 3.
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3.1.2. Espectrofluorometria

Las titulaciones de fluorescencia fueron realizadas a una concentracion de
bromuro de etidio (EtBr) de 2.00 x 10 mol dm*. La concentracién de ADN
utilizada fue de 2.00 x 10~ mol dm . La concentracién de macrociclo afiadida
dependera de la concentracion de polinucledtido y del valor de X estudiado.
Estas experiencias fueron realizadas con una potencia de lampara de 400 V y
rejillas de excitacion y emision de 2.5 y 5.0, respectivamente. Las longitudes
de onda de excitacion y de emision fueron 480 nm y 593 nm, correspondientes

a los maximos de absorcion y emision del EtBr.

Las titulaciones de fluorescencia en el caso del macrociclo con grupos
fluoreno fueron realizadas en ausencia de EtBr, aprovechando el hecho de que
este macrociclo presenta un espectro de emision de fluorescencia. La
concentracion de calixareno fue de 2.00 x 10° mol dm™ y se varié la
concentracion de polinucledtido. Las longitudes de onda de excitacion y
emision fueron de 318 nm y 410 nm, respectivamente. Estas medidas fueron

realizadas en las mismas condiciones de trabajo que el otro calix[4]areno.

Ademas, se ha estudiado el fendmeno de autoagregaciéon de ambos
macrociclos, manteniendo las mismas condiciones experimentales de equipo
anteriormente mencionadas y las correspondientes longitudes de onda de
excitacion y emision (Aexe— 367 nm, Aem= 420 nm para el dinitro-diéster
calixareno y Aexe= 318 nm, Aem= 410 y 638 nm para el difluoreno-diéster

calixareno).
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3.1.3. Dicroismo circular (DC)

Los espectros fueron registrados desde 220 a 320 nm, dentro de la region

de absorcion del ADN.

Los espectros fueron obtenidos a una concentracion fija de calixareno y a
diferentes concentraciones de ADN. Este procedimiento fue llevado a cabo a
distintas concentraciones de macrociclo, con el objetivo de obtener la relacion
molar de X apropiada para el dinitro-diéster calixareno. Sin embargo, para el
difluoreno-diéster calixareno se realizaron las experiencias a concentracion
constante de polinucledtido de 2.00 x 10° mol dm™ y a diferentes
concentraciones de macrociclo. Todas las medidas fueron expresadas en
términos de elipticidad molar, término definido en la ecuaciéon 2.1. mostrada

en el capitulo 2.

3.1.4. Viscosimetria

El viscosimetro fue calibrado con una disolucion tampon de cacodilato en
metanol/agua (20 % (v/v)) a pH= 7.0. Los resultados de viscosidad se
obtuvieron haciendo uso de la ecuacion 2.5. del capitulo 2, donde n es la
viscosidad de la suspension y mo es la viscosidad del polinucledtido en
ausencia de macrociclo. La concentracion de ADN utilizada fue de 2.00 x 107

mol dm 3.
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3.1.5. Medida de la temperatura melting

Se realizaron medidas de tmeperatura melting siguiendo las pautas
indicadas en la seccion 2.2.7. del capitulo 2. Todas estas medidas se realizaron

a una concentracion fija de ADN de 1.20 x 10~ mol dm °.

3.1.6. Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

Con el proposito de obtener imagenes de los sistemas en disolucion y
teniendo en cuenta el gran tamafio del polinucleotido empleado, fue necesario
utilizar disoluciones diluidas de ADN (3.00 x10”7 mol dm™). Imagenes de
AFM de los complejos calixareno/ADN fueron obtenidas mediante el

protocolo que se encuentra detallado en la seccion 2.2.10 del capitulo 2.

3.1.7. Ensayos in vitro de citotoxicidad (Ensayo MTT)

La evaluacion de la citotoxicidad de estos macrociclos ha sido realizada en
un periodo de 24 h en diferentes lineas celulares (A549, MCF7, LS180,
HepG2 y RPE-1), mediante el protocolo especificado en la seccion 2.2.13. del

capitulo 2.
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3.2.  Resultados y discusion

En la Figura 3.3 se muestra la estabilidad de las disoluciones de
calix[4]areno/ADN con un valor de X= 0.01 para el macrociclo que contiene
grupos nitro y de X= 0.008 para el receptor con grupos fluoreno. Como puede
verse, estas disoluciones presentan una estabilidad de mas de dos horas en el

rango de concentraciones empleado en este capitulo.
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Figura 3.3. Estabilidad de una disolucién de dsDNA para una disolucion de
calixareno/dsDNA (A: X= 0.01 para el dinitro-diéster calixareno y B: X=
0.008 para el difluoreno-diéster calixareno ([ADN]=2.00 x 10~ mol dm™).
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La espectroscopia de emision de fluorescencia es una técnica empleada
para obtener informacion acerca del modo de union de diferentes especies con
ADN. Normalmente, la interaccion de un compuesto fluorescente con ADN
conduce a cambios en su espectro de emision.'® En este sentido, es bien
conocido que la interaccion del EtBr con el ADN es principalmente de tipo
intercalativo, aunque Bresloff'y Crothers demostraron que sobre un 20% de las
moléculas del colorante orgénico interaccionan con el polinucledtido mediante
un modo groove.'” Su intensidad de emision aumenta cuando los anillos
planares aromaticos de su estructura se encuentran intercalados entre los pares
de bases de la doble hélice de ADN." Por otro lado, una disminucién de la
intensidad de emision del EtBr en presencia de ADN es interpretado como un
desplazamiento de esta sonda desde una posicion intercalativa entre los pares
de bases de las moléculas de ADN hacia la disolucion acuosa.'® Estos hechos
son la base del uso del EtBr para obtener informacion sobre las interacciones

de otras moléculas con el ADN.

Solo en el caso del macrociclo que contiene grupos nitro, el dinitro-diéster
calixareno, se ha estudiado la fluorescencia de emision del EtBr en presencia
de ADN vy distintas concentraciones de calixareno, debido a que la
fluorescencia del macrociclo utilizada en el estudio es lo suficientemente baja
para no interferir en los estudios con EtBr. El difluoreno-diéster calixareno
presenta una intensidad de emision de fluorescencia lo suficientemente
elevada como para interferir en los resultados de emision del EtBr. La  Figura
3.4 muestra la dependencia de la intensidad de emision de fluorescencia
relativa, I/lo, con respecto a X, donde I e I, son intensidades de emision en
presencia y ausencia de calixareno, respectivamente. Inicialmente se observa
una disminucion de la intensidad de emision del EtBr cuando la concentracion
de dinitro-éster calixareno aumenta desde X=0 hasta X=0.075, vy,
posteriormente, un aumento de dicha magnitud para concentraciones mayores
de macrociclo (X>0.075). No se ha observado un desplazamiento en la banda

del EtBr.
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Inicialmente, la disminucion de la intensidad de emision, I, podria ser
debida a una posible intercalacion del calixareno entre los pares de bases del
ADN. Esto causaria que la sonda fuera desplazada, al menos parcialmente,
desde un ambiente no polar a un entorno mas polar, la disoluciéon acuosa,
resultando en una disminucion de I. Posteriormente, un aumento de la
intensidad de emision para valores de X mayores podria estar relacionado con
un posible cambio conformacional que sufra el ADN que conllevaria una
disminucion de la polaridad de la region donde se encuentran localizadas las
moléculas de EtBr que ain estan intercaladas y, en consecuencia, su

intensidad de emision aumentaria.
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Figura 3.4. Representacion grafica de I/l del bromuro de etidio en
disoluciones de dinitro-diéster calixareno/ADN frente a la relacion molar de X
([ADN]= 2.00 x 10 mol dm™). La figura insertada muestra la intensidad de
emision relativa del bromuro de etidio en presencia de diferentes
concentraciones del calixareno en ausencia de ADN. Las barras de errores

representan la desviacion estandar para cada valor de X (n=5).
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En la figura insertada dentro de la Figura 3.4 se puede observar la
influencia de la concentracidon de calixareno sobre la intensidad de emision de
fluorescencia relativa del EtBr, en ausencia de polinucledtido. La intensidad
del EtBr muestra un cambio practicamente despreciable en ausencia de ADN.
Por lo que, el dinitro-diéster calixareno no interacciona con el EtBr, o al
menos, el espectro de emision del colorante organico no cambia en presencia
de este macrociclo. Las concentraciones de calixareno utilizadas en ausencia

de ADN son las mismas que las utilizadas en su presencia.

El calixareno funcionalizado con grupos fluoreno muestra por si mismo un
espectro de emision de fluorescencia con un maximo a una longitud de onda
de 318 nm. Esta caracteristica nos permite extraer informacion acerca del
complejo difluoreno-diéster calixareno/ADN, sin necesidad de adicionar
ninguna otra especie. En la Figura 3.5 se muestra la variacion que
experimenta I/Io, a 318 nm, para distintas relaciones molares X. Los resultados
obtenidos muestran que a valores pequefios de X tiene lugar una disminucion
de la intensidad de emision. Sin embargo, a partir de un valor de X= 0.005, la
intensidad de emision comienza a aumentar hasta alcanzar un valor
aproximadamente constante. No ha sido observado ningun desplazamiento en
la banda de emision del macrociclo. En este caso, el fendémeno de
fluorescencia estudiado se debe a la excitacion de dos grupos aromaticos
policiclicos (fluorenos) que dicho calixareno posee. Estos grupos presentan
una simetria planar, por lo que es posible que se intercalen entre los pares de
bases del polinucleotido. De hecho, esta posible intercalacion podria explicar
la disminucion observada en I/, a bajos valores de X, puesto que un cambio
en la polaridad del entorno de los fluorenos podria causar una disminucion de
la relacion I/I,. Al aumentar el valor de X, la intensidad de emision relativa
vuelve a aumentar. Esto podria estar relacionado con la formacion de dimeros
de difluoreno-diéster calixareno, al aumentar su concentracion en el medio. La
formacion de dimeros en este macrociclo ha sido previamente mencionada en

la literatura y es debida a interacciones de tipo m-n entre los anillos aromaticos
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de los grupos funcionales del calixareno (ver Figura 3.6)." La aparicion de
dichos dimeros supondria cambios en la intensidad de emision de
fluorescencia, no so6lo porque el entorno de las moléculas emisoras puede
cambiar, sino también porque podria revertir el equilibrio de formacion del
complejo calixareno/ADN, favoreciendo la interaccion entre moléculas de

calixareno y, con ello, debilitando sus interacciones con el ADN.
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Figura 3.5. Representacion de la intensidad de emision de una disolucion del
difluoreno-diéster calixareno/ADN a distintos valores de X, a concentracion
fija de macrociclo ([calixareno]= 2.00 x 10 mol dm™). La figura insertada
muestra la intensidad de emision relativa del calixareno frente a la
concentracion de ADN ([calixareno]= 2.00 x 10° mol dm™). Las barras de
errores representan la desviacion estandar para cada valor de X o

concentracion de polinucledtido (n=5).
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Figura 3.6. Representacion esquematica de posibles estructuras

supramoleculares con moléculas de difluoreno-diéster calixareno.'”

Experimentos realizados a una relacion molar de X mayor que 0.2 no se han

llevado a cabo debido a problemas de solubilidad con el calixareno.

El estudio de la interaccion del difluoreno-diéster calixareno con el
ADN puede ser tratado mediante el uso del modelo de dos estados o de
pseudofase,”’ donde se consideran dos posibles estados para el macrociclo, un

estado libre y otro ligado al polinucleétido:

K
calix + ADN & calix/ADN
3.1)

K
calix/ADN + calix < (calix) ADN

En base a este mecanismo, se ha deducido la ec. 3.2, en la que se
incluye la variacion que experimenta la intensidad de emision total del

sistema, en funcion de la concentracion de polinucledtido (ver Figura 3.7):
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i (), TKaG1IADNI KK, )2 [ADN)?

o 1+K, [ADN]+K, K, [ADN]? (32)

I I I . . . :

donde (1_) , (1—)1 y (1—)2 son las intensidades de emision de fluorescencia
o/w 0 0

relativas libre y totalmente ligada, para los procesos 1 y 2, respectivamente. K

y Ko son las constantes de equilibrio de estos. Con este ajuste

multiparamétrico, se obtuvieron las constantes de equilibrio Ki= 2.8x10° M

y Ko= 219 M~'. Estos resultados estan de acuerdo con los valores de Ki

obtenidos por R. Zadmard y colaboradores en procesos de asociacion de

dimeros de calixarenos con diferentes acidos nucleicos de doble cadena. '
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Figura 3.7. Dependencia de la relacion de I/Io del sistema difluoreno-diéster
calixareno/ADN frente a la concentracion de polinucledtido ([calixareno]=
2.00 x 10 mol dm™). La linea solida corresponde al ajuste multiparamétrico
obtenido. Las barras de errores representan la desviacion estandar para cada

valor de concentracion de polinucleétido (n=5).

126



Capitulo 3. Resultados

Para obtener informacion adicional sobre las interacciones entre el
dinitro-diéster calixareno y el difluoreno-diéster calixareno con el
polinucledtido, se realizaron medidas de dicroismo circular (DC) a distintas

relaciones molares X.

Se obtuvieron los espectros de dicroismo circular de disoluciones de
ADN en presencia de una determinada concentracion constante de calixareno,
variando la concentracion de ADN. Este procedimiento se llevd a cabo a
distintas concentraciones de calixareno para el dinitro-diéster calix[4]areno,
debido a problemas de solubilidad con el macrociclo. Sin embargo, para el
difluoreno-diéster calixareno se realizaron las experiencias a concentracion
constante de polinucleodtido y a diferentes concentraciones de macrociclo. Con
estos estudios se pretenden determinar posibles cambios conformacionales
sufridos por el ADN debido a las interacciones de éste con los calixarenos. El
ADN en disolucion acuosa adopta una conformacion en forma B dextrogira,
que muestra un espectro de DC caracteristico en la region ultravioleta cercana
(220-320 nm). El espectro muestra una banda positiva a aproximadamente
278 nm y una banda negativa a 247 nm. Estas bandas son causadas,
respectivamente, por las interacciones de apilamiento entre los pares de bases
y por la supraestructura helicoidal del polinucledtido que genera un entorno
asimétrico para las bases.”’ Las alteraciones conformacionales del ADN
causadas por su interaccion con diferentes ligandos, producen cambios en su

espectro de DC.

Teniendo en cuenta que, debido a la baja solubilidad en agua de los
calixarenos neutros estudiados en este capitulo, nuestras disoluciones han sido
preparadas en una mezcla de MeOH/H:0, se llevo a cabo un estudio previo
para comprobar si el espectro de DC del ADN se ve afectado o no por el
porcentaje de metanol utilizado. Los resultados mostraron que las bandas
caracteristicas del espectro de DC del ADN no sufren ninguna modificacion

en relacion a la forma del espectro con el contenido de alcohol utilizado en la
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mezcla. Solo se observo una pequefia disminucion de la intensidad de emision

con el porcentaje de alcohol (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Espectro de dicroismo circular del ADN a diferentes relaciones

volumétricas MeOH/agua ([ADN]= 2.00 x 10™ mol dm™).
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Figura 3.9. Dependencia de la elipticidad molar de la banda positiva (A) y

negativa (B) con respecto a la relacion molar de X a diferentes

concentraciones del dinitro-diéster calixareno.

Las barras

representan la desviacion estandar para cada valor de X (n=10).
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Figura 3.10. Dependencia de la elipticidad molar de la banda positiva (A) y
negativa (B) con respecto a la relacion molar de X a diferentes
concentraciones del dinitro-diéster calixareno (JADN]= 2.00x10®° mol dm™).
Las barras de errores representan la desviacion estandar para cada valor de X o

concentracion de polinucleotido (n= 10).

La Figura 3.9 y  Figura 3.10 muestran la dependencia de la
elipticidad molar de las bandas positivas y negativa del espectro de DC del
ADN de la fraccion molar X para los dos calixarenos. Se observa que la
elipticidad molar de ambas bandas disminuye en el rango de X entre 0 y 0.07
para el dinitro-diéster calixareno y en el intervalo de X entre 0 y 0.002 para el
difluoreno-diéster calixareno. Ademas, si bien el perfil o forma del espectro se
mantuvo constante en todo el intervalo de valores de X estudiados, las bandas
mostraron un desplazamiento batocrémico de aproximadamente 4 nm para el
dinitro-diéster calixareno y de 3 nm para el difluoreno-diéster calixareno (ver
Figura 3.11). El desplazamiento observado de la longitud de onda del punto
de inflexion del espectro hacia la region del rojo podria estar relacionado con
la desnaturalizacion del polinucledtido; es decir, con una separacion de la
doble hélice del ADN, dando como resultado dos moléculas de ADN de una
sola hebra."” Teniendo en cuenta que las cadenas de ADN se mantienen unidas

por enlaces de hidrégeno entre los pares de bases complementarios, la posible
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intercalacion de los macrociclos entre ellas podria provocar la rotura del
enlace de hidrogeno entre los pares de bases, afectando al espectro. Otra
posibilidad, mencionada anteriormente, es que la formacion de agregados de
moléculas de calixarenos pueda afectar a la conformacion del ADN. Para
obtener informacion adicional sobre esto se realizaron medidas de viscosidad

y de temperatura melting.
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Figura 3.11. Espectro de dicroismo circular del ADN a diferentes valores de
X. La figura insertada muestra el punto de inflexion para cada relacion molar
de X. (A: dinitro-diéster calixareno y B: difluoreno- diéster calixareno)

([ADN]= 2.00x10°* mol dm™).

130



Capitulo 3. Resultados

Se puede obtener informacion sobre las propiedades macroscopicas de
los sistemas microheterogéneos a partir de medidas de viscosidad.” De hecho,
con respecto a las disoluciones de ADN, se pueden distinguir los distintos
modos de union de un ligando con el polinucleétido. Si el ligando interacciona
de tal forma que causa la separacion de las hebras de ADN, esto resultaria en
un aumento de la viscosidad de la disolucién.”* Por el contrario, si es una
union de tipo groove o electrostitica no se esperan cambios en la viscosidad.*
Ademas, hay que tener en cuenta que si las interacciones causan cambios
morfologicos en el polinucledtido se observaran también variaciones en la
viscosidad. Por ejemplo, si el ADN se compacta, se espera una disminucion de
esta. Las  Figura 3.124 y Figura 3.134 muestran la dependencia de la
viscosidad relativa n:, con respecto a la relacion molar X para cada uno de los
macrociclos estudiados. Como puede verse, 1 aumenta a valores bajos de X'y,
posteriormente, disminuye al aumentar la concentracion de los macrociclos, a
concentracion fija de ADN. El maximo se observd a un valor de X de ~0.07
para el dinitro-diéster calixareno y de ~0.003 para el difluoreno-diéster

calixareno.

El aumento inicial de la viscosidad podria deberse a una
desnaturalizacion del ADN de doble cadena, debido a la interaccion
calixareno/ADN. Para investigar esta posibilidad, la viscosidad de
disoluciones de ADN monocatenario fue medida en presencia de distintas
concentraciones del dinitro-diéster calixareno y del difluoreno-diéster
calixareno (Figura 3.12B y Figura 3.13B, respectivamente), manteniendo
constante la concentracion de polinucledtido. En este caso, se observd una
constancia de la viscosidad en el rango de X de 0 a 0.07 para el dinitro-diéster
calixareno y de 0 a 0.003 para el difluoreno-diéster calixareno.
Posteriormente, la viscosidad relativa de la disolucion de ADN disminuye al

aumentar la concentracion de ambos macrociclos, como ocurria en el ADN de
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doble hebra. Por lo tanto, estos resultados sugieren que se produce una

desnaturalizacion del polinucleotido.
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Figura 3.12. Viscosidad relativa de disoluciones calixareno/dsDNA (A) y
calixareno/ssDNA (B) a diferentes valores de X para el dinitro-diéster
calixareno (JADN] =2.00x10®° mol dm™). Las barras de errores representan la

desviacion estandar para cada valor de X (n= 10).
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Figura 3.13. Viscosidad relativa de las disoluciones calixareno/dsDNA (A) y
calixareno/ssDNA (B) a diferentes valores de X para el difluoreno-diéster
calixareno (JADN] = 2.00 x 10 mol dm™). Las barras de errores representan

la desviacion estandar para cada valor de X (n= 10).
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Conviene indicar que, previamente a los estudios de viscosidad, se

comprobo la estabilidad de la disolucién de ssDNA en la mezcla metanol/agua

utilizada como medio (ver la Figura 3.14).
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Figura 3.14. Estabilidad de una disolucion de ssDNA en MeOH/agua al 20%

(v/v) durante 120 min, obtenida mediante medidas de dicroismo circular (A) y

absorbancia (B).
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Para profundizar mas en el modo de interaccion de los calixarenos con
el ADN, se realizaron medidas de la temperatura melting, Tm. Esta temperatura
fue determinada como la media de las temperaturas inicial y final
correspondientes al proceso de melting. Los perfiles fueron casi lineales en la
region estudiada. La  Figura 3.15 muestra la dependencia de Tm con la
relacion molar X. Se observo una disminucion inicial de la temperatura
melting en el rango de X desde 0 a 0.07 para el dinitro-diéster calixareno y
desde 0 a 0.003 para el difluoreno-diéster calixareno. Un aumento posterior
del valor de X resultd en un aumento de Tm para ambos macrociclos. Se ve
que los valores de X donde se observa un valor minimo de Tm coinciden con

los observados a partir de las medidas de viscosidad.
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Figura 3.15. Valores de temperatura de melting obtenidos a diferentes valores
de X para el dinitro-diéster calixareno (A) y para el difluoreno-diéster
calixareno (B) ([ADN]= 1.20x10” mol dm™). Las barras de errores

representan la desviacion estandar para cada valor de X (n =3).

Cuando un ligando se intercala entre los pares de bases del
polinucledtido, sin afectar a la separacion de la doble hélice, se produce un
aumento de la rigidez de la doble hélice del ADN y una estabilizacion de la
forma B.* Esto supondria un aumento de Tm y podria ir acompaiado de

cambios conformacionales en el polinucledtido. Hay que tener en cuenta que
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el nitrobenceno (y sus derivados) y el fluoreno (y sus derivados) interaccionan
con el ADN mediante intercalacion entre los pares de bases del
polinucledtido.’**° Asi que, uno podria pensar que los calixarenos se
intercalen con el ADN a través de los grupos nitrobenceno y del fluoreno,
respectivamente. Dado que se observa una disminucion inicial de la
temperatura melting a bajas relaciones molares X, la interaccion de los
calixarenos con el polinucledtido tiene lugar a través de una union de tipo
groove, causando la rotura de los enlaces de hidrogeno entre los pares de bases
y desestabilizando la doble hélice debido a una separacion parcial de la doble
hebra. Este tipo de comportamiento ha sido previamente observado para otras
especies. Por ejemplo, los iones Cu®" inducen una rotura de los enlaces de
hidrogeno entre la guanina y citosina, dando lugar a una desestabilizacion de
la doble hélice.*® Otros iones como Zn**, Mn?*, Ni**, y Co?*, también producen
la desestabilizacion de la doble hélice del ADN a altas concentraciones.’’ El
aumento en la temperatura melting observado para relaciones molares X mas
altos, X> 0.07 para el dinitro-diéster calixareno y X> 0.003 para el difluoreno-

diéster calixareno, podria indicar cambios en la conformacién del ADN.

F. Supian y colaboradores observaron que se formaban agregados de
calixarenos en estado s6lido para calix[4]arenos-Schiff neutros, en los que las
moléculas estaban apiladas unas dentro de las otras.'™** Teniendo esto en
cuenta, para los calixarenos estudiados en este capitulo se podrian haber
formado agregados supramoleculares en disolucion (ver la Figura 3.6 y la
Figura 3.16). Si esto ocurriera, la formacion de estos agregados estaria

favorecida a altas concentraciones de macrociclo.

Asi pues, el comportamiento observado mediante diferentes técnicas a
valores mas altos de X=0.07 y de X= 0.003, podria ser debido a la formacion
de agregados supramoleculares, que se veria favorecida al aumentar la
concentracion del macrociclo. Si estas estructuras estabilizan las moléculas de

calixareno en la disolucion acuosa, la adicion de mas calixareno al medio
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debilitaria las interacciones calixareno/ADN, dado que el equilibrio de
formacion del complejo calixareno/ADN revertiria, quedando libres las

moléculas de polinucledtido, que adoptarian de nuevo su conformacion inicial.

Figura 3.16. Representacion esquematica de estructuras supramoleculares con

moléculas de dinitro-diéster calixareno.

Los cambios conformacionales debidos a las interacciones
calixareno/ADN, a valores bajos de X, podrian explicar el aumento de
viscosidad relativa inicial que se observa. Si, posteriormente, un aumento de X
resulta en la formacion de agregados de calixareno, con la correspondiente
disminucion de las interacciones calixareno/ADN, una disminucion de la

viscosidad relativa seria de esperar.

Se puede obtener informacion adicional a partir de las medidas de melting.
La transicion de melting del ADN es altamente cooperativa (AT = 10-15 °C,
ver  Figura 3.174,D-F, Figura 3.184-By Figura 3.18D-F). Sin embargo,
se obtiene una tendencia menos cooperativa para X= 0.04 y 0.065 para el
dinitro-diéster calixareno y para X= 0.003 para el difluoreno-diéster calixareno
(AT = 30°C, ver las  Figura 3.17B-C'y Figura 3.18C). Una transicion menos

cooperativa puede deberse a una apertura parcial de la doble hélice, que iria
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Abs / a.u.

Abs / a.u.

Abs / a.u.

acompafiada de una disminuciéon de Tm, que es lo que se observa

experimentalmente.
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Con la idea de visualizar la estructura de los complejos calixarenos/ ADN,
se realizaron medidas de microscopia de fuerza atomica (AFM). La Figura
3.19 y Figura 3.20 muestran los resultados obtenidos. A baja concentracion
de calixareno, el macrociclo interacciona con el polinucleétido induciendo un
aumento en la flexion de la molécula de ADN. Este aumento resulta en una
disminucioén de la persistencia de la longitud, el cual conduce a la formacion y
estabilizacion de los bucles intramoleculares (ver la  Figura 3.19B-D y la
Figura 3.204-B). Aqui, la estabilizacion ocurre por la formaciéon de
estructuras como flores y discos, la cual es considerada por Y. Fang y J. Hoh?’
como un tipo de estabilizacion de hebra con hebra.** A valores mas altos de
0.07 para el dinitro-diéster calixareno y de 0.003 para el difluoreno-diéster
calixareno, un cambio estructural del polinucleétido desde un estado mas
compacto (parcial) a una estructura mas extendida es observado. Es decir, se
produce un proceso de decompactacion que se muestra en la  Figura 3.19E'y
la Figura 3.20C-D. Las estructuras compactas parecen estar mas separadas,
quizas debido a la pérdida de bucles. Estructuras perla-anillo aparecen. Esta
nueva disposicion del polinucledtido podria deberse al apilamiento de las
moléculas de calixareno en la disolucion, para formar agregados (como se
puede ver en la Figura 3.6 y la Figura 3.16), lo que produciria un
debilitamiento de las interacciones entre los calixarenos y el ADN, que
volveria a presentar una estructura menos compacta, en concordancia con lo

observado con las demas técnicas.
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Figura 3.19. Imagen topografica de AFM de ADN de timo de ternera
adsorbido sobre una superficie de mica modificada con APTES en la ausencia
(A) y presencia de dinitro-diéster calixareno (B-C X=0.06, D X=0.07, y E
X=0.35).
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Figura 3.20. Imagen topografica de AFM de ADN de timo de ternera
adsorbido sobre una superficie de mica modificada con APTES en presencia

del difluoreno-diéster calixareno (A X=0.0008, B X=0.003, y C-D X=0.1).

La formacién de estructuras supramoleculares ha sido demostrada
mediante medidas de fluorescencia. El dinitro-diéster calixareno muestra una
pequeiia banda de emision a 420 nm cuando es excitado a 367 nm. El
difluoreno-dieéster calixareno muestra dos bandas de emision a 410 y 638 nm
cuando es excitado a 318 nm. El espectro de emision para ambos calixarenos
fue registrado en una disolucion MeOH/agua (20% agua/MeOH (v/v), pH =
7.0 con cacodilato 0.01 M) a diferentes concentraciones de macrociclo. Los

resultados se muestran en la Figura 3.21, donde se observa un aumento lineal
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de la intensidad de emision cuando aumenta la concentracion de calixareno v,
a partir de una determinada concentracion, se produce un cambio en la
pendiente. Este abrupto cambio de tendencia en la intensidad de emision de
fluorescencia se puede relacionar con la formacién de agregados
supramoleculares. Ademas, un aumento en la hidrofobicidad del macrociclo

resulta en una formacidén mas temprana de estos agregados supramoleculares.

Los resultados obtenidos en este trabajo han sido comparados con
resultados previos de nuestro grupo de investigacion en el estudio de
tensioactivos catiénicos como vectores para la condensacién de ADN.**® Por
ejemplo, el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) o tensioactivos diméricos
(12-2-12,2Br" y 12-10-12,2Br") provocan la compactacion del polinucleétido.
La interaccion electroestatica entre la cabeza cationica de los surfactantes y los
grupos fosfatos del ADN, asi como las interacciones hidrofobicas entre las
cadenas hidrocarbonadas de las moléculas de tensioactivo que se encuentran
localizadas en la superficie del polinucledtido, son responsables de la
compactacion. No obstante, aumentando la concentracion del tensioactivo, se
observo una decompactacion del ADN. Este comportamiento fue explicado en
base a la formacion de micelas en la disolucion. Los calixarenos estudiados
también inducen la compactacion del polinucleétido. Sin embargo, su modo de
union al ADN es diferente. Antes de originar un cambio conformacional en el
ADN, estos calixarenos interaccionan con el polinucledtido mediante un modo
de unidn de tipo groove, que induce la rotura del enlace de hidrégeno entre los
pares de bases y, por lo tanto, da lugar a la desnaturalizacion parcial de la
doble hélice, lo que esta de acuerdo con los resultados obtenido anteriormente.
Este hecho favorece el proceso de condensacion. Como ocurria con los
tensioactivos, después de una determinada concentracion de calixareno, tiene
lugar una decompactacion del polinucledtido. La formacion de estructuras
supramoleculares entre las moléculas del macrociclo en disolucion favorece la

rotura de los glébulos compactos de ADN.
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Figura 3.21. Intensidad de emision del dinitro-diéster calixareno (Aexe= 367
nm, Aem= 420 nm) (A) y del difluoreno-diéster calixareno (Aexe= 318 nm,
Aem= 410 y 638 nm) (B) en disolucion acuosa a diferentes concentraciones
de macrociclo. Las barras de errores representan la desviacion estandar para

cada valor de concentracion de calixareno (n=5).
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Una vez investigada la interaccion entre los calixarenos y el ADN, y
dado que el objetivo del trabajo consiste en utilizar el dinitro-diéster
calixareno y el difluoreno-diéster calixareno como vectores, es imprescindible
investigar la viabilidad de diferentes lineas celulares en presencia de distintas
concentraciones de estos. Para ello se midi6 el efecto citotoxico que estos
macrociclos ejercen sobre diferentes lineas celulares. Estos estudios se

realizaron durante 24 h. Los resultados se muestran en la Figura 3.22.
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Figura 3.22. % de viabilidad celular en presencia de diferentes cantidades del
dinitro-diéster calixareno (A) y del difluoreno-diéster calixareno (B) para

diferentes lineas celulares durante un periodo de 24 h.
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Los datos muestran una baja citotoxicidad del dinitro-diéster
calixareno para las lineas cancerosas. Una mayor citotoxicidad en las lineas
cancerosas es observada para el difluoreno-diéster calixareno, sobre todo a
altas concentraciones de calixareno. Este macrociclo presenta una selectividad
especifica sobre las lineas HepG2 y MCF7, que parece desaparecer a altas

concentraciones de macrociclo.

Ensayos de citotoxicidad fueron también realizados con una linea
celular normal RPE-1. Los mismos resultados que para las lineas cancerosas
fueron obtenidos para ambos casos. Estos resultados demuestran que los
calix[4]arenos-Schiff neutros estudiados pueden ser utilizados como
nanovectores o nanotransportadores en Nanomedicina a las concentraciones

que presenten alta viabilidad celular.
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3.3. Conclusiones

En conclusion, los calix[4]arenos-Schiff neutros dinitro-diéster y
difluoreno-diéster calixarenos interaccionan con el ADN de timo de temera,
generando diferentes cambios conformacionales. A bajas concentraciones de
calixareno, el macrociclo se une al surco del polinucleétido, lo cual induce una
desnaturalizacion parcial de la doble cadena. Esta interaccion resulta en una
compactacion del ADN: la macromolécula va desde un estado elongado
(bobina) a uno mas compacto (globulo). Cuando la concentracion de
calixareno aumenta (X> 0.07 para el dinitro-diéster calixareno y X> 0.003
para el difluoreno-diéster calixareno), se observa la decompactacion de la
macromolécula, debido a la formacion de agregados de calixareno, que
favorecen las interacciones de estos entre si, respecto de las interacciones

calixareno/ADN.

Los datos de citotoxidad indican que el dinitro-diéster calixareno es un
candidato potencial para su empleo en tranfeccion génica o como
nanotransportador de farmacos. El difluoreno-diéster calixareno presenta una
citotoxicidad mayor, por lo que parece menos idoneo para ser utilizado como
nanovector. Pero, quizas si podria actuar como nanotransportador de

sustancias anticancerigenas como doxorrubicina, citarabina, paclitaxel, etc.
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El cancer interviene en un grupo numeroso de enfermedades basadas

en la division celular descontrolada de células anormales y que puede afectar
a todos los tipos de células en el cuerpo. En 2018 se diagnosticaron alrededor
de 18.1 millones de nuevos casos en el mundo y se produjeron 9.6 millones
de muertes por cancer, segin la Agencia Internacional para la Investigacion
del Cancer (IARC).' Los tratamientos mds comunes empleados en el
tratamiento del cancer incluyen: cirugia, radiacion, quimioterapia e
inmunoterapia, esta ltima sola o en combinacion con otras terapias. Entre los
diversos tratamientos para el cancer, la quimioterapia sigue siendo la primera

opcidn para muchos pacientes con cancer en etapas medias o avanzadas.

La doxorrubicina, DOX, también conocida como adriamicina, es un
antibidtico que se obtiene a partir del aislamiento de cepas del género
Streptomyces 'y pertenece a la familia de las antraciclinas. Descubierta a

principios de los afios 60, es uno de los farmacos anticancerigenos mas
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eficaces, utilizados solo o en combinacion con otros farmacos para el
tratamiento quimioterapéutico de tumores so6lidos como el cancer de mama,
de ovario o de pulmoén. También se utiliza en el tratamiento de distintas
leucemias y linfomas.>” La DOX es una molécula anfifilica que posee un
aglicon insoluble en agua formado por un quinoide tretraciclico (14-
hidroxidaunomicina) y un aminoazicar soluble en agua (daunosamina), como
puede verse en el Esquema 2.3 del capitulo 2. Su mecanismo de accion es
bastante complejo y no se encuentra bien definido. Sin embargo, es bien
conocido que la doxorrubicina se intercala entre los pares de bases del ADN,
resultando en la inhibicién de la sintesis de este. La intercalacion de la DOX
en el polinucleotido causa la rotura de las cadenas simples y dobles. Este paso
se cree que estd mediado por la inhibicion de la topoisomerasa II, debido a la
formacion de complejos covalentes topoisomerasa/ADN, resultando en la
inhibicion de su funcion fundamental de corte y ligadura durante la
replicacion del polinucledtido. Ademas, la intercalacion de este farmaco en el
ADN provoca cambios en la estructura de las cromatinas, dando lugar a una
agregacion de las mismas, lo que origina un proceso de apoptosis en las

células.®’

El empleo prolongado de un fAirmaco causa la aparicion de resistencia
al mismo (MDR), limitando sus potenciales aplicaciones. El estudio continuo
de los mecanismos de resistencia y la exploracion de biomarcadores
apoptoticos y/o autofagicos, ayudan a superar la resistencia y asi obtener una
mejor formulacion y eficacia del farmaco. Ademds, en el caso de la
doxorrubicina, su efecto clinico es limitado debido a los efectos secundarios
que provoca, entre los que destaca su marcada cardiotoxicidad, que puede
originar un fallo cardiaco e incluso la muerte.® Otros efectos secundarios de la
DOX son la toxicidad que produce en diferentes 6rganos como el cerebro, el
higado y el rifion. Ademas, también puede producir lesiones cutaneas.” Por
todo lo anterior, es de gran interés el desarrollo de nuevas formulaciones que

disminuyan sus efectos secundarios, sin reducir su efectividad.
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Con este proposito, en la ultima década se han empleado multitud de
nanoestructuras que pueden actuar como portadores de farmacos. Los
liposomas han centrado gran parte de la atencion de los investigadores en
biomedicina, especialmente como sistemas de liberacion controlada de
firmacos con propiedades antitumorales.'’ Se caracterizan por mostrar una
serie de ventajas sobre los sistemas convencionales que son, entre otras, la
administracion mejorada del medicamento, la proteccion del principio activo
contra factores ambientales, un mejor rendimiento del producto final, la
prevencion de la degradacion temprana del medicamento encapsulado, la
produccion de formulaciones mas rentables y el desarrollo de un tratamiento
eficiente con toxicidad reducida. Doxil® fue la primera formulacion
liposomial pegilada aprobada por la FDA para el tratamiento del sarcoma de
Kaposi, relacionado con el VIH y el cancer de ovarios recurrente. Esta
formulacion muestra un mayor tiempo de circulacion en el torrente sanguineo,
aumentando la persistencia tumoral y mejorando el tiempo de vida media de
la doxorrubicina libre. Sin embargo, sigue originando efectos secundarios en
los pacientes. Myocet® es una formulacion liposomial no pegilada que ha
sido aprobada en Europa y Canada para el tratamiento del cancer de mama en
combinacion con ciclofosfamida. Sin embargo, esta formulacion sigue
causando cardiotoxicidad. En 2008, Nudoxa® fue lanzado al mercado en
India y esté siendo usado como farmaco para el tratamiento de diferentes tipos
de céncer. Se ha encontrado que Nudoxa®, a una concentraciéon de 70 mg/m?,
presenta la misma eficacia que las formulaciones liposomiales
convencionales, pero con menores efectos secundarios. Hace unos afos, S.
Rivankar public6 una revision exhaustiva acerca de las ventajas e
inconvenientes de estas formulaciones liposomiales para el transporte de

doxorrubicina aplicadas en el tratamiento de diferentes tipos de cancer."

X. Guo y colaboradores'> prepararon nanoparticulas basadas en
dendrimeros de cuarta generacion de polidoamina (PAMAM) modificados

con &cido hialuronico (HA) para el transporte de farmacos. A estas
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nanoparticulas se  pueden anclar covalentemente = medicamentos
anticancerigenos como la doxorrubicina y el cisplatino, para formar el sistema
de liberacion controlada denominado HA@PAMAM-Pt-DOX. Los resultados
mostraron que el sistema HA@PAMAM-Pt-DOX puede erradicar
eficazmente células mamarias cancerosas, tanto in vitro como in vivo, lo que

demuestra un efecto sinérgico favorable.

Ademas de estos sistemas, han sido empleados otro tipo de
nanotransportadores para el transporte y liberacion de la doxorrubicina. R.
Yang y colaboradores' sintetizaron nanoparticulas de seroalbiimina bovina
que contenian magnetita (FesO4) y acido folico. La doxorrubicina se situaba
en el interior del nucleo. Los resultados demostraron que la presencia del
acido folico, esencial en el mecanismo celular, permite alcanzar y penetrar en
las células tumorales, sobreexpresando los receptores de folato en la
superficie, y luego liberar el agente terapéutico encapsulado de una manera
mas controlada y sostenida. Este mismo comportamiento ha sido observado

en multitud de sistemas funcionalizados con 4acido folico con el mismo

17,18 19-21 22,23

objetivo."*'® Nanoparticulas de oro, micelas, ciclodextrinas

y

22 han sido también utilizados como

nanotubos de carbono

nanotranportadores de la DOX.

Como alternativa a estas nanoestructuras destacan los calixarenos, que
pueden utilizarse como plataformas de transporte de farmacos. La
encapsulacion y liberacion de la DOX en agregados basados en estructuras
supramoleculares de calixareno para el tratamiento de diferentes tipos de
cancer han sido estudiados recientemente por diferentes investigadores.’*!
Los resultados obtenidos en diferentes lineas de cancer muestran que se
consigue un mayor efecto terapéutico del farmaco y una disminucién de los

efectos secundarios.

Como se sefial6é anteriormente, el disefio de nanotransportadores que

sean capaces de liberar de una forma eficaz el medicamento, manteniendo o
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potenciando su efecto terapéutico y disminuyendo sus efectos secundarios es
crucial. Teniendo en cuenta esto, los calixarenos poseen caracteristicas
estructurales que les permiten variar la conformacion y formar complejos de
inclusion con otras moléculas. Dada la presencia de regiones hidrofébicas ¢
hidrofilicas en la misma molécula, asi como también la baja citotoxicidad e
inocuidad, los calixarenos presentan potencial en el desarrollo de nuevos

nanotransportadores de medicamentos.

En este capitulo se ha realizado un estudio exhaustivo sobre la
interaccion de la DOX con las moléculas de p-sulfonatocalix[6]areno (ver los
Esquemas 2.3 y 2.5 en el capitulo 2). Se eligi6 un calixareno con carga
negativa para favorecer las interacciones electrostaticas entre las moléculas de
doxorrubicina y el mismo ya que, a pH fisiologico, las moléculas de DOX se
encuentran cargadas positivamente. También, se estudi6 la interaccion entre la
DOX y el ADN de timo de ternera, asi como los efectos que la adicion del
calixareno ejerce sobre la union de la DOX con el ADN. Finalmente, se
llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular para conocer el efecto
terapéutico del complejo DOX/calixareno en diferentes lineas celulares sanas

y cancerigenas.

Los resultados obtenidos contribuiran al entendimiento de las
interacciones farmaco/nanotransportador, asi como de la actividad terapéutica
del conjunto, que es fundamental para el desarrollo de nuevos y mas eficientes

nanotransportadores.
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4.1. Parte experimental

Todas las medidas experimentales fueron realizadas a una temperatura fija
de 303.1+0.1 K y a pH fijo, mediante el uso de una disolucion tampon
([HEPES]= 40 mM, pH= 7.4).

4.1.1. Espectrofotometria de absorcion UV-vis

Los espectros de absorbancia fueron adquiridos en un rango de longitudes

de onda desde 200 a 700 nm.

4.1.2. Espectrofluorometria

Las titulaciones de fluorescencia fueron realizadas a una concentracion
fija de DOX de 7.80x10° mol dm y diferentes concentraciones de ADN y/o
calixareno: [ADN]= 0-1.00x107> mol dm™ y [calixareno]= 0-5.50x10~* mol
dm™. Estas experiencias fueron realizadas con una potencia de ldmpara de
400 V y anchuras de 2.5 y 5.0 nm para las rendijas de excitacion y emision,
respectivamente. La longitud de onda de excitacion y de emision fueron 490
nm y 550 nm, que corresponden a los maximos de absorciéon y emision de la

DOX.

4.1.3. Viscosimetria

El viscosimetro fue calibrado con una disolucion tampén de HEPES 40
mM a pH= 7.40. El comportamiento en la viscosidad de las disoluciones de

DOX/ADN, calix/ADN y DOX/calix/ADN fue caracterizado mediante la ec.
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2.5. del capitulo 2, donde n es la viscosidad de la suspension y mo es la

viscosidad de la disolucion tampon de HEPES 40 mM a pH= 7 4.

Las medidas de viscosidad fueron realizadas a concentracion fija de ADN
y calixareno (J[ADN]= 1.00x10™* mol dm™ y [calixareno]= 5.00x10~> mol
dm™). La concentracion de DOX fue variada para obtener diferentes

relaciones molares (X= [DOX]/[ADN]).

4.1.4. Dicroismo circular (DC)

Los espectros fueron registrados desde 220 a 450 nm. Estas experiencias
fueron realizadas a una concentracion fija de ADN y de calixareno, en
presencia de diferentes cantidades de doxorrubicina, para obtener la relacion
molar X deseada. La concentracion de ADN y calixareno utilizada fue de
1.00x10* mol dm™ y 5.00x107 mol dm™, respectivamente. Todas las
medidas fueron expresadas en términos de elipticidad molar segtn la ec. 2.1.

del capitulo 2.

4.1.5. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Las muestras fueron preparadas disolviendo la correspondiente cantidad
de DOX y/o calixareno en D20, seguido de una breve sonicacion. Los
espectros de '"H RMN fueron realizados de acuerdo con lo detallado en la

seccion 2.2.8 del capitulo 2.
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4.1.6. Medidas electroquimicas

Estas experiencias fueron llevadas a cabo como se ha descrito en la
seccion 2.2.9 del capitulo 2. Se realizaron a una concentracion fija de DOX de

4.00x107° mol dm y diferentes concentraciones de calixareno que iban desde
0 hasta 8.00x107° mol dm .

4.1.7. Ensayos in vitro de citotoxicidad (Ensayo MTT)

La evaluacion de la citotoxicidad de la DOX, el calixareno y el complejo
DOX/calixareno fue realizada a diferentes periodos de tiempo, 24, 48, 72 y 96
h, en las diferentes lineas celulares (H358, A549, MCF7, LS180, HepG2 y
RPE-1) mediante el protocolo especificado en la seccion 2.2.13. del capitulo
2.
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4.2. Resultados y discusion

Dada la complejidad del sistema estudiado, un ligando (huésped) y dos
receptores (hospedadores), las interacciones entre las diferentes especies se
consideraran por separado. En lo que sigue se utilizara la abreviatura calix en

vez de calixareno.

Interaccion DOX-calix

DOX es un antibiodtico perteneciente a la familia de las antraciclinas
que presenta un maximo de absorcion a 490 nm y de emision a 554 nm. Se ha
comprobado que los espectros no sufren modificacion alguna durante un
periodo de tiempo superior a 2 h, bajo nuestras condiciones de trabajo. Esto
indica que la DOX es estable en una disolucion tampén de HEPES 40 mM a
pH= 7.4 el tiempo necesario para realizar las distintas medidas

experimentales.

Se observd que los espectros de absorcion y emision de la DOX
cambian cuando se afiade calixareno al medio. La absorbancia del farmaco
aumenta con la concentracion de macrociclo, mientras que la intensidad de
emision disminuye considerablemente en presencia de este receptor. Ademas,
aparece una nueva banda centrada alrededor de 610 nm en el espectro de
absorcién a altas concentraciones de calix (Figura 4.1). Estos resultados
indican la existencia de una interaccion entre las moléculas de calix y de
DOX, con la formacion de un nuevo complejo DOX/calix (complejo de
inclusion) en el cual, dado sus estructuras, se espera que el medicamento se
ubique en la cavidad intema del receptor que presenta cierto caracter
hidrofobico.
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Figura 4.1. Espectro de absorbancia (A) y emision (B) de DOX a diferentes
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concentraciones de calixareno.

de inclusion, se llevaron a cabo medidas de 'H RMN. La Figura 4.24
muestra los espectros 'H RMN de disoluciones de calix, DOX y DOX/calix
(1: 1) en D20 a 298.15 K. Estos espectros muestran que las interacciones

entre las moléculas de calix y de DOX conducen a un ensanchamiento

considerable de las senales.
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Figura 4.2. (A) Espectros de 'H RMN en DO de disoluciones de DOX, calix
y el complejo DOX/calix (1: 1) a 298.1+0.1 K. (B) Espectros de '"H RMN en
D20 de la disolucion del complejo DOX/calix (1:1) a diferentes temperaturas.
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Ademas, se observa una disminucidon sustancial en los
desplazamientos quimicos de la mayoria de los protones, ya sea del
macrociclo o del antibidtico. En concreto, los mayores desplazamientos
quimicos se corresponden con las sefiales de los protones aromaticos H1, H2
y H3 de la DOX (véase la Figura 4.24 para la numeracion de los atomos de
carbono). Estas variaciones en el espectro de 'H RMN se pueden deber a un
proceso de apantallamiento dada la proximidad de los anillos aromaticos del
calix cuando la molécula de antibidtico se mueve hacia la cavidad del
macrociclo. Las interacciones favorables n-n entre los anillos aromaticos del
calix y las moléculas de DOX explicarian los mayores desplazamientos
quimicos encontrados para los protones aromaticos de la DOX, mientras que
los protones como los del sustituyente del azicar se ven menos afectados. El
ensanchamiento de las sefiales en medidas de espectroscopia bidimensional
rotatoria de efecto nuclear Overhauser (ROESY) impidi6 obtener informacion
adicional sobre el complejo de inclusion DOX/calix. El ensanchamiento
observado parece indicar que existe un equilibrio entre las diferentes
conformaciones del complejo de inclusion. Con el objetivo de investigar esta
posibilidad, se llevaron a cabo espectros de 'H RMN a temperaturas mas altas,
333.15 y 338.15 K (se comprobo la estabilidad de las disoluciones deuteradas
preparadas durante el tiempo de medida). Como se puede ver en la Figura
4.2B, se produce un afinamiento en las seflales cuando aumenta la
temperatura. Con el fin de confirmar la presencia de procesos de intercambio
quimico, espectros de "H RMN se registraron a diferentes campos magnéticos.
Los resultados muestran un ensanchamiento cuando aumenta la intensidad del
campo magnético aplicado, de acuerdo con procesos dindmicos como son los
intercambios quimicos. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que se produce
un proceso de equilibrio en nuestras condiciones de trabajo. Las moléculas de
calix pueden adoptar diferentes conformaciones debido a su alta flexibilidad
estructural, con grupos -OH en el borde inferior y grupos -SO; cargados
negativamente en el borde superior del macrociclo. Teniendo esto en cuenta,

las moléculas de DOX pueden entrar en la cavidad del calixareno a través de
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cualquier borde. Una vez dentro, el grupo -NH3" cargado positivamente de las
moléculas de DOX puede interaccionar electrostaticamente con los grupos -
SOs~ cargados negativamente del calix Ademds, se pueden producir
interacciones 7m-m entre los anillos aromaticos del antibiotico y los del
calixareno. La contribucion de una u otra interaccion dependera de la posicion
de las moléculas de DOX dentro de la cavidad de este receptor. La existencia
de varias conformaciones posibles para los complejos de inclusion de

DOX/calix podria explicar el ensanchamiento observado anteriormente.

El proceso de formacion del complejo de inclusion puede ser descrito

como se muestra a continuacion:

Kealix

a DOX + b calix «—— DOX./calixp 4.1)

donde DOX y calix representan las especies libres en disolucion. Con el
objetivo de obtener informacion sobre la estequiometria del complejo de

inclusion formado, se empled el método de Job.*

Se prepararon una serie de disoluciones con diferentes fracciones
molares de DOX y calix, manteniendo siempre constante la concentracion
total de DOX + calix. La absorbancia y las intensidades de emision de estas
disoluciones se midieron a 490 nm y 554 nm, respectivamente, que se
corresponden con las longitudes de onda del méximo de absorbancia y de
intensidad de emision del complejo en nuestras condiciones de trabajo. Los
valores de [DOX]xAAbs (o AIE), donde AAbs (o AIE) son los incrementos
observados en la absorbancia (o en la intensidad de emision), cuando la
fraccion molar de calixareno aumenta de 0 a 1, se representaron frente a la
fraccion molar del farmaco (Figura 4.3). El maximo de los graficos
proporciona informacion sobre la estequiometria del complejo de inclusion
formado. Los resultados indican la formacion de complejos de inclusion de
tipo 1:1 (DOX:calix) para [DOX]< 1.00x10™* M. Para [DOX]> 1.00x10* M,
el nimero promedio de moléculas de DOX por complejo de inclusion es

mayor que 1, lo que indica que se forman algunos complejos de tipo 2:1. Una
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posible explicacion para este hallazgo es la formacion de dimeros a una alta
concentracion de farmaco, como fue observado por M. Airoldi y
colaboradores.” Estos dimeros son el resultado de un proceso de apilamiento,
donde las interacciones m—7 juegan un papel fundamental entre los anillos
aromaticos planos de la DOX. Los dimeros podrian entrar en la cavidad del
calix o el apilamiento podria ocurrir entre las moléculas de DOX parcialmente
insertadas dentro de la cavidad del macrociclo. No obstante, teniendo en
cuenta que el objetivo de este capitulo es utilizar un nanotransportador bien
caracterizado para transportar la DOX, los experimentos restantes se
realizaron a una concentracion de DOX inferior a 1.00x10* M. El estudio de
la interaccion de los dimeros con este receptor se realizara en una futura

investigacion.
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Figura 4.3. Graficos de Job construidos a partir de datos de absorbancia e
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intensidad de emision a concentraciones de DOX inferiores (A-B) y
superiores (C-D) a 1.00 x 10* M. Las barras de error representan las

desviaciones estandar para cada valor de X (n = 5).
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La constante de equilibrio Keaix correspondiente a la formacion del
complejo DOX/calix (véase ec. 4.1) se puede obtener a partir de las
variaciones en la absorbancia e intensidades de emision a diferentes
concentraciones de calix, utilizando el conocido Modelo de Pseudofase
propuesto por F. Menger y C. Portnoy.”” Por tanto, considerando la
distribucién del farmaco entre el bulk acuoso y la cavidad interna del calix, se

puede escribir la siguiente ecuacion:

p (52)+ () faie

(4.2)

Py 1+ Kcalix[calix]

donde PL es la propiedad relativa medida, la absorcion (Abs) o la intensidad
0

de emision (IE), a diferentes concentraciones de calix (Po es la absorcion o la
intensidad de emision de las moléculas de DOX en ausencia de calix); Pw y
Peaiix son la absorcion e intensidad de emision del fairmaco ubicado en la
disolucion acuosa (HEPES) y en el calix, respectivamente; [calix] es la
concentracion total de calix afiadida a la disolucion; Keaiix €s la constante de
equilibrio que se muestra en la ec. 4.1 expresada como:

[DOX/calix]

Keati= —ooX/ €]
N DOXy | [calixey]

“4.3)

siendo [DOXw] y [calixw] las concentraciones libres de DOX y calix,

respectivamente, en la disolucion.

Los datos de absorcion y emision se ajustaron bien mediante el uso de
la ec. 4.2, como se puede ver en la  Figura 4.4. El valor promedio de Keaiix
obtenido a partir de estos ajustes es (1.1£0.6)x10° mol”’ dm’, lo que

demuestra una fuerte interaccion entre la DOX y el calix.
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Figura 4.4. Graficos relativos de absorbancia (A) e intensidades de emision

(B) de la DOX frente a la concentracion total de calix a 490 nm y 550 nm,

respectivamente. Los puntos representan los datos experimentales obtenidos.

Las lineas muestran los mejores ajustes obtenidos utilizando la ec. 4.2. Las

barras de error representan las desviaciones estandar para cada valor de X (n =

5).
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Keaaiix también fue obtenida a partir de medidas de dicroismo circular.
Como se puede ver en la  Figura 4.5, DOX es un antibiotico que presenta un
espectro de dicroismo circular. Este espectro se modifica en presencia de
calixareno debido al proceso de inclusion del antibidtico en el receptor. La
constante de union de este proceso se calculd a partir de las variaciones que
sufre la banda negativa a 290 nm de la DOX en presencia del calix. Los
valores de elipticidad observados (Oobs) se ajustaron de acuerdo con el modelo
de pseudofase:

Ous= Opox + eDOX/calixKc.alix [calix] (44)
1+ Kcalix [calix]

donde Opox e Opoxalix representan la elipticidad del fArmaco en la disolucion
acuosa (HEPES) y en el calix, respectivamente; [calix] es la concentracion
total de calix afiadida a la disolucion; Keiix es la constante de equilibrio

correspondiente a la formacion del complejo DOX/calix.
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1.2 . . .
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Figura 4.5. Espectro de dicroismo circular del antibidtico DOX ([DOX]=
8.00x10° mol dm™).
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El valor de la constante de unioén obtenido fue (8.3£0.3)x10* mol
dm’® (ver Figura 4.6), que esta de acuerdo con los valores de la constante de
equilibrio obtenidos a partir de las medidas de absorbancia e intensidad de

emision.

-9,5 T T T T T
0 2e-5 4e-5 6e-5 8e-5 1e-4

[calix] / mol dm™3

Figura 4.6. Valor de la elipticidad de la DOX (A= 290 nm) a diferentes

concentraciones de calix. La linea representa el mejor ajuste usando la ec. 4.4.
([DOX]= 8.00x10° mol dm™). Las barras de errores representan la desviacion

estandar para cada valor de concentracion de calixareno (n= 5).

Ademas, esta constante de equilibrio también se determiné a partir de
medidas electroquimicas. La inclusion de cualquier ligando en un receptor
puede producir cambios en las propiedades electroquimicas del ligando.***
Esta idea se ha utilizado para obtener la constante de unién de la DOX con el
calixareno. Los datos de voltametria ciclica se obtuvieron a diferentes
concentraciones de receptor. Los resultados mostraron una disminucion de los
valores de intensidad de corriente en los picos voltamétricos en presencia del
receptor. Esto se debe a una disminucion del coeficiente de difusion del
complejo DOX/calix en comparacion con el de las moléculas de DOX libres.
Keaiix se obtuvo mediante el uso de la ecuaciéon de T. Osa® (véase la ecuacion

4.5), a partir de las variaciones en la corriente del pico de reduccion del grupo

quinona de la DOX y su valor promedio fue (1.2£0.2)x10” mol™ dm’.
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12 = (Box— 12ps) L2 ws)
obs Keatix [calix] DOX/calix .

Lobs representa el pico de Red: en la Figura 4.7 para diferentes

concentraciones de calixareno.
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Figura 4.7. (A) Voltamograma ciclico de DOX (4.00 x 10° M) en HEPES 40
Mm (Velocidad de escanco 0.1V/s), (B) Variaciones observadas en la
corriente del pico de reduccion del grupo quinona de DOX (Red:) para

diferentes concentraciones de calix.
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Figura 4.8. Representacion del ajuste a la ec. de T. Osa. Las barras de errores

representan la desviacion estandar para cada valor de X (n=5).
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La Figura 4.8 muestra la buena tendencia lineal obtenida cuando se
representa 12, frente (13y - 12,5)/[calix]. Inox es la corriente del pico de
reduccion (Redz) de 1a molécula de DOX libre y [calix] es la concentracion de

calixareno.

Interaccion DOX-ADN

Diferentes grupos han investigado sobre la interaccion entre la DOX y
el ADN. Recientemente, C. Pérez-Arnaiz y colaboradores®' han estudiado el
mecanismo de interaccion DOX-ADN. Segtin sus resultados, se forman dos
tipos de complejo diferentes, dependiendo de la relacion molar [DOX]/[ADN]
presente en la disolucion. Los autores han asumido que la formacion del
complejo DOX/ADN tiene lugar en dos pasos: un primer paso (rapido)
mediante interacciones en el surco (de tipo groove) que forma el ADN en la
conformacion tipo hélice, en la region donde se encuentran los pares de bases
adenina-timina (A-T); y un segundo paso (lento) de intercalacion entre los
pares de bases de guanina-citosina (G-C). Sin embargo, estas conclusiones se
contradicen con los resultados de M. Airoldi y colaboradores,”® que no
encontraron ninguna afinidad de la DOX por las regiones que contienen los
pares de bases A-T y G-C. Con el objetivo de profundizar en el estudio de las
interacciones DOX-ADN en las condiciones empleadas en este trabajo, se

llevaron a cabo medidas de dicroismo circular.

El ADN en forma B muestra un espectro tipico en el rango de longitud
de onda de 200-320 nm, con una banda negativa a 248 nm, debido a la
supraestructura helicoidal del polinucleotido, y una banda positiva a 280 nm,
debido al apilamiento de las bases nitrogenadas. La adicion de la DOX a una
disolucion de ADN causé cambios en el espectro de DC del polinucleotido.
Los resultados muestran que inicialmente la adicion de DOX provoca un
aumento de la banda positiva a 280 nm, hasta una determinada concentracion

de DOX (una relaciéon molar de X= [DOX]/[ADN]= 0.25). Sin embargo,
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adiciones posteriores de DOX condujeron a efectos hipocromicos e
hipsocromicos de esta banda positiva (Figura 4.99). Por el contrario, la banda
negativa del espectro siempre aumenta al aumentar la concentracion de DOX

(véase la Figura 4.99B-C).
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Figura 4.9. Espectros de dicroismo circular de DOX/ADN (A),
DOX/calix/ADN (D) y calix/ADN (E). Datos de elipticidad molar relativa
obtenidos a A= 280 nm (B) y A= 248 nm (C) para diferentes valores de X (X=
[DOX]/TADN] en los graficos A—D y X= [calix]/[[ADN] en el grafico E). Las
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barras de error representan las desviaciones estandar para cada valor de X (n=
10).

También se observo una banda centrada a 300 nm en el espectro de
dicroismo y una banda ancha en la region del visible, debidas ambas a la
formacion del complejo DOX/ADN (todos los espectros de DC se realizaron
utilizando una disoluciéon tampon de HEPES 40 mM que contiene la
concentracion de DOX requerida para cada valor de X, como disolucién de
referencia). El punto isosbéstico registrado a 330 nm confirma la formacion
de un complejo DOX/ADN, lo que esta de acuerdo con los resultados

anteriores.”®’!

Las medidas de viscosidad también pueden proporcionar informacion
sobre la formacion de los complejos DOX/ADN. La Figura 4.10 muestra un
aumento en el valor de viscosidad relativa cuando aumenta [DOX], hasta una
relacion molar de aproximadamente 0.25. A partir de ese valor de X, la
viscosidad relativa de la disolucion disminuye. Se sabe que la intercalacion de
este farmaco entre los pares de bases del ADN conduce a un aumento de la
longitud del polinucleétido y, por lo tanto, un aumento en la viscosidad de la
disolucion.’ Los resultados mostrados en la  Figura 4.10 pueden explicarse
considerando que, a valores bajos de X, las moléculas de DOX se intercalan
entre los pares de bases del ADN, formando complejos DOX/ADN vy
aumentando la viscosidad. Cuando aumenta la concentracion de DOX, las
moléculas de este antibiotico forman dimeros, lo que puede provocar un
desplazamiento parcial de las moléculas de DOX del ADN a la disolucion.
Por consiguiente, la longitud del polinucledtido disminuye y esto da como
resultado una disminucion en la viscosidad de la disolucion. Esto también
explica los efectos hipsocromicos e hipocromicos obtenidos en los espectros

de DC.

La unién de la DOX al ADN también puede ser estudiada a partir de

medidas de fluorescencia, utilizando el modelo de Scatchard.*® Este método
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grafico permite analizar el tipo de union de un ligando con un receptor, como
el ADN, que contiene diferentes sitios de union. De esta manera, el nimero
promedio de moléculas de DOX unidas por moléculas de ADN puede ser
estimado a partir de los datos de fluorescencia, representando la relacion de
concentraciones de DOX enlazada y no enlazada frente a la concentracion de

farmaco ligado (n).

®  DOX/ADN
1,06 | = DOX/calix/ADN
[) A Calix/ADN
1,05 ¢ )
[

1,04 4 i " " [ ;

Si0s g 2
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Figura 4.10. Viscosidad relativa de las disoluciones de DOX/ADN,
calix/ADN y DOX/calix /ADN a diferentes valores de X. Las barras de error

representan las desviaciones estandar para cada valor de X (n = 10).

La  Figura 4.11 muestra el grafico de Scatchard obtenido. En este
caso, no se observa una tendencia lineal. Por el contrario, se ha encontrado
una curva concava descendente. Este comportamiento indica un caracter
cooperativo positivo de la interaccion de la DOX con el ADN, lo que esta de
acuerdo con el hecho de que diferentes modos de union tienen lugar en la

interaccion DOX/ADN.*

177



Capitulo 4. Resultados

] A [ ; DOX/ADN
IR 3
=
~ 14 E
e
S 124
< {
o
8 of !
'|‘> 6 1 ) E
S 4 !
2] 3
0 r
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40
v
14
< 2] B E DOX/calix/ADN
s t
10 {
S
]
Se ¢ :
X
8 s % ;
'?> 4 E
s, ¢
0 T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Figura 4.11. Grafico de Scatchard de DOX/ADN (A) y DOX/calix/ADN (B).
Las barras de error representan las desviaciones estandar para cada valor de X

(n=15). [DOX]=6.00 x 10° M, [calix] =5.00 x 10~ M.

La constante de union promedio correspondiente a esta interaccion
puede estimarse, utilizando una modificacion del modelo de pseudofase,
considerando una dependencia sigmoidal de la constante de equilibrio con
respecto a la concentracion de ADN. Este procedimiento se ha utilizado
anteriormente para otros procesos de union.** Teniendo esto en cuenta, se
puede escribir la siguiente ecuacion, ec. 4.6, para la intensidad de emision

relativa de DOX:

1 (ITV(;’) + (IAI%)KADN[ADN]

Ip 1+ Kapn[ADN]

(4.6)
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donde:
ADN |
Kapn= % 4.7)
t-[ADN]

= (4.8)

j
siendo KARY el valor maximo (limite) de Kapn, h es el valor de [ADN] para

el cual Kapn= %K%‘g%}' y j es un parametro ajustable. Iw es la intensidad de

emision de las moléculas de DOX libres en la disolucion acuosa (HEPES 40
mM) e lapn es la intensidad de emision de las moléculas de DOX unidas al
polinucledtido. o es la intensidad de emision de las moléculas de DOX en

ausencia de ADN.

La Figura 4.12 muestra que existe una buena concordancia entre los
datos teoricos y los experimentales obtenidos, al utilizar las ecuaciones 4.6-
4.8 para los ajustes. En este caso, se obtiene un valor de KA2N= (6.6+1.1)x10®
mol” dm’, que estd de acuerdo con los valores de las constantes de unién

obtenidas por otros autores.’’

IE/E,

0,2 -

0,0 T T T T r T
0,0 2,0e-5 4,0e-5 6,0e-5 8,0e5 1,0e4 12e-4
[ADN] / mol dm™3

Figura 4.12. Titulacion de DOX con ADN. Los puntos representan los datos
experimentales. La linea muestra el mejor ajuste de acuerdo con las
ecuaciones 4.4-4.6. [DOX] =5.00 x 10 M. Las barras de error representan las

desviaciones estandar para cada concentracion de ADN (n =6).
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El hecho de que KADN sea tres drdenes de magnitud superior a Keaiix
es un buen punto de partida para el objetivo principal de este capitulo, que es
la idoneidad del calix como nanotransportador de la doxorrubicina. Una vez
alcance la diana, al ser mayor la afinidad de la DOX por el acido nucleico que
por el calix, y teniendo en cuenta que KADN >> Keiix, se puede esperar que las
moléculas de DOX encapsuladas en el macrociclo abandonen la cavidad
hidr6foba interaccionando preferentemente con el polinucleotido y, por lo

tanto, cumpliendo su actividad terapéutica.

Interaccion DOX-calix-ADN

Los espectros de dicroismo circular del ADN en presencia del
complejo DOX/calix se obtuvieron a diferentes relaciones molares de X (X=
[DOX]/[ADN], siendo [DOX] la concentracion total de farmaco afiadido a la
disolucion). Las concentraciones de calix y ADN se mantuvieron constantes
en todas las medidas y la concentracion de DOX fue siempre inferior a
1.00 x 10™* M para evitar la formacion de dimeros. La Figura 4.9D muestra
los espectros de DC obtenidos para diferentes valores de X. Comparando la
Figura 4.94 'y Figura 4.9D, se observa un cambio similar del espectro del
ADN en presencia de la DOX y en presencia del complejo DOX/calix. Con
las Figura 4.9B-C se pueden comparar las diferencias obtenidas en las bandas
centradas a 280 nm y a 248 nm, respectivamente, en presencia y ausencia de
calix. Aunque el comportamiento es similar, y la dependencia de la elipticidad
con el parametro X presenta el mismo comportamiento, los valores de
elipticidad se reducen en presencia del calix. Esto parece indicar que algunas
moléculas de DOX libres que no se encuentran intercaladas en el ADN, entran
en la cavidad del receptor. La encapsulacion de DOX libre en el interior del
calix podria reducir los efectos secundarios negativos del antibidtico ya que

disminuye el exceso de antibidtico libre en el organismo humano. La banda
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negativa centrada a 248 nm también desaparece en presencia del calix, pero

las variaciones no son tan acusadas como en ausencia del nanotransportador.

El efecto que ejerce el calix por si mismo en el polinucledtido también
se ha estudiado mediante medidas de DC. No se ha observado ninguna banda
nueva, o banda inducida, debido a la presencia de este receptor. Sin embargo,
su presencia modifica ligeramente el espectro del ADN. Como se observa en
la  Figura 4.9F, la banda positiva de ADN permanece practicamente sin
cambios, pero la banda negativa sufre una disminucion en el valor de
elipticidad. Por lo tanto, la estructura helicoidal del polinucledtido esta
ligeramente modificada. Esto indica que a pesar de las interacciones
electrostaticas repulsivas entre el calix y el ADN (ambas especies presentan
cargas negativas), existe cierta interaccion entre ellos, probablemente
mediante una interaccion de tipo groove. Teniendo en cuenta la estructura del
calix utilizado (ver Esquema 2.5 del capitulo 2), la interaccion de tipo groove
se produciria en el borde inferior del calix, es decir, a través de los grupos -
OH. En cualquier caso, también debe considerarse que la estructura del calix
presenta cierta flexibilidad. De hecho, esta caracteristica le permite adoptar
diferentes conformaciones en disolucion. Esto podria ayudar al acercamiento

del calix a la doble hélice del ADN.

La interaccién entre el receptor (calix) y el polinucledtido es
beneficiosa para el objetivo de este capitulo. La tendencia del calix a
localizarse por si mismo cerca de la doble hélice del ADN, hace que la
aproximacion de las moléculas de la DOX al polinucledtido sea maés

favorable.

Los datos de viscosidad obtenidos de las disoluciones de
DOX/calix/ADN estan de acuerdo con los resultados obtenidos a partir de los
espectros de DC (ver Figura 4.10). La viscosidad aumenta a valores bajos de
X y disminuye para relaciones molares de X mayores. De nuevo, se observa

un maximo a un valor de X de aproximadamente 0.2, como se encuentra en
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ausencia del calix. Sin embargo, la variacion obtenida en las medidas de
viscosidad a distintos valores de X es menor. Esto indica que las moléculas de
DOX libres, que no se encuentran intercaladas entre los pares de bases
nitrogenados del ADN, no estarian presentes en la disolucion, sino localizadas

en la cavidad del calix, que actuaria como un nanotransportador.

Los datos de viscosidad para las disoluciones de calix/ADN también se
midieron para comprobar la interaccion del calix con el polinucleotido. La
Figura 4.10 muestra una pequefia disminucidon de la viscosidad a
concentraciones crecientes de calix en el medio (en este caso, X se define
como [calix]/[[ADN]). Este resultado apoya la idea de que el calix se une

ligeramente con el ADN mediante un modo groove.

La presencia del calix en el medio no modifica el caracter cooperativo
positivo de la interaccion DOX/ADN. De hecho, se observa nuevamente una
curva concava descendente en el grafico de Scatchard cuando el calix se

encuentra presente en la disolucion (Figura 4.11B).

A continuacion, se estudiaron los efectos toxicos que la DOX, el calix
y el complejo DOX/calix pudieran ejercer sobre diferentes lineas celulares
cancerigenas. Los resultados correspondientes a la viabilidad del crecimiento
celular se muestran en la Figura 4.13A4. Los datos muestran una baja toxicidad
del calix a bajas concentraciones para las cinco lineas celulares utilizadas
(Figura 4.134). So6lo se observd una toxicidad mas elevada a las
concentraciones mas altas. No se observan diferencias sustanciales en la
citotoxicidad del calix para las diferentes lineas celulares estudiadas. La linea
celular de cancer de pulmén humano H358 se ve ligeramente menos afectada
por la presencia del macrociclo, mientras que la linea celular de cancer de
higado HepG2 es la mas afectada. En cualquier caso, la toxicidad mostrada
por el nanotransportador es muy pequeia para las concentraciones mas bajas
de macrociclo. Este resultado demuestra que los calixarenos podrian usarse

como nanotransportadores de material genético y de farmacos.
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Teniendo en cuenta todos estos resultados, se realizaron medidas de
viabilidad celular para la DOX y el complejo DOX/calix para las diferentes
lineas celulares de cancer LS180, MCF7, A549, H358 y HepG2 a diferentes
periodos de tiempo (24 h, 48 h, 72 h y 96 h). Las Figura 4.13B-F,Figura
4.14-Figura 4.18 resumen los resultados obtenidos. Se observa que la
presencia del calix disminuye la toxicidad de la DOX para la mayoria de las
lineas celulares. Solo en la linea celular de cancer de higado humano HepG2,
se observa un aumento en la toxicidad de la DOX para las concentraciones del
calix mas bajas (hasta 1.00 pM). También se obtiene un aumento en la
toxicidad para concentraciones de macrociclo mayores de 25.0 uM en la linea
celular HepG2. Hay que tener en cuenta que la toxicidad del calix es mayor
para la linea HepG2 que para el resto de las lineas celulares. Por lo tanto, en
este caso, la toxicidad del calix se suma a la de la DOX, lo que resulta en

incremento de la toxicidad en la accidon del antibidtico.

Con respecto a los diferentes tiempos de medida, los datos de
viabilidad no cambiaron después de 72 h. (24 h y 48 h no parecen ser
suficientes para observar la division celular y, por lo tanto, el efecto del

agente antineoplasico, véase Figura 4.14-Figura 4.18).

También se realizaron ensayos de citotoxicidad con una linea celular
sana REP-1 (células epiteliales de la retina, consulte Figura 4.19). Se
observaron los mismos resultados que los obtenidos para las células
cancerosas: el calixareno no ejerce ningun efecto toxico sobre las células y la

presencia de calixareno disminuye la toxicidad del atibiotico DOX.
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% de viabilidad celular de la DOX, para distintas concentraciones de la DOX

y del calix (B — F), para diferentes lineas celulares cancerigenas a las 96 h.
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Figura 4.14. Citotoxicidad de DOX en presencia y ausencia de calix para la

linea celular LS180 en diferentes momentos.
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Figura 4.15. Citotoxicidad de DOX en presencia y ausencia de calix para la

linea celular H358 en diferentes momentos.
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Figura 4.16. Citotoxicidad de DOX en presencia y ausencia de calix para la

linea celular A549 en diferentes momentos.
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Figura 4.17. Citotoxicidad de DOX en presencia y ausencia de calix para la

linea celular HepG2 en diferentes momentos.
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linea celular MCF7 en diferentes momentos.
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4.3. Conclusiones

Se ha demostrado que los calixarenos pueden actuar como
nanotransportadores para encapsular doxorrubicina. El hecho de que el p-
sulfonatocalix[6]areno muestre una preferencia por ubicarse cerca de la doble
hélice del ADN, mediante una interaccion de tipo groove segun los espectros
de DC obtenidos, facilita el transporte del antibiotico hacia el polinucleotido
(Figura 4.20). Ademas, los resultados de viabilidad celular demuestran que la
presencia del calix en la disolucion reduce parcialmente los efectos
secundarios de la DOX. Solo en el caso de la linea celular de cancer de higado
HepG2, la concentracion del nanotransportador utilizado debe ser baja para

disminuir dichos efectos secundarios.

Figura 4.20. Esquema representativo de la interaccion DOX/calix/ADN.

Dada la baja toxicidad mostrada por los calixarenos, asi como los
buenos resultados obtenidos en este trabajo cuando se utilizan como
nanotransportadores del antibiotico doxorrubicina, estos macrociclos podrian

ser utilizados en un futuro con fines farmacoldgicos.
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En los tltimos afios, los macrociclos de origen sintético han generado

un especial interés, debido a sus caracteristicas conformacionales
preorganizadas y a sus miultiples actividades biologicas.'” Hoy en dia, los
esfuerzos se centran en la funcionalizacion de estos receptores con grupos
farmacéforos establecidos, con el proposito de obtener farmacos innovadores
que satisfagan las necesidades clinicas. Uno de los macrociclos sintéticos mas
versatil conocido hasta la fecha son los calixarenos,’ aunque conviene
mencionar a las ciclodextrinas,’ los éteres corona,’ las ftalocianinas’ y los
cucurbiturilos.® Todos ellos tienen diversas aplicaciones en Quimica

Supramolecular.

Los calixarenos son oligdmeros macrociclicos formados por unidades
fenolicas unidas mediante grupos metileno. Tienen cavidades hidrofobicas que
pueden alojar pequefias moléculas. Una de las principales ventajas de estos
macrociclos es la facilidad sintética para generar ligandos multivalentes, ya
que se pueden introducir diferentes sustituyentes en los bordes superior e
inferior. Por ejemplo, pueden tener un caricter hidrofilico si las unidades de

benceno que forman el anillo, ya sea el borde superior o el inferior, estan
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funcionalizados con grupos i6nicos. Es necesario sefalar que la multivalencia
es una de las caracteristicas importantes de las interacciones no covalentes que
se encuentran en la naturaleza y es un factor clave a considerar para un
quimico supramolecular. Otra caracteristica de los calixarenos es que pueden
presentar diferentes conformaciones. Los calixarenos que contienen un
numero de unidades fendlicas mayor de 5 son bastante flexibles, sin
orientacion especifica de los sustituyentes en el borde superior ¢ inferior. Sin
embargo, los calixarenos con 4 unidades de fenol (calix[4]arenos) presentan
conformaciones fijas, que pueden variar segin la funcionalizacion de los
bordes superior e inferior.® Esto es importante porque uno de los factores
relevantes en el transporte de medicamentos es el control estructural, con
frecuencia deficiente, del complejo (farmaco/vehiculo). Muchos calixarenos
muestran una buena biocompatibilidad y baja citotoxicidad, que son requisitos
previos importantes para la aplicacion en organismos vivos.” Ademas, su
capacidad de autoagregacion para formar micelas y vesiculas ha sido
explorada en numerosos estudios.'”"* Debido a este fendmeno, el mondmero y
la correspondiente estructura supramolecular muestran diferentes propiedades
quimicas y fisicas. Esta caracteristica ha sido empleada en el disefio de

nanotransportadores de fArmacos, asi como de acidos nucleicos.

Las micelas son una de las estructuras supramoleculares mas simples
empleadas como nanotransportadores de agentes terapéuticos. Los sistemas
micelares en disolucidbn acuosa presentan varias ventajas sobre otros
sistemas,'* como polimeros solubles y liposomas, que incluyen un tamafio
reducido, alta eficiencia de encapsulacion (EE), asi como un mayor control
sobre el proceso de autoagregacion, y por lo tanto, sobre su capacidad de
encapsulacion y liberaciéon. En 2011, C. Tu y colaboradores'® aprovecharon las
interacciones huésped-hospedador existentes entre un calix[4]areno pegilado y
clorina e6 hidrofobica para formar micelas poliméricas, que exhibieron una
mayor eficacia quimioterapettica sobre células tumorales que la clorina e6

libre. Para reparar lesiones o tratar enfermedades en el sistema nervioso
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central, el estrés oxidativo es un elemento vital para la supervivencia celular.
E. James y colaboradores'® desarrollaron nuevos sistemas micelares basados
en fosfolipidos de calix[4]arenos, con un marcado efecto antioxidante frente a
la generacion de especies reactivas al oxigeno (ROS). Ademas, encapsularon
curcumina, lo que permitié controlar su liberacion para realizar la liberacion y
ejercer asi un mayor efecto antioxidante sobre las células. Con el objetivo de
mejorar la eficiencia de encapsulacion, Z. Qin y colaboradores'’ prepararon
micelas esféricas multilamelares que contenian el antipsicético clorpromazina,
basandose en interacciones no covalentes con p-sulfonato-calixareno. Esto

resulto en una alta eficiencia de encapsulacion (61.0 %).

En relacion con los procesos de introduccion de material genético en
las células del paciente para tratar determinadas enfermedades, R. Rodik y

colaboradores'®'®

contribuyeron a dilucidar el mecanismo de interaccion entre
micelas de calixarenos anfifilicos policatiénicos y ADN. Estos autores
sugieren que el polinucleotido se dispone alrededor de las micelas catidnicas,
originando particulas de tamafio nanométrico. Ademas, se observd la
condensacion del ADN, que se ve favorecida para los calixarenos cationicos

con cadenas hidrocarbonadas relativamente largas.

Entre las diferentes estructuras resultantes del proceso de
autoagregacion de los calixarenos, las vesiculas exhiben ventajas notables para
la administracion y liberacion controlada de farmacos."’*® A diferencia de las
micelas, las vesiculas encapsulan preferentemente medicamentos hidrofilos,
mostrando alta eficacia de encapsulacion debido a su mayor tamafio. En 2015,
J. Mo y colaboradores prepararon vesiculas lipidicas basadas en calix[4]arenos
para encapsular y liberar el agente antineoplasico carboplatino en el
tratamiento contra el cancer de ovario. Se observo un aumento de la eficacia
del farmaco de 4.5 veces®' con respecto al firmaco libre. Estos mismos
autores'’ presentaron un trabajo similar, donde empleaban paclitaxel para
tratar células cancerosas de ovario y pulmén. Con la idea de mejorar su efecto

terapeatico y disminuir los efectos secundarios, disefiaron vesiculas que
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contenian el mismo macrociclo anterior, que previamente habia sido
conjugado con receptores del acido folico. Los resultados demostraron que la
presencia de este ligando esencial en el mecanismo celular permite alcanzar y
penetrar en las células tumorales, sobreexpresando los receptores de folato en
la superficie. Ademas, el agente terapéutico encapsulado se libera de una

manera mas controlada, sostenida y selectiva.

En este capitulo, se ha estudiado la autoagregacion de cuatro
calixarenos cationicos anfifilicos (ver Esquema 2.6 en el capitulo 2) en
disolucion acuosa y se han caracterizado los agregados formados en los
diferentes intervalos de concentracion de los calixarenos. Como puede verse
en el Esquema 2.6, se ha variado la naturaleza del grupo hidrofilico presente
en el borde superior, asi como la longitud de las cadenas hidr6fobas unidas al
borde inferior. Dado que el interés de estudiar el potencial de estos agregados
como vehiculos, vectores de material genético, se eligieron calixarenos
cationicos con el objetivo de favorecer sus interacciones con el ADN,
negativamente cargado. También se quiso investigar su potencial como
nanotransportadores de farmacos, para lo que se estudié la encapsulacion de la
doxorrubicina (DOX) en los agregados formados por los calixarenos. Como se
ha citado anteriormente, DOX es un antibidtico perteneciente a la familia de
las antraciclinas (ver Esquema 2.3 en el capitulo 2) con una alta citotoxicidad,
que se utiliza en el tratamiento del cancer de pulmoén, ovario y mama, asi
como en linfomas y leucemia, pero que causa importantes efectos
secundarios.” La encapsulacion de este medicamento podria disminuir los
efectos secundarios y mejorar el uso clinico de este medicamento, como ya se
pudo observar en los resultados obtenidos en el capitulo anterior. Estos
resultados permitiran obtener mas informacion sobre las relaciones estructura-
agregacion de los calixarenos, asi como la dependencia de las interacciones
nanotransportador/farmaco de las caracteristicas del agregado formado en
disolucion, lo cual es crucial para disefiar vectores y nanotransportadores mas

eficientes.
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5.1 Parte experimental

Todas las medidas experimentales fueron realizadas a una temperatura de
298.1540.15 K y a pH fijo, mediante el uso de una disolucion tampodn
([HEPES]= 10 mM, pH=7.4).

5.1.1. Espectroscopia de absorcion UV-vis

Los espectros de absorcion fueron obtenidos a diferentes relaciones
molares X (X=[calixareno]/[ADN]) para comprobar la estabilidad de estas
disoluciones. Se han recogido en un rango de longitudes de onda desde 200 a
700 nm. La estabilidad de las disoluciones de doxorrubicina también se
comprobd midiendo la absorbancia a la longitud de maxima absorcion, a 490

nm.

5.1.2. Espectrofluorometria

5.1.2.1.  Determinacién de la concentracion de agregacion critica,
CAC,  utilizando como sonda el &-anilino-1-

naftalensulfonato de sodio (ANS)

Las titulaciones de fluorescencia fueron realizadas a una concentracion de
ANS de 2.50x10° mol dm™ y variando la concentracién de macrociclo
presente en la disolucion. Estas experiencias fueron realizadas con una
potencia de lampara de 400 V y anchuras de 5.0 y 5.0 nm para las rendijas de
excitacion y emision, respectivamente. Las longitudes de onda de excitacion y

de emision fueron de 350 nm y 471 nm, correspondientes a los méximos de
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absorcion y emision del ANS, respectivamente. Se observaron dos puntos de
inflexion al representar I/lo frente a [calixareno], donde I e Io son las
intensidades de emision de fluorescencia del ANS en presencia y en ausencia
de calix, respectivamente. En el texto, la concentracion de calixareno
correspondiente al primer punto de inflexion sera designada como CACl1 y la

correspondiente al segundo punto de inflexion como CAC2.

5.1.2.2.  Experimentos competitivos en presencia de bromuro de

etidio (EtBr)

La intensidad de emision de fluorescencia del EtBr fue medida a 587 nm
(Aexc=520 nm). Las rendijas de excitacion y emision dependieron de la
concentracion de calixareno, sin embargo la potencia de la lampara fue fijada
a 400 V. Para concentraciones bajas de calix, se utilizaron rendijas de
excitacion y emision iguales a 10.0 nm. Al aumentar la concentracién de
macrociclo, las rendijas de excitacion y emision utilizadas fueron de 5.0 y 5.0
nm, respectivamente. Se varid la concentracion de calixareno, pero las
concentraciones de EtBr y ADN se mantuvieron constantes, aunque sus
valores también dependieron del rango de concentraciones de calixareno
empleado. Para [calix][<CACI], las concentraciones de polinucleétido y sonda
fluorescente fueron de 5.00x107 mol dm™ y de 5.00x10° mol dm™,
respectivamente. Para [calix]>CAC]1, se utilizaron [EtBr]=3.30x10° mol dm™
y [ADN]=2.00x10° mol dm™. El rango de concentraciones de macrociclo

investigado dependio de la naturaleza del calix estudiado.
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5.1.3 Potencial zeta ({)

La determinacion de esta propiedad fue realizada a una concentracion fija
de ADN y a una concentracion variable de calixareno. Para [calix[<CACI1
[ADN]=5.00x10"" mol dm®, y para [calix]> CAC1 [ADN]=2.00x10"° mol
dm. Estas experiencias fueron realizadas siguiendo las pautas indicadas en la

seccion 2.2.4 del capitulo 2.

5.1.4 Electroforesis en gel de agarosa

Estas experiencias fueron realizadas siguiendo las pautas que se
encuentran detalladas en la seccion 2.2.12 del capitulo 2, a una concentracion
de ADN fija de 2.00x10” mol dm?, en presencia de concentraciones variables

de calix.

5.1.5 Dispersion de Luz Dindmica (DLS)

El diametro hidrodinamico de las particulas y la polidispersidad (PDI) de
estos sistemas fueron obtenidos en las mismas condiciones y utilizando el
mismo equipo que las medidas de potencial zeta. Estas experiencias fueron
realizadas a una concentracion fija de ADN y a una concentracion variable de
calixareno. Para [calix][<CAC1 [ADN]=5.00x10" mol dm?>, y para
[calix]>CAC1 [ADN]=2.00x10"° mol dm™.
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5.1.6. Dicroismo circular (DC)

Los espectros fueron registrados desde 220 a 320 nm dentro de la region

intrinseca del ADN.

Las disoluciones de calixareno/ADN con [calix][<CACI no se pudieron
estudiar, debido a la baja concentracion de polinucledtido presente en las
disoluciones, por lo que los resultados no eran fiables. Para [calix]>CAC]1, la
concentracién de ADN se mantuvo constante a 2.00x10~° mol dm >, mientras
que se vari6 la concentracion de calix. Todas las medidas fueron expresadas

en términos de elipticidad molar segun la ec. 2.1. del capitulo 2.

5.1.7 Microscopia de Transmision Electronica (TEM)

Con el objetivo de caracterizar la morfologia de estos sistemas, se
obtuvieron imagenes de TEM de los diferentes agregados de calixareno. Estas
imagenes fueron obtenidas mediante el protocolo especificado en la seccidn

2.2.11 del capitulo 2.

5.1.8 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

Con el proposito de visualizar la conformacion de las moléculas de
polinucledtido, s6lo y en presencia de los calixarenos, se utilizd una
concentracion de ADN de 3.00x10”7 mol dm™ para [calix][<CAC1 y de
5.00x10°® mol dm” para [calix]> CACI. Las imagenes de AFM de los
complejos calixareno/ADN fueron obtenidas mediante el protocolo que se

encuentra detallado en la seccion 2.2.10 del capitulo 2.
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5.1.9 Ensayos in vitro de citotoxicidad (Ensayo MTT)

La evaluacion de la citotoxicidad de los macrociclos estudiados y de sus
agregados ha sido realizada en un periodo de 96 h, utilizando las lineas
celulares A549, MCF7, LS180, HepG2 y RPE-1. El protocolo seguido se ha

especificado en la seccion 2.2.13. del capitulo 2.

5.1.10 Método de dialisis

La eficiencia de encapsulacion del agente antineoplasico doxorrubicina,
DOX ([DOX]= 2.00x10™* mol dm™), en los agregados, asi como su liberacién
de estos fue estudiada empleando el método de dialisis detallado en la seccion
2.2.14. del capitulo 2. Para ello, se mezclaron los volumenes necesarios para
formar el complejo DOX/calix para cada sistema investigado y se mantuvo en

ultrasonidos durante 2 min.
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5.2 Resultados y discusion

5.2.1 Estudio del proceso de auto-agregacion de los calixarenos en

disolucion acuosa

El autoensamblaje de moléculas macrociclicas como los calixarenos es un
campo de estudio muy activo de la Quimica Supramolecular. Nanoestructuras,
como las micelas y las vesiculas, han encontrado muchas aplicaciones
interesantes en Quimica, Biologia y Ciencias de los Materiales. Para estudiar
los procesos de autoagregacion de los calixarenos investigados en este trabajo,
se utilizdo el cromoéforo 8-anilino-1-naftalensulfonato de sodio, ANS. Esta
sonda fluorescente se utiliza con frecuencia en la determinacion de la
concentracion de agregacion critica (CAC) de moléculas anfifilicas.” Es bien
conocido que la intensidad de emision de fluorescencia, I, del ANS cuando se
disuelve en agua es baja, con una longitud de onda de emision maxima a 530
nm.** Pero, cuando el ANS se encuentra en un entomo menos polar, se
observa un aumento significativo de la intensidad de emision y un
desplazamiento del maximo hacia la region del azul. Dado que la unién del
ANS a las micelas y vesiculas resulta en un gran aumento de la intensidad de
emision, es posible determinar los cambios estructurales presentes en estos
sistemas. La Figura 5.1 muestra la dependencia de la intensidad de emision
de fluorescencia del ANS a 471 nm del log([calix]). Se observan dos puntos de
inflexion y los valores de CAC1 y CAC2 se estimaron a partir de la
interseccion de las regiones lineales encontradas para los intervalos de
concentracion por debajo y por encima de ellos. Este comportamiento fue
observado para todos los calixarenos investigados. Los valores de CAC1 y
CAC?2 para cada uno de los macrociclos estudiados se recogen en la  7abla
5.1. Se puede ver que los valores de CAC1 son similares para todos los
calixarenos, siendo practicamente independientes de la longitud de la cadena

alquilica hidréfoba y de la naturaleza del grupo de cabeza hidrofilico. Sin
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embargo, CAC2 disminuye cuando la longitud de la cadena hidrocarbonada

aumenta para los derivados de imidazolinio. Por otro lado, la sustitucion de un

grupo cationico de amonio cuaternario por un imidazolinio disminuye

significativamente el valor de CAC2. Esta tendencia también fue encontrada

por otros autores.”
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Figura 5.1. Dependencia de la intensidad de emision de fluorescencia del
ANS (A= 471 nm) del log([calix]) (A: TEAC4, B: (ImisIlmz)2, C: (Imi2)s, y D:
(Imie)4).
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Tabla 5.1. Valores de la primera y segunda concentracion de agregacion
critica, CAC1 y CAC2, de los calixarenos investigados en este capitulo

obtenidos a partir de medidas de fluorescencia del ANS.

Calixareno CAC1/mol dm® CAC2/mol dm™

TEAC; 1.10 x 10 1.40 x 10
(Im16Ims)2 1.80 x 10° 2.50 x 107
(Imi2)s 1.20 x 10° 3.50 x 10°
(Imie)s 1.70 x 10 7.20 x 10°°

Con el proposito de obtener informaciéon acerca del tamafio y la
morfologia de los agregados formados, se realizaron medidas de microscopia
de transmision electronica (TEM). Esta técnica permite observar
nanoestructuras como las micelas y vesiculas, asi como las transiciones de
monomeros<>micelas, micelas<micelas, micelas<>vesiculas y
vesiculas«<svesiculas.’**’ La Figura 5.2 muestra las imigenes de TEM de las
nanoestructuras formadas por los calixarenos para [calix][<CACI1 (A, D, G, J),
CACI<[calix]<CAC2 (B, E, H, K) y [calix]>CAC2 (C, F, I, L). Los didmetros
promedio de las nanoestructuras observadas en la Figura 5.2 se muestran en la
Tabla 5.2. Las concentraciones de calix enumeradas en esta tabla para cada
macrociclo, se corresponden con los valores de concentracion empleados para
obtener las imagenes de TEM. La Tabla 5.2 también presenta el didmetro
promedio y el indice de polidispersidad, PDI, obtenidos mediante la dispersion
de luz dindmica (DLS) para los mismos sistemas. No se pudo obtener
informacién sobre las concentraciones mas bajas de calix a partir de las
medidas de DLS debido a las limitaciones del instrumento utilizado. Esto se

a*

indica en la Tabla 5.2 con el simbolo *. Los resultados confirman Ia
complejidad las disoluciones acuosas de los calixarenos. Para [calix]< CAC1

solo se observan micelas.
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Figura 5.2. Iméagenes de TEM de las nanoestructuras formadas por los
calixarenos estudiados en este capitulo. TEAC4: A, By C; (Imislms): D, Ey
F; (Imi2)s: G, He I; (Imig)a: J, Ky L (A, D, Gy J para [calix]< CAC1; B, E,
H, K para CACI< [calix][< CAC2; y C, F, I, L para [calix]> CAC2).
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Tabla 5.2. Diametro promedio, estimado a partir de medidas de TEM y DLS, e
indice de polidispersidad (PDI) para las nanoestructuras formadas por los

calixarenos estudiados a diferentes concentraciones.

: : TEM DL

Calivareno | [calislM =5 0 T im | Punm | Pynm | Po(%)yam | Px(%)am |  PDI

0007 | 1022 | - ; § ; - -

- - 08eld | 2553 )
TEAC, | BO0<10° | 9115 | 19730| - ] e vy | 030:0.02
GO0A0¢ | 10s3 | 23555 | 15123 | 62=8 pkj;?,; %:5;45"}4; 0.8120.03

0007 | 12815 | - - ) - - -

. i 145216 5
(mlm, | 70RO | 122 | Das1s| - ) o | 0242003
G00:10° | 1322 | 17016 | 0518 | - 9&;},}9 1;3";2; 0.30:0.13

P00 | 2053 | - - - - - -

: 57213 5
- TO010° | 19:3 | 839 | - ] oy | V462006
G000 | 1822 | 14122 | 10024 | - pkf;},f 1(931*;; 0.340.07

0007 | 208 | - - - - - -

31018 - -

\ ] 273 36050 N
(Tmye)s "4 (010 19518 - - (%) 5% 0.4120.03
Q000 | 1823 | 405211 31026 | 14624 4;35’5,951 1(1&:;{)? 0.40:0.04

*[calix]= CACI; " CACI<[ealix]=CACT; © [calix]=CAC2

* Mo fue posible medir esta concentracion en todos los casos investigados por DLS, debido 2 que
es demasizdo baja para obtener resultzdos sigmificativos.

Los diametros promedio obtenidos por TEM y DLS son los esperados
para este tipo de nanoestructuras. El rango de concentracion donde estan
presentes los monomeros de las moléculas de calix no pudo ser estudiado por
fluorescencia, debido a que concentraciones muy bajas de calixareno no
permitieron obtener resultados experimentales detectables, ni tampoco fue
apreciado en experiencias previas mediante TEM. Por lo tanto, no se pudo
obtener informacion fiable sobre las disoluciones de calixarenos en forma
monomérica. Los resultados de TEM muestran la presencia de micelas y

vesiculas para CACl<[calix]< CAC2. Para el intervalo [calix]>CAC2, se
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encuentran micelas y una distribucion de vesiculas. El hecho de que se detecte
un segundo valor de CAC es indicativo de una variacion en la polaridad del
entorno del ANS. Esto podria deberse a la formacion de vesiculas mas grandes
o incluso a la aparicion de vesiculas con varias capas o multilamelares. Los
datos recogidos en la Tabla 5.2 muestra que un aumento en la concentracion
de calix da como resultado un incremento de la polidispersidad de los

sistemas.

La Tabla 5.2 también muestra que el didmetro promedio estimado por
las dos técnicas es diferente, siendo generalmente mayor el obtenido por DLS.
Ademas, esta técnica no puede distinguir entre poblaciones de vesiculas con
varios tamafios y las micelas no son detectables para [calix][<CAC1. Muchos
autores han discutido las diferencias entre los tamafios promedio medidos por
ambas técnicas.”®* Se sabe que el TEM mide el tamafio del nicleo de la
particula, mientras que la DLS incluye la capa de solvatacion de ésta. No
obstante, para sistemas monodispersos, los tamafios obtenidos por TEM y
DLS no suelen ser muy diferentes. Las diferencias aumentan cuando hay una
distribucion de tamafios. Esto se debe a que la microscopia electronica de
transmision se basa en contar el numero de particulas, dando un tamafo
promedio numérico, mientras que la DLS pondera la distribucion de una
manera diferente, dando mas peso a las particulas mas grandes, lo que

aumenta el tamafio promedio.

Con el proposito de obtener informacion sobre la influencia de la
concentracion de calix en la viabilidad celular, se llevaron a cabo ensayos in
vitro de la citotoxicidad de los calixarenos a diferentes concentraciones. La
Figura 5.3 muestra la viabilidad celular de los macrociclos estudiados para
diferentes lineas celulares. Se observo una viabilidad celular de ~100% para la
mayoria de las lineas celulares, para [calix][<CACI1, donde s6lo estan presentes
las micelas. So6lo en el caso de (Imislms)2 e (Imig)s se aprecia una cierta
toxicidad para las lineas HepG2 y MCF7, y A549 y LS180, respectivamente,

cuando las concentraciones de calix estan cercanas a la CACI1. En definitiva,
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en todos los calixarenos investigados, las micelas de estos macrociclos se

pueden considerar nanotransportadores biocompatibles en casi la totalidad del

intervalo de concentraciones de calix empleado.
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Figura 5.3. % de viabilidad en presencia de diferentes concentraciones de
calixareno para diferentes lineas celulares durante un periodo de 96 h (A:

TEACs4, B: (Im12)4, C: (Imislms )z, y D: (Imie)s).
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Cuando las vesiculas estan presentes en las disoluciones, el
comportamiento es diferente para cada calixareno. Cuando aumenta la
concentracion de TEAC4, no se observa toxicidad, excepto para la linea
HepG2 y, especialmente, para la linea LS180. Como la linea de células sanas
no se ve afectada, este calixareno presenta cierto potencial como
nanotransportador de farmacos antineoplasicos. (Imiz2)s+ no es tdxico para
ninguna de las lineas celulares investigadas, dentro del rango de concentracion
estudiado. Esto significa que sus agregados, tanto micelas como vesiculas,
pueden usarse como nanotransportadores biocompatibles. Sin embargo, las
vesiculas de (Imislms)2 son sustancialmente mas toxicas para las lineas
celulares cancerosas que para la linea celular normal. Por lo tanto, estas
vesiculas podrian usarse como nanotransportadores de agentes antitumorales.
Finalmente, cuando aumenta la concentracion de (Imis)s, sus vesiculas son
bastante toxicas para todas las lineas, aunque un 90-70% de las células no se

ven afectadas hasta una [calix|=12.1 pM.

Una vez que las disoluciones de calixareno han sido caracterizadas a
diferentes concentraciones en funcion de los agregados presentes, se
investigara la interaccion de ADN de timo de temera con las micelas y

vesiculas formadas por los siguientes macrociclos.
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5.2.2 Estudio de las interacciones entre los agregados de

calixareno y el ADN de timo de ternera

5.2.2.1 Interaccion entre los calixarenos y el ADN de timo de ternera

para [calix[<CAC1

Antes de comenzar los experimentos, se comprobd mediante
espectroscopia UV-visible la estabilidad de las disoluciones de
calixareno/ctADN. No se observo turbidez en todo el intervalo de

concentracion de los diferentes calix estudiados.

Una forma sencilla de obtener informacién sobre las interacciones
entre las micelas de calixareno y el ADN de timo de temera es a través de
ensayos competitivos en presencia de bromuro de etidio (EtBr). El bromuro de
etidio es una sonda plana fluorescente que es capaz de unirse a la doble hélice
del ADN mediante intercalacion®® y, como consecuencia, se produce un
aumento en la intensidad de emision de fluorescencia, en comparacion con la
que se muestra en un entorno mas polar, como es la disolucion acuosa.’ Por lo
tanto, a partir de los cambios en la intensidad de emision de fluorescencia del
EtBr, en una disoluciéon que contiene ADN y EtBr, cuando las micelas de
calixareno se agregan a la disolucion, se puede obtener informacion sobre las

interacciones entre las micelas y el ADN.

La Figura 5.4 muestra la dependencia de I/Io de la relacion molar X
(X= [calix]/[ADN]) para los macrociclos investigados, donde Io ¢ I son las
intensidades de emision de fluorescencia del EtBr en ausencia y en presencia
de las micelas, respectivamente. Se ha preferido usar el parametro X en lugar
de la relacion de carga Z'/Z", porque este tltimo es mas adecuado cuando los
mondmeros y no los agregados son las especies que interaccionan con el
polinucledtido. Se encontrd el mismo comportamiento para todos los sistemas
estudiados: una disminucion sigmoidal de I/Io al aumentar la relacion molar de
X, hasta que la relacion de I/lo alcanza un valor constante, independiente del

valor de X. La linea horizontal de trazos representa el valor de I/Io mostrado
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por el EtBr en una disolucion de HEPES 10 mM pH=7.4, en ausencia de
ADN. Estos resultados indican que las moléculas de EtBr son desplazadas
hacia la disoluciéon acuosa cuando se anaden micelas de calix al medio.
Aunque, el porcentaje de moléculas de EtBr que se desplazan desde su sitio de
intercalacion en la doble hélice del ADN hacia la disolucion acuosa, depende
de la naturaleza del macrociclo empleado. Dado que la intercalacion de las
micelas de calixareno, o incluso de sus mondmeros, entre los pares de bases
del polinucledtido parece improbable, un cambio conformacional del 4cido
nucleico causado por sus interacciones con las micelas podria explicar estos

resultados experimentales.
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Figura 5.4. Representacion grafica de la relacion de I/Io frente a la relacion
molar X, para [calix][<CACI1. La linea horizontal discontinua representa el
valor de I/Io mostrado por el EtBr en una disoluciéon de HEPES 10 mM, en
ausencia de ADN. [EtBr]=5.00x10 mol dm™ y [ADN]=5.00x10" mol dm™.
Las barras de error representan las desviaciones estandar para cada valor de X

(n=3).
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La Figura 5.4 muestra que la eficiencia de las micelas de calixareno
para desplazar las moléculas de EtBr tiene la siguiente tendencia:
(ImaImie)>>(Im12)a>TEACs>(Imis)4. Esta tendencia es dificil de explicar,
especialmente por la falta de informacién sobre la concentracion micelar
critica (CMC) y sobre el numero de agregacion micelar (Nag). Ninguno de
ellos pudo determinarse experimentalmente, debido a que las concentraciones
de calixareno para las que los mondémeros estan presentes es tan baja, que no
se observan senales de fluorescencia detectables. Ademas, no existe una
correlacion entre los tamafios de las micelas que se recogen en la Tabla 5.2 y
la tendencia experimental observada en la Figura 5.4. Con el fin de obtener
mas informacion sobre las interacciones entre las micelas de calixareno y el
ADN, el potencial zeta (), y el tamafio de los complejos micelas de

calixareno/ADN fueron medidos.***?

La dependencia de la relacion ({/{) de X se muestra en la Figura 5.5,
donde £ y { son el potencial zeta de las disoluciones en presencia y en
ausencia de micelas de calixareno, respectivamente. Los resultados indican
que un incremento en la concentracion de calix causa un aumento en el valor
de {/Co. La Figura anterior muestra que la inversion de carga del
polinucleotido se observa para el TEAC, el (Imislms)2 y el (Imi2)4, pero no
para (Imie)s. Ademas, en el caso del (ImisIms)2 y del (Imi2)s se encuentra una
inversion de carga completa. Como se ha demostrado en trabajos
anteriores,”?* la inversion de carga del ADN est4 estrechamente relacionada
con su condensacion y su compactacion y estd promovida por interacciones
electrostaticas selectivas. Tanto un aumento de la entropia del sistema, debido
a la liberacion de contraiones Na' del ADN, como el mecanismo de
fraccionamiento de carga sugerido por Shklovskii,** favorecen este proceso.
Los resultados indican que el polinucledétido muestra una interaccion fuerte
con el (Imislms)2 y el (Imi2)4, més débil con el TEACs4, aunque lo suficiente
como para provocar la inversion de carga del ADN, y una interaccion pobre

con el (Imie)s. El valor de X en el que (/o es cero se corresponde con el valor
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de electroneutralidad, donde el potencial zeta del complejo micelas de
calixareno/ADN es cero. Este es igual a 0.95, 1.05 y 1.50 para el (ImisIms)2, el
(Imi2)s y el TEACs, respectivamente. Estos resultados concuerdan con los

obtenidos a partir de los ensayos competitivos en presencia de EtBr.
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Figura 5.5. Dependencia del potencial zeta relativo ({/o) frente a la relacion
molar X, para [calix]<CAC1. [ADN]=5.00x10" mol dm™. Las barras de error

representan las desviaciones estandar para cada valor de X (n= 10).

Los espectros de dicroismo circular (DC) proporcionan informacion
sobre los cambios conformacionales que sufren las moléculas de ADN cuando
interaccionan con otras especies.**”’ Sin embargo, para [calix][<CACI, la baja
concentracion de ADN presente en la disolucion no permitidé registrar
espectros de DC que proporcionaran informacién fiable. Con el propodsito de
conocer los posibles cambios conformacionales que ocurren en las moléculas
de ADN, cuando se forman los complejos micelas de calixareno/ADN, se
realizaron medidas de dispersion de luz dinamica (DLS). Los datos se

muestran en la  Figura 5.6. En esta Figura se puede ver que el didmetro
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hidrodinamico promedio (d) en ausencia de calix, es igual a 865 nm, resultado
que estd de acuerdo con resultados anteriores.*® A valores bajos de X, se
observa una distribucion unimodal, con un valor de d similar al del ADN en su
conformacion extendida.®® En el caso del (Imis)s, el valor de d no varia
practicamente para todos los valores de X investigados, lo que indicaria que
no ocurren cambios conformacionales sustanciales en el polinucledtido y
estaria de acuerdo con la no observacion de una inversion de carga para este
calixareno. Para el (ImisIms). y el (Imi2)4, se observa una distribucion bimodal
al aumentar X, acompafiada de una disminucion del valor promedio del
diametro hidrodinamico, hasta alcanzar un cierto valor de X. A partir de ese
valor, se observa una distribucion unimodal, con un valor de d cercano a 145
nm, que es independiente de X. Estos resultados podrian explicarse si se
considera que las micelas del (ImisIms)2 y del (Imi2)s compactan el ADN,
pasandolo de una conformacion elongada a una de tipo globular, mas pequena.
Otros autores obtuvieron valores de d similares a los encontrados en este
trabajo para el ADN condensado.”*’ Se observa un comportamiento similar
para el TEAC4, pero en este caso el valor minimo de d es cercano a 200 nm.
Es decir, algo mas grande que los encontrados para el (Imislms)2 y el (Imi2)a.
Esto puede deberse a una compactacion parcial, o al menos no completa. Las
medidas de DLS han demostrado que las micelas del (Imislms)z, el (Imi2)4y el

TEAC:4 son capaces de provocar cambios conformacionales en el ADN.
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Figura 5.6. Dependencia del didmetro promedio (d) frente a la relacion molar
de X, para [calix]<CAC1 [ADN]=5.00x107 mol dm™. Las barras de error

representan las desviaciones estandar para cada valor de X (n= 10).

Con el objetivo de visualizar la morfologia de la estructura de los
complejos micelas de calixareno/ADN, para [calix][<CACI, se llevaron a cabo
experimentos de AFM. La  Figura 5.7 muestra una imagen tipica de la
conformacion totalmente extendida del ADN de timo de temera en ausencia
de micelas de calixarenos. La Figura 5.8 muestra los resultados obtenidos
para las disoluciones de (Imi2)4/ADN, asi como las imagenes de AFM
obtenidas para los complejos TEAC4/ADN, (Imislms)/ADN y (Imis)s/ ADN.
Las imagenes de AFM evidencian la efectividad de las micelas de TEACs, de
(Imi2)4 y de (Imislma)2, para [calix][<CACI1, para compactar las moléculas de
ADN. En el caso del (Imis)4, coexisten estructuras totalmente extendidas y
globulares, ya que no se pudieron realizar experimentos a valores de X
mayores debido a problemas de solubilidad, como ya se ha mencionado

anteriormente.
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Figura 5.7. Imagen de AFM de ADN de timo de temera en ausencia de
liposomas ([ADN]=3.00x10” mol dm™).
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Figura 5.8. Imégenes topograficas de AFM de: A) TEAC4/ADN a X= 1.50,
B) (Imi6Im3)2/ADN a X=1.50, C) (Imi12)4/ADN a X=1.50 y D) (Imi6)#/ADN a
X =0.9, para [calix][<CACI.
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5.2.2.2 Interaccion entre los calixarenos y el ctDNA para

[calix]>CAC]1

Es importante resaltar que para [calix[>CAC1 existen diferentes
agregados, dependiendo de la concentracion de calix (ver Tabla 5.2). Se
pueden encontrar monémeros, micelas y una distribucion de vesiculas, aunque
la polidispersidad es mayor para el TEAC4 que para el (ImisIms)z, el (Imi2)s y

el (Imie)a.

Como en el caso de los estudios anteriormente realizados para
[calix][<CACI, antes de comenzar los experimentos, se usod espectroscopia
UV-visible para verificar la estabilidad de las disoluciones de
calixareno/ADN. No se observo turbidez en ninguno de los intervalos de

concentracion de calix estudiados.

La Figura 5.9 muestra los resultados de los ensayos competitivos en
presencia de EtBr obtenidos para los calixarenos investigados para [calix]>
CACI1. Como en la Figura 5.4, se observa en todos los casos una disminucion
sigmoidal de 1/Io al aumentar X, hasta que la relacion de I/Io alcanza un valor
constante, independiente del valor de X. Io e I son las intensidades de emision
de fluorescencia del EtBr en ausencia y en presencia de los agregados de
calixareno, respectivamente. La linea horizontal de trazos representa el valor
de I/Io mostrado por el EtBr en una disolucion de HEPES 10 mM pH= 7.4, en
ausencia de ADN. En contraste con los resultados obtenidos para
[calix[<CACI, los agregados de calixareno desplazan completamente las
moléculas de EtBr de su posicion entre los pares de bases del ADN a la
disolucion acuosa, para todos los calixarenos investigados. Teniendo en cuenta
que no se espera la intercalacion de los monomeros, las micelas o las vesiculas
de calixareno entre los pares de bases del polinucledtido, un cambio
conformacional del ADN causado por sus interacciones con los agregados de
calixareno podria explicar estos resultados. Todos los macrociclos

interaccionan fuertemente con el ADN y la afinidad de los agregados de
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calixareno por el polinucleétido muestra la siguiente tendencia: (Imi2)s>
TEACs> (ImisIlms)>> (Imis)s. A partir de la comparacion de los resultados
obtenidos en la Figura 54 y la  Figura 5.9, se puede decir que las
interacciones entre las vesiculas de calixareno y el ADN son mas fuertes que

las que se producen entre las micelas de calixareno y el ADN.
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Figura 5.9. Representacion grafica de la relacion de I/Io para la interaccion del
ADN con los agregados de calixareno, para [calix]>CACl1, en funcién de la
relacion molar X. La linea horizontal discontinua representa el valor de I/Io
mostrado por el EtBr en una disolucion de HEPES 10 mM, en ausencia de
ADN ([EtBr]=3.30x10"° mol dm>, [ADN]=2.00x10" mol dm™). Las barras de

error representan las desviaciones estandar para cada valor de X (n=3).

Teniendo en cuenta los datos que se muestran en la  Figura 5.9, y
considerando los resultados obtenidos para [calix][<CACI, se esperaria una
inversion de carga del ctADN para todos los calixarenos investigados, para

[calix]>CACI. La dependencia de la relacion (£/{o) frente a la relacion molar
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X, para [calix]>CAC1, se muestra en la Figura 5.10, donde {y (o tienen el
mismo significado comentado anteriormente. Los resultados demuestran que
un incremento en la concentracion de calix provoca una inversion de carga del
ADN, es decir, de valores negativos a positivos, como se esperaba. Solo en el
caso del (Imig)s, debido a problemas de solubilidad, no se pudieron realizar
estos experimentos a concentraciones de calix mas altas (en ausencia de EtBr,
el (Imis)s es menos soluble en presencia de ADN). Sin embargo, se observa
que para las disoluciones mas concentradas de este calixareno, la carga del
polinucledtido es neutralizada, por lo que cabria esperar que se produzca una
inversion de carga a una mayor [(Imis)4]. Los valores de X para los cuales se
alcanza la electroneutralidad son iguales a 0.46 para el TEAC4y el (Imi2)s4, y a
0.61 y 0.90 para el (ImisIms)2 y el (Imie)4, respectivamente. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en los ensayos competitivos en presencia de
EtBr. La inversion de carga observada podria ser interpretada como un cambio
conformacional del ADN desde un estado totalmente extendido a una forma

compacta.

[calix]> CAC1
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Figura 5.10. Dependencia del potencial zeta relativo ({/{o) frente a la relacion
molar de X, para [calix]>CAC1(JADN]=2.00x10” mol dm™). Las barras de

error representan las desviaciones estandar para cada valor de X (n= 10).
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El efecto de las interacciones entre los agregados de calixareno y el
ADN en la carga del polinucledtido también puede estudiarse mediante
electroforesis en gel de agarosa.*' La Figura 5.11 muestra las imagenes de
electroforesis en gel de agarosa de una serie de disoluciones de
calixareno/ADN, para [calix[>CACI1. A bajas concentraciones de calixareno
se observo un desplazamiento de la banda hacia el anodo, lo que indica que el
ADN se encuentra cargado negativamente. Cuando aumenta el valor de X, las
interacciones calixareno/ADN dan como resultado la neutralizacion y la
posterior inversion de carga del polinucledtido y, por lo tanto, no se observa
ningn desplazamiento. Los resultados de la electroforesis estan de acuerdo

con los obtenidos a partir de las medidas de potencial zeta.

ADN 03 04 05 08 10 12 ADN 0.2 03 04 0.6 0.8 1.0 1.2

|r|“f“

ADN 03 05 06 08 10 12 ADN 0.3 0.7 0.9

Figura 5.11. Experimentos de electroforesis en gel de agarosa (1.00 % p/v)

para distintas disoluciones de calixareno/ADN, dentro del intervalo de

concentraciones [calix]>CAC1 (JADN]=2.00x10"° mol dm™).
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Con el objetivo de investigar los posibles cambios conformacionales
en el ADN causados por sus interacciones con los agregados de calixareno, se
realizaron experimentos de dicroismo circular (DC). La Figura 5.12 muestra
los espectros de DC de disoluciones de calixareno/ADN obtenidos a diferentes
valores de X, para [calix]>CAC1. Se comprobd que ni los mondémeros, ni los
agregados de calixareno, micelas y vesiculas, contribuyen al espectro de
dicroismo circular. Estos espectros se registraron utilizando como referencia
una disoluciéon de HEPES 10 mM pH= 7.4. En la Figura 5.12 el ADN en
ausencia de calix presenta un espectro de DC caracteristico de la forma B. Una
banda positiva a aproximadamente 280 nm, debido al apilamiento entre las
bases nitrogenadas del polinucleotido, y una banda negativa alrededor de 247
nm, como resultado de la supraestructura helicoidal del ADN.** Un aumento
en la concentracion de calix da como resultado un desplazamiento de las
bandas a longitudes de onda mayores y una disminucién gradual en la
intensidad de la banda positiva, para todos los sistemas investigados. Estas
variaciones se atribuyen, generalmente, a la neutralizacion de las cargas
negativas del polinucledtido,”* debido a sus interacciones electrostiticas con
especies cationicas. Los resultados de DC muestran también un aumento en la
elipticidad molar de la banda negativa, que junto con el desplazamiento de las
bandas hacia longitudes de onda mayores y la disminucioén de la intensidad de
la banda positiva, se relaciona con la formacién de fases del ADN altamente

condensadas,

asi como con una apertura parcial de la doble cadena del
ADN.* Por lo tanto, las variaciones observadas se podrian atribuir a cambios,
al menos parciales, en la conformacion del polinucledtido que conducirian a la
aparicion de estructuras globulares. Los espectros de DC no sufren cambios
significativos a valores de X mayores. La Figura 5.12B, muestra el espectro
de DC para X=4, que corresponderia al intervalo [calix]>CAC2. Se eligit el

(Imi2)4 porque no presenta problemas de solubilidad a altos valores de X.
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Figura 5.12. Espectros de dicroismo circular de disoluciones
calixarenos/ADN, para [calix]>CAC1 (2.00x10”° mol dm™). A: TEACs; B:
(Im12)4; C: (Imislms)2; y D: (Imie)a.

Debido a la complejidad de estos sistemas, no pudo ser estudiado el
diametro hidrodindmico de estos agregados mediante dispersion de luz

dinamica (DLS).

Con el objetivo de visualizar la morfologia de los agregados de
calixareno/ADN para [calix][>CACl, se realizaron medidas de microscopia de
fuerza atomica (AFM). Debido a que la concentracion de ADN es mayor que

la utilizada para el intervalo [calix][<CACI, se encontraron muchos problemas
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de solubilidad para estudiar los sistemas mediante esta técnica. Los sistemas
mas adecuados para realizar estos estudios resultaron ser las disoluciones de
(Imi2)4/ADN, por ello en la Figura 5.13 s6lo aparecen las imagenes de AFM
correspondientes a estos sistemas. Como puede verse, se observa una
compactacion parcial del ADN, coexistiendo moléculas de polinucledtido en
forma alargada y otras en forma globular. Estos resultados estan de acuerdo

con los obtenidos en las medidas de dicroismo circular.

2.36 nm 12.72 nm

120nm
T

0.00 nm 0.00 nm

Figura 5.13. Imagenes topograficas de AFM de los complejos de
(Im12)s/ADN: A) X=3.00y B) X=9.00, para [calix]> CACI.
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5.2.3. Encapsulacion y liberacion de la doxorrubicina, DOX, en

agregados de calixareno

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo
y el mimero cada vez mayor de investigaciones cientificas confirma que existe
una necesidad creciente de mejorar su tratamiento. La doxorrubicina, DOX, es
un antibidtico que fue aprobado con fines quimioterapéuticos en Estados
Unidos en 1974.° Se trata de un medicamento de amplio espectro en el
tratamiento de tumores, que a menudo es utilizado solo, o en combinacién con
otros farmacos. Sin embargo, su efecto secundario mds importante es la
cardiotoxicidad, que puede llegar incluso a provocar la muerte. Otros efectos
adversos relacionados con su uso son diarrea, alopecia, mielosupresion, y
decoloracion de la orina. Cuando el propoésito que se persigue es disminuir sus
efectos secundarios y aumentar su tiempo de vida media en el organismo, la

nanotecnologia se convierte en una herramienta indispensable.

Los nanotransportadores de tamafios entre 10 y 400 nm son capaces de
encapsular y liberar de manera eficiente numerosos firmacos.””*’ Por ejemplo,
es bien conocido que la encapsulacion de medicamentos en nanoestructuras
tales como las micelas y las vesiculas, ha resultado en un importante aumento
de la solubilidad de farmacos hidrofobicos, en una mayor biodisponibilidad y
en excelentes resultados terapéuticos, todo ello acompafiado de una
disminucion de los efectos secundarios.**° Teniendo en cuenta esta idea, la
encapsulacion de la DOX en los agregados de calix, y su posterior liberacion,
han sido estudiados en este trabajo de investigacion, en todo el intervalo de
concentraciones de calix empleado en las medidas de TEM, mediante el
método de dialisis. En la  Figura 5.14 y la Figura 5.15 se muestra la
variacion de la concentracion de DOX frente al tiempo, obtenida a partir de
medidas de absorbancia, en el proceso de dialisis a 4 °C, para los diferentes
agregados de calixareno investigados. El procedimiento de dialisis empleado
se describi6 detalladamente en el apartado 2.2.14 del capitulo 2 de esta

memoria. Estos resultados experimentales permiten obtener la eficiencia de
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encapsulacion (% EE) de los agregados de calix, que se recogen en la Tabla
5.3. En el caso de las micelas, se obtuvo un % EE dentro del intervalo 80-60
%, dependiendo de la naturaleza del macrociclo empleado. Estos resultados
estan de acuerdo con los obtenidos por otros autores.”’”' En este caso no se
observa una correlacion entre el % EE y el tamafio de los agregados (ver
Tabla 5.2). Sin embargo, cuando se produce un incremento de la
concentracion de calix ([calix]>CACI1), que va acompanado de un aumento
del tamafio de las vesiculas, se observa un aumento del % EE. Este valor
oscila entre un 90 % y un 70 %, dependiendo de la naturaleza del calixareno.
Estos resultados suponen una mejora en la eficiencia de encapsulacion de la

DOX con respecto a las obtenidas por otros autores, >

por lo que
formulaciones basadas en las vesiculas de calixarenos se convierten en

potenciales candidatos para transportar moléculas de DOX hacia células

tumorales.
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Figura 5.14. Concentracion de DOX obtenida en diferentes momentos del

proceso de dialisis a 4°C, para [calix[<CAC1. A: TEAC4; B: (Imislms)z; C:
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(Imi2)4; y D: (Imie)s. Las barras de error representan las desviaciones estandar

para cada valor de t (n=3).
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Figura 5.15. Concentracion de DOX obtenida en diferentes momentos del
proceso de didlisis, para [calix]|>CAC1. Ay E: TEAC4; By F: (Imislms)2; Cy
G: (Im12)s; y D y H:(Imis)s). Las barras de error representan las desviaciones

estandar para cada valor de t (n= 3).

Tabla 5.3. Valores medios de la eficiencia de encapsulacion (% EE) de la
DOX para los agregados de calixareno, en todo el rango de concentraciones de

calix estudiados en este capitulo (n= 3).

% EE
Calixareno [ealix]<CAC1 CACéZ[é;HX]< [calix]>CAC2
TEAC; 67+2 75.34£0.2 78+1
(Imi16Ims3)2 79+1 81+2 92.0+0.5
(Imi2)4 5945 7545 78+2
(Imi6)4 81+l 84.4+0.8 87.8+1.4

Antes de comenzar el estudio de la liberacion de la DOX encapsulada

en los agregados de calixareno a 37 °C, se comprob¢ la estabilidad de la DOX
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libre a esta temperatura. Teniendo en cuenta que una disolucion de DOX es
estable durante un 1 mes a 4 °C,> es de esperar que al aumentar la temperatura
disminuya su estabilidad con el tiempo. Como puede verse en la Figura 5.16,
la estabilidad de la DOX se ve afectada sustancialmente por la temperatura. Su
tiempo de vida a 37°C es de aproximadamente 5 dias. Este parametro ha sido
estimado mediante un ajuste a un proceso cinético de pseudo-primer orden.
Teniendo en cuenta este parametro, se llevaron a cabo experimentos para
estudiar la liberacion de la DOX de los agregados de calixareno, para
[calix]<CACI1. Es decir, donde solo estan presentes las micelas. No se
pudieron realizar estos experimentos a concentraciones mas elevadas de calix
debido a los problemas de estabilidad que presentan las vesiculas de calix a

37°C.
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0,35 - t1/2~5 dias

Abs490nm/a.u.
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0,25 - [}
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Figura 5.16. Estabilidad de la DOX a 37 °C en una disolucion de HEPES 10
mM. La linea soélida se corresponde con un ajuste a un proceso cinético de
pseudo-primer orden. Las barras de error representan las desviaciones estandar

para cada valor de t (n=3).
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La

Figura 5.17 muestra que para todos los macrociclos investigados

el comportamiento es el mismo, obteniéndose un valor promedio de la

constante de pseudo primer orden, k, correspondiente el proceso de liberacion

de la DOX de aproximadamente 2.0 x 10™ min™. Por lo tanto, su tiempo de

vida medio es de ~2.5 dias, que es mayor que el tiempo de vida medio de la

DOX libre en el organismo.” Esto supondria una mejora de la estabilidad de

la DOX en el organismo y podria servir de base para el desarrollo de nuevas

formulaciones en el mercado basadas en el uso de calixarenos.
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Figura 5.17. Liberacion de DOX en agregados de calixareno para [calix]<

CAC1 a 37 °C (A: TEAC4, B: (Imislms )2, C: (Im12)4, y D: (Imie)4). Las barras

de error representan las desviaciones estandar para cada valor de t (n= 3).
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5.3 Conclusiones

De los resultados obtenidos se pueden extraer las siguientes conclusiones:

Los calixarenos cationicos anfifilicos TEAC4, (Imislma), (Imi2)s y
(Imi6)4) son capaces de autoagregarse en disoluciones acuosas, mostrando dos
concentraciones de agregacion critica, CAC1 y CAC2. Para [calix]<CACI,
solo las micelas estan presentes en las disoluciones. Para
CACI<[calix][<CAC2 se observa la existencia de micelas y de vesiculas, y
para [calix]>CAC2, en las disoluciones estan presentes las micelas y una

distribucion de vesiculas.

Los ensayos de citotoxicidad muestran que las micelas de calixareno,
y buena parte de las vesiculas, podrian usarse como nanotransportadores

biocompatibles.

El estudio de las interacciones entre los agregados cationicos de
calixareno y el ADN de timo de ternera demuestra que la mayoria de los
agregados de calix interaccionan con el polinucle6tido, invirtiendo su carga y
cambiando su conformacion, en algunos casos parcialmente, desde una forma
elongada a una estructura globular compacta. Por lo tanto, estos agregados,
particularmente las micelas, se convierten en potenciales vectores para el

transporte de material genético.

La doxorrubicina se encapsuld en los agregados de calix,
encontrandose una alta eficacia de encapsulacion para las micelas v,
especialmente, para las vesiculas. Sin embargo, las vesiculas de calixareno
cargadas con DOX presentan una baja estabilidad a 37 °C, lo cual limita su
aplicacion en el transporte de farmacos. La liberacion de la DOX de las
micelas de calixareno muestra que podrian alargar la vida media de la
doxorrubicina en el organismo y, como resultado, podrian usarse menores
cantidades de medicamento en los tratamientos contra el cancer, disminuyendo

asi sus efectos secundarios.
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El concepto del sistema de administracion de firmacos utilizando

liposomas ha revolucionado el campo farmacéutico. A. Bangham, en 1961,
describidé por primera vez los liposomas. Desde entonces, se han llevado a
cabo multitud de investigaciones centradas en el uso de liposomas, y entre sus
aplicaciones destacan la encapsulacion y administracion de genes,
medicamentos y biomoléculas.> Los liposomas son vesiculas esféricas
caracterizadas por al menos una bicapa de lipidos con una cavidad acuosa
interior. Los componentes estructurales de estas nanoestructuras son
fosfolipidos o anfifilos sintéticos incorporados con esteroles, como el
colesterol, que influyen en la permeabilidad de la membrana lipidica. La
hidrataciéon con pelicula delgada o dispersion simple es el método de
preparacion de liposomas mas utilizado, en el que los componentes lipidicos
con o sin un medicamento, se disuelven en un disolvente organico. El
disolvente se evapora por evaporacion rotatoria, seguido por la rehidratacion
de la pelicula con un disolvente acuoso. Otros métodos incluyen evaporacion
en fase inversa, liofilizacion e inyeccion de etanol.’ Ademas, se emplean

técnicas como la extrusion a través de una membrana, la sonicacion, la
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homogeneizacion y/o la congelacion y descongelacion para controlar su
tamafio y polidispersidad. Los liposomas pueden ser preparados modificando
su tamafio, composicion, carga y lamelaridad. Teniendo en cuenta sus
caracteristicas estructurales, una gran variedad de moléculas anfifilicas se han
empleado para la preparacion de estos nanotransportadores, favoreciendo la

formacion de vesiculas en disolucion acuosa.*®

En particular, los calixarenos con caracter anfifilico se pueden utilizar
en la preparacion de liposomas. Poseen una cavidad hidrofobica en su interior
que permite el transporte de pequefias moléculas. Debido a estas
caracteristicas, estas moléculas son idoneas para el transporte de material
genético y/o farmacos. Los calixarenos anfifilicos con residuos cationicos se
han utilizado previamente como agentes de transfeccion, en presencia o
ausencia de un lipido auxiliar,”® debido a su capacidad para formar complejos
con el ADN a través de interacciones electrostaticas e hidrofobicas. Esto
posibilita la formacion del complejo liposoma/ADN, denominado lipoplejo.
Normalmente, la bicapa lipidica de los liposomas esta constituida por un lipido
cationico y un lipido auxiliar, por ejemplo, el 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DOPE) o el 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC),

que proporciona estabilidad a la membrana lipidica.

M. Mochizuki y colaboradores® estudiaron la eficiencia de
transfeccion de liposomas con calixarenos incorporados en su capa lipidica
con respecto a la longitud de la cadena alquilica de estos. Se observd que la
longitud de la cadena esta relacionada con la interaccion de los liposomas con
el endosoma y con la liberacion del material genético. Existe una longitud
Optima que muestra una alta eficiencia de transfeccion. Con respecto a esto,
los lipoplejos formados con calixarenos que tenian cadenas hidrofobicas de
seis atomos de carbono, C6, mostraron la mayor eficiencia de transfeccion
entre todos los lipoplejos estudiados, cuyas longitudes de cadena alquililica se
situaban en el intervalo entre C3 y C15. Estos lipoplejos C6 se mantuvieron

estables a pH= 7.0, pero liberaron el ADN como respuesta a un cambio de pH
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de 7.0 a 5.0. Por tanto, la formacion de lipoplejos con cadenas alquilicas
excesivamente largas o cortas, no es adecuada para dar una respuesta a un

cambio de pH, lo que resulta en una baja expresion de los genes.

Se ha encontrado que la capacidad de los lipoplejos resultantes para
interactuar con membranas biolégicas puede correlacionarse con el
rendimiento de transfeccion del ADN plasmidico (pADN) y modularse
variando la proporcion de DOPE. A. Barran-Berdén y colaboradores’
realizaron un amplio estudio, utilizando liposomas compuestos de un
calixareno tetracationico (TMAC4) y un lipido auxiliar DOPE, en el que
investigaron los liposomas obtenidos mediante medidas de potencial zeta,
electroforesis en gel de agarosa, dispersion de rayos X de angulo reducido
(SAXS), crio-TEM, AFM, microscopia de fluorescencia y citotoxicidad. Se
encontraron varias poblaciones de liposomas organizadas en estructuras
multilamelares L« en presencia de pADN. Cuando el ADN plasmidico se
encuentra unido, parece hacer que la bicapa lipidica sea mas deformable,

mejorando asi la capacidad de penetrar en las células.

Los esfuerzos no solo se han centrado en mejorar los procesos de
transfeccion en presencia de formulaciones liposomiales basadas en
calixarenos. Entre otras posibles aplicaciones de estos macrociclos se
encuentran el transporte de firmacos’ y aniones, reconocimiento de proteinas
y/o agentes de contraste para posibles diagnosticos de enfermedades, etc. E.
Drakalska y colaboradores’ estudiaron formulaciones liposomiales hibridas
que contenian un complejo de inclusion formado por un polioxietilen-tert-
butilcalix[4]areno (BECX) y curcumina. Este ultimo es un farmaco con
extraordinarias propiedades terapéuticas como agente quimiopreventivo,
antineoplasico y quimiosensibilizante, pero que presenta como desventajas
una baja solubilidad acuosa, asi como inestabilidad quimica y farmacocinética.
Estos autores consiguieron mejorar la solubilidad de este medicamento en

presencia de estas formulaciones liposomiales, asi como también aumentaron
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su efecto antineoplasico en ensayos de citotoxicidad y apoptosis celular en

diferentes lineas tumorales humanas con respecto al fAirmaco libre.

Muchos de los procesos bioldgicos de reconocimiento y adhesion,
como son la comunicacion entre células, las infecciones bacterianas o virales y
la progresion y direccion de un tumor, estdn mediados por la interaccion de
glicolipidos y glicoproteinas con proteinas especificas denominadas lectinas.
Teniendo en cuenta esta idea, S. Aleandri y colaboradores'® prepararon
liposomas con un nuevo glucocalixareno bolaanfifilico y DOPC, resultando en
una interaccion especifica con la proteina Concanavalin A. Estos resultados
representan una nueva estrategia en la preparacion de sistemas de
administracion de farmacos potencialmente capaces de dirigirse a lecitinas

especificas.

No so6lo se pueden transportar farmacos en este tipo de
nanoestructuras, sino también aniones a través de las bicapas lipidicas. Esto ha
despertado un creciente interés en los ultimos afos, debido a su importancia
para comprender los procesos de transporte biologicos y a su potencial
aplicacion tecnoldgica y biomédica. S. Licen y colaboradores' demostraron
una alta selectividad de liposomas basados en un conjugado guanidinico de
calixareno (4G4Oct) hacia el ion cloruro. Estos estudios complementan la
capacidad observada para este macrociclo de condensar ADN plasmidico y
transfectar células,'” lo que demuestra que este receptor también puede
transportar iones cloruro de manera eficiente a través de una bicapa de

fosfolipidos.

Otro campo explorado es el tratamiento y diagnosis de enfermedades.
Daniel T. Schiihle y colaboradores'® sintetizaron un calixareno anfifilico que
incorpora ligandos quelados de Gd (III) y prepararon los correspondientes
liposomas. Estas nanoestructuras presentaron una alta estabilidad cinética, lo
que permite su uso como agentes de contraste, asi como el transporte de

farmacos en el interior de su cavidad.
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Este capitulo se centra en el estudio del empleo de liposomas
catidnicos como vectores no virales en el transporte de material genético. Los
liposomas empleados son unilamelares y estan constituidos por un lipido
cationico, un calixareno funcionalizado, y un lipido auxiliar, el DOPE. Los
calixarenos empleados pueden verse en el Esquema 2.6 del capitulo 2. El
lipido auxiliar el DOPE, como puede observarse en el Esquema 2.2 del
capitulo 2, es una especie zwiteridnica que presenta una carga global cero a

pH fisiologico.

Ademas de preparar estos liposomas cationicos, se han caracterizado
estructural y fisicoquimicamente y se ha profundizado en el estudio de la
formacion de los complejos liposoma/ADN (lipoplejos), con el objetivo de
establecer una relacion entre las caracteristicas del macrociclo incorporado en
la estructura del liposoma y la condensacion de moléculas de ADN.
Finalmente, se ha evaluado la viabilidad celular de estas nanoestructuras para

conocer la toxicidad que ejercen sobre células normales y cancerosas.
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6.1 Parte experimental

Todas las medidas experimentales fueron realizadas a una temperatura de
298.1540.15 K y a pH fijo, utilizando una disolucion tampon ([HEPES]= 10
mM, pH=7.4).

6.1.1 Preparacion de los lipoplejos

La preparacion de los complejos liposoma/ADN (lipoplejos) requiere una
seric de pasos y definir distintas magnitudes,'* que se detallaran a

continuacion. Es necesario esperar un cierto periodo de tiempo en cada paso.

6.1.1.1 Formacion de la bicapa (membrana) lipidica

En primer lugar, se pesan las cantidades necesarias de calixareno y de
DOPE, las cuales se disuelven por separado en 2 mL de cloroformo o en una
mezcla 1:1 AcOEt/EtOH (solo para el (Imis)s), que se agitan durante unos
segundos en un vortex a 1200 rpm. Las cantidades de calixareno y de DOPE
son las necesarias para obtener la bicapa lipidica de una cierta composicion,

que es definida por la fraccion molar de lipido catioénico (a):

) .
T @ "

donde L* y L° son las masas del lipido catiénico y neutro, respectivamente, y

MLy M1” son las masas molares de estos.
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Una vez disueltos ambos componentes de la membrana, se pipetean
400 pL de cada disolucion en un mismo eppendorf y se somete a ultrasonidos
durante 2 minutos para homogeneizar la disolucion. Este proceso permite

preparar 4 membranas lipidicas para su posterior caracterizacion.

A continuacion, se colocan cada uno de los eppendorf abiertos en una
centrifugadora evaporadora durante 50 minutos, en modo V-HV (de alta
presion de vapor para liquidos volatiles), para asi obtener la membrana lipidica
y evaporar el disolvente organico. Transcurrido ese tiempo, se observa una
fina pelicula incolora en las paredes del eppendorf, que se corresponde con la
membrana lipidica. Es importante mantener la membrana lipidica durante un
minimo de 24 horas en una camara frigorifica a -80° C, antes de proceder a la
hidratacion. Ademas, este ultimo paso permite la conservacion de las
membranas lipidicas, debido a que impide fendmenos de hidrdlisis y de

oxidacion de los fosfolipidos'* durante un periodo de tiempo prolongado.

6.1.1.2 Hidratacion de la membrana lipidica

Con el objetivo de preparar los liposomas, se procede a la hidratacién
de las membranas lipidicas preparadas con anterioridad. Para ello, se afiaden 2
mL de una disolucion tampén de HEPES 10 mM (pH= 7.4) a la membrana
lipidica y se realizan 10 ciclos, 3 minutos de vortex/2 minutos de ultrasonidos
por cada ciclo. Transcurridos estos 50 minutos, el eppendorf se somete a
agitacion en un vortex (1200 rpm) durante 2 horas para favorecer la correcta

hidratacion y formacion de los liposomas.

En este punto, los liposomas obtenidos son multilamelares y con una
distribucion de tamafio muy heterogénea, por tanto, se someten a un nuevo
procedimiento, la extrusion, para conseguir liposomas unilamelares y de

tamafio homogéneo, consiguiendo asi reducir su polidispersidad. Para ello, se
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emplea un extrusor manual de Avanti Polar Lipids (Figura 6.1). Con esta
técnica, se obliga a los liposomas a pasar a través de una membrana de
policarbonato con un tamafio de poro de 100 nm, también de la misma marca
comercial. Este proceso es repetido 10 veces para asegurar la obtencion de

liposomas unilamelares.

Figura 6.1. Imagen del extrusor de Avanti Polar Lipids empleado en esta tesis.

Una vez finalizada la extrusion, la muestra se conserva en el
frigorifico a una temperatura de aproximadamente 4° C durante 24 horas para

conseguir una completa estabilizacion del sistema.

6.1.1.3 Preparacion de los lipoplejos

La definicion de la relacion de masas, L/D permite obtener diferentes
composiciones del complejo liposoma/ADN (lipoplejo). En especial, es
importante conocer la relacion de (L/D)y de electroneutralidad, donde se
equilibran las cargas positivas y negativas (Zes= 1), ya que asi se puede
conocer el valor optimo de carga neta del lipoplejo para emplearlo como
agente potencial de transfeccion en células.'” Estos parametros son definidos

mediante las siguientes ecuaciones:

©),-(55), 62)
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n Q'+
Zer=—L= ( L ) X (6.3)
- dADN (L)
Mbp
Cuando Z.s= 1, la masa de ADN (D) puede expresarse como:
()
+ o
D= ( o ) x [ A4 (6.4)
dapN <;>
Mbp

Cuando se introduce la ec. 6.4 en la ec. 6.2 se obtiene la siguiente expresion:

(E) _ (L*+19) _ 9aDpN x ME x (LLO)_
0

W)
=M

_ 9apN Mf % (n*Mf +n°Mp)
qz.,. Mpp n+ME

4ADN

(6.5)

Después de multiplicar por [(n” + n’)/(n" + n°)], e introducir el pardametro de
fraccion de lipido cationico (o), se obtiene finalmente la expresion que

relaciona la relacion de masas (L/D)¢ y a (ec. 6.1):

(5) _dapn , M{  (n*Mf +n°MP) 1
+ +4n0 nt -
D ) qL+ Mbp (n*+n?%) —(n++n0)
dADN % ME X (XME+(1—0()ME (6 6)
qz+ Mypp a

donde L', L°, ML" y ML’ tienen el significado indicado anteriormente. D es la
masa de ADN (1.00 x 10* g), n” y n” son el nimero de moles de cargas
positivas y negativas, provenientes del lipido cationico y del ADN, qv”
y qpna son las cargas del lipido catidnico y de los pares de bases del ADN.
Hay que destacar que en estos sistemas se hace una aproximaciéon para las
cargas de cada uno de los componentes, q.'= 4"y qona= 2". My es la masa
molar promedio por par de bases de ADN. Esta relacion puede ser estimada a

partir de esta expresion, asi como también experimentalmente.
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En la Tabla 6.1 se recogen los valores de (L/D)g, para Zef= 1, para
cada uno de los sistemas estudiados en este capitulo, segtn el valor de a. En
base a estos resultados, se estudiaron valores de L/D por debajo y por encima
del punto de electroneutralidad para cada composicion. Por tanto, estas
experiencias se realizaron a concentracion variable de liposoma y
concentracion constante de ADN ([ADN]=1.00x10™* g/mL, 1.62x10* mol dm™
%). Se realizaron medidas de las disoluciones que contenian los liposomas en
ausencia y en presencia del ADN. De esta forma se lleva a cabo una
exhaustiva caracterizacion del sistema, no sélo de los lipoplejos formados,
sino también del liposoma. La Tabla 6.1 muestra que a medida que aumenta la
fraccion molar a, disminuye el valor de L/D correspondiente a la neutralidad.
Esto se debe a que para valores de o mayores, aumenta la concentracion del
calixareno, y por lo tanto, la carga negativa del ADN se neutraliza antes. Este
método de trabajo permitira demostrar la concordancia entre los valores
estimados, utilizando la ec. 6.6, y los valores experimentales, como se vera

mas adelante.

Tabla 6.1. Valores de (L/D)y, estimados tedricamente para cada uno de los

diferentes sistemas estudiados, segun el valor de a.

(L/D)e,est
a TEAC4 (Imi2)4 (ImisIms)2 (Imie)4
0.1 - - 6.62 691
0.2 3.78 3.72 3.61 3.90
0.3 2.78 2.72 2.60 2.90
04 2.28 221 2.10 -
0.45 2.11 2.05 - -
0.5 1.97 1.91 1.80 -

Hay que destacar que es importante el orden de adiccion de cada una de

las especies implicadas para la formacion de los lipoplejos, dado que se
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pueden evitar problemas de solubilidad en el sistema. Por tanto, la secuencia a

realizar es la siguiente:

e Afadir el volumen de ADN correspondiente para obtener una
concentracion de 1.00x10 * g/mL en un eppendorf.

e Posteriormente, se anade el volumen necesario de una disolucion
tampon de HEPES 10 mM (pH= 7.4), y se agita la disolucion.

e Finalmente, se afiade el volumen de liposoma correspondiente

para cada valor de L/D, que se desee estudiar.

De esta forma, solo precipitaron aquellos valores de L/D cercanos a la

electroneutralidad.

6.1.2 Potencial zeta ({)

La determinacion de esta propiedad fue realizada a una concentracion
variable de liposoma y a una concentracion de ADN fija ((ADN]=1.00x10"
g/mL, 1.62x10™* mol dm™), con el objetivo de obtener la relacién de masas de
L/D apropiada para caracterizar el sistema. Estas experiencias fueron

realizadas siguiendo las pautas indicadas en la seccion 2.2.4 del capitulo 2.

6.1.3 Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

El diametro hidrodinamico de las particulas de estos sistemas fue obtenido
en las mismas condiciones y con el mismo equipo que las medidas de

potencial zeta.
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6.1.4 Dicroismo circular (DC)

Los espectros fueron registrados desde 220 a 320 nm dentro de la region
intrinseca del ADN. Estos espectros fueron obtenidos a una concentracion
variable de liposoma y a una concentracién de ADN fija ((ADN]=1.00x10"
g/mL, 1.62x10* mol dm™). Todas las medidas fueron expresadas en términos

de elipticidad molar, segun la ec. 2.1. del capitulo 2.

6.1.5 Electroforesis en gel de agarosa

Estas experiencias fueron realizadas siguiendo las pautas que se
encuentran detalladas en la seccion 2.2.12 del capitulo 2, a una concentracion
de ADN fija de 1.00x10™ g/mL, para los lipoplejos y liposomas estudiados en

este trabajo.

6.1.6 Microscopia de Transmision Electronica (TEM)

Con el objetivo de caracterizar la morfologia de los sistemas, fue
necesario emplear un rango de concentraciones de 100-200 pg/mL de lipido
total. Imagenes de TEM de los liposomas y de los lipoplejos fueron obtenidas

mediante el protocolo especificado en la seccion 2.2.11 del capitulo 2.

6.1.7 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

Con el proposito de obtener imagenes de moléculas aisladas de ADN, fue

necesario utilizar disoluciones diluidas del polinucleétido (3.00x107 mol dm’
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%) debido al gran tamafio de estas moléculas. Iméagenes de AFM de los
complejos liposoma/ADN fueron obtenidas mediante el protocolo que se

encuentra detallado en la seccion 2.2.10 del capitulo 2.

6.1.8 Ensayos in vitro de citotoxicidad (Ensayo MTT)

La evaluacion de la citotoxicidad de los liposomas estudiados ha sido
realizada en un periodo de 24 h para diferentes lineas celulares (A549, MCF7,
LS180, HepG2 y RPE-1), mediante el protocolo especificado en la seccion
2.2.13 del capitulo 2, con el objetivo de evaluar la viabilidad celular en

presencia de los distintos liposomas investigados.
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6.2 Resultados y discusion

En primer lugar, fue realizada una caracterizacion de los liposomas
preparados, que contenian, como se ha indicado anteriormente en este
capitulo, un lipido catiénico multivalente, basado en el uso de un calixareno, y
un lipido auxiliar, el DOPE. La dispersion de luz dindmica (DLS) es una
técnica empleada para obtener informacién acerca de la distribucion de
tamafios en disoluciones acuosas de vesiculas y liposomas.'® Por ello, las
disoluciones liposomiales investigadas fueron caracterizadas mediante este
tipo de medidas. Los diferentes valores del diametro hidrodinanimo de los
sistemas estudiados con respecto a la composicion (o), se muestran en la
Figura 6.2. Como puede observarse, la variacion de las diferentes
formulaciones liposomiales es bastante similar. Inicialmente, se produce una
disminucién del tamafio al aumentar la concentracion del calix en los
liposomas, hasta un determinado valor de a. A partir de ese valor de o, se
observa de nuevo un aumento del tamafo. Este comportamiento puede
explicarse en base a las interacciones existentes en la formacion de estas
nanoestructuras. Las interacciones hidrofobicas entre las cadenas
hidrocarbonadas de las moléculas de calix favorecerdn una disminucion del
tamafio. Sin embargo, las interacciones electroestaticas repulsivas entre las
cabezas polares de los macrociclos provocan un aumento del tamafio. Como
ya se menciond anteriormente, un aumento del pardmetro o implica un
aumento de la cantidad del calix con respecto a la composicion de lipidos
total. Teniendo esto en cuenta, a valores bajos de o, parece que las
interacciones hidrofobicas prevalecen frente a las interacciones electrostaticas
repulsivas de las cabezas polares de los macrociclos y, en consecuencia, se
produce una disminucion de los tamafios de los liposomas. Cuando o sigue
aumentando, llega un momento en que la contribucion de las interacciones
electrostaticas sera mayor que la de las hidrofobicas y, como resultado, se

observara un aumento del tamafio de los liposomas. El valor minimo del
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tamafio se correspondera a una situacion de equilibrio entre ambas

interacciones.
300
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Figura 6.2. Representacion de la dependencia del tamafio de los liposomas de
la fraccion molar a para cada uno de los sistemas estudiados. Las barras de

errores representan la desviacion estandar para cada valor valor de o (n= 10).

El razonamiento expuesto anteriormente también permitiria explicar
los valores de a para los que se observa el tamafio minimo, que se encuentran
experimentalmente para los calix cuando varia la longitud de las cadenas
alquilicas. Se esperaria que las interacciones hidrofobicas fueran mas fuertes
para el (Imi2)s y TEAC4 (ambos con la misma longitud de cadena alquilica),
que para el (Imislms). Por ello, el valor esperado de o, para el que se
encuentre un valor minimo de tamafio, seria mayor para los dos calix con
cadenas de doce atomos de C que para el (Imislms), como de hecho se
observa. Puede verse que la naturaleza del grupo polar no influye en estos
valores de o, dado que el (Imi2)s y el TEAC4 presentan practicamente el

mismo valor. Hay que decir que la carga positiva del grupo imidazolinio y del
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amonio cuaternario es para ambos carga +1. Siguiendo el mismo
razonamiento, el valor de a correspondiente al minimo tamafio deberia ser
mayor para el (Imic)s. Sin embargo los datos experimentales no estan de
acuerdo con lo esperado. En este caso hay que resaltar que los problemas de
solubilidad no permitieron el estudio de un rango mayor de valores de a. Por
otro lado, la posibilidad de que las cadenas de 16 atomos de C pudieran
doblarse sobre si mismas supondria un coste energético que disminuiria la
contribucion favorable de las interacciones hidrofobicas, y esto podria explicar
que la preponderancia de las interacciones electrostaticas se diera a valores de

o mas bajos.

El resto de las formulaciones liposomiales fueron estudiadas hasta un
valor maximo de o= 0.5, ya que para valores de o mas grandes los sistemas
presentaban una alta polidispersidad. Como se indic6 anteriormente, los
liposomas del calix (Imic)s fueron preparados en una mezcla 1:1 AcOEt/EtOH.
Se comprobo que el uso de esta mezcla de disolventes organicos, en lugar de
cloroformo puro, no influia en la distribucion de tamafio del resto de

liposomas en las mismas condiciones de preparacion.

Para determinar la relacion optima L/D de las preparaciones liposomiales para
su uso en transfeccion génica, se llevaron a cabo medidas de potencial zeta ({).
Esta técnica nos da informacién acerca de la carga neta superficial de los
complejos liposoma/ADN (lipoplejos),'” por lo que se convierte en una
herramienta indispensable para evaluar este tipo de sistemas. Esta
investigacion es crucial puesto que es necesario preparar lipoplejos con una
cierta carga positiva que permita a estos vectores atravesar la membrana
celular, negativamente cargada. No interesa que su carga sea muy positiva
porque, en general, esto supone un aumento de la citotoxicidad de los
vectores. Como puede verse en la  Figura 6.3, se observo un comportamiento
sigmoidal y una inversion de carga del ADN en todos los sistemas estudiados.
Se observa que a valores bajos de L/D, los lipoplejos poseen una carga neta

negativa, ya que predomina la carga del ADN frente a la del calix cationico.

262



Capitulo 6. Resultados

Sin embargo, una vez alcanzado el (L/D) ¢, la carga del calix presente en el
lipoplejo es capaz de neutralizar las cargas negativas de los grupos fosfato del
polinucledtido, resultando finalmente en una carga neta positiva a valores mas
altos de L/D. Ademas, a partir de estos datos se puede determinar
experimentalmente el valor del (L/D) ¢ y compararlo con los valores estimados
de (L/D)y utilizando la ec. 6.6 y que se recogen en la Tabla 6.1. Los valores de
(L/D)y experimentales se recogen en la Tabla 6.2 y puede verse que existe
una buena concordancia entre los valores tedricos y los experimentales, si se
consideran los errores experimentales. Ademas, puede haber diferencias
debido a que los valores de tedricos de las cargas de los macrociclos

cationicos puedan diferir de los valores reales de sus cargas en disolucion.
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Figura 6.3. Comparacion de los valores de potencial zeta relativos —({/{o) de
los lipoplejos a valores crecientes de L/D para liposomas con distinta fraccion

molar o (A: TEACs, B: (Imi2)s, C: (Imislms ) y D: (Imi)s).
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Tabla 6.2. Valores de (L/D)¢ experimentales obtenidos para los diferentes a, a

partir de medidas de potencial zeta, para los diferentes sistemas estudiados.

(L/D)a.exp
a TEAC: (Imi2)s (ImisIms)2 (Imi)4
0.1 - - 6.60 6.86
0.2 3.56 3.64 3.67 3.93
0.3 2.50 247 2.57 2.89
0.4 2.14 2.01 2.14 -
0.45 1.81 1.61 - -
05 1.77 1.59 1.79 -

Otra propiedad importante es el diametro hidrodinamico de los lipoplejos, que
influye en la eficacia de los procesos de transfeccion. Estudios recientes
indican que existe un rango de tamafio particular para la captacion celular.'®
Aunque la captacion celular depende de las células y las vias de captacion, el
tamafio de particula adecuado se considera normalmente que es de unos pocos
cientos de nanometros. Teniendo esto en cuenta, el tamafio de los lipoplejos se
determind mediante medidas de DLS. En la Figura 6.4 se muestran los
resultados obtenidos. Se observd en todos los casos una dependencia del
diametro hidrodinamico de la relacion de masas de L/D de tipo gaussiano.
Este comportamiento puede explicarse si se considera que tanto a valores
bajos de L/D como a valores altos, los lipoplejos estan cargados negativa y
positivamente, respectivamente. Por tanto, no se esperaria la formacion de
agregados, ya que sistemas con la misma carga se repelen entre si, resultando
en una distribucion estable del tamafio. Sin embargo, cuando se alcanza un
valor de L/D cercano al (L/D)y, se produce un aumento del tamafio como
consecuencia de fenomenos de agregacion, debido a una disminucion de las
repulsiones electroestaticas entre los lipoplejos. No se ha observado ninguna
correlacion entre el tamafio para el (L/D)y y la fraccion de lipido cationico

(o). En la Tabla 6.3 se recogen los valores experimentales de (L/D)¢. Estos
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DH/nm

resultados estan de acuerdo con los valores de (L/D)4 estimados tedricamente

(Tabla 6.1), asi como con los valores obtenidos experimentalmente mediante

medidas de potencial zeta (Tabla 6.2).
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Figura 6.4. Comparacion de los valores de didmetro hidrodinamico (Ru) de

los lipoplejos a valores crecientes de L/D para liposomas con distinta fraccion

molar o (A: TEACs, B: (Imi2)s, C: (Imislms ) y D: (Imi)s).
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Tabla 6.3. Valores de (L/D)y experimentales obtenidos a partir de medidas de

DLS para cada uno de los diferentes sistemas estudiados, segun el valor de o.

(L/D)g.exp
a TEAC, (Tma12)4 (Imi6Ims)2 (Imi6)4
0.1 - - 6.76 7.07
0.2 4.12 4.01 3.92 3.81
0.3 2.69 2.46 2.77 2.88
04 2.15 1.94 1.83 -
0.45 1.78 1.64 - -
0.5 1.87 1.55 1.78 -

En la Figura 6.5 se muestra la concordancia existente entre los valores
experimentales correspondientes a las medidas de potencial zeta ({) y de
dispersion de luz dinamica (DLS), para cada formulacion liposomial

(calixareno/DOPE) estudiada a o= 0,2.

Con el propdsito de obtener mas informacion acerca de los diferentes
cambios conformacionales que sufre el ADN en presencia de los liposomas
investigados, se realizaron medidas de dicroismo circular. Todos los espectros
se realizaron utilizando como referencia una disolucion de HEPES 10 mM a
pH= 7.4 y se comprobo previamente que los liposomas estudiados en ausencia
de ADN no presentaban espectro de DC. Como se ha mencionado
anteriormente, el ADN en disolucién acuosa adopta una conformacion en
forma B dextrogira, que muestra un espectro de DC caracteristico en la region
ultravioleta cercana (220-320 nm). El espectro muestra una banda positiva a

aproximadamente 278 nm y una banda negativa a 247 nm.
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Figura 6.5. Comparacion de los resultados entre las medidas de potencial zeta
y DLS para un valor de o= 0,2 (A: TEAC4, B: (Im12)s, C: (ImisIms)2 y D:
(Imi6)a).

Se observo, para todas las formulaciones estudiadas (Figura 6.6), una
disminucién de intensidad de la banda positiva cuando aumenta L/D y un
incremento de la intensidad de la banda negativa al aumentar la relacion L/D.
Los liposomas constituidos por (Imis)4/DOPE no pudieron ser estudiados a
valores de o mayores por problemas de solubilidad, lo que limita su
comparacion con el resto de los sistemas estudiados. Los cambios provocados
en la banda positiva podrian ser explicados en base a la fuerte atraccion
electrostatica entre los grupos fosfato del ADN vy los calixarenos
positivamente cargados presentes en los liposomas. Estas interacciones

podrian causar la apertura de la doble hebra del polinucledtido y cambios
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conformacionales en el mismo. Dado que un valor mayor de o supone un
mayor contenido de calixareno en los liposomas, la disminucion, e incluso la
desaparicion en algunos casos, de la banda positiva se observara a valores de
L/D mas bajos, como de hecho se encuentra. Los posibles cambios
conformacionales estarian de acuerdo con el desplazamiento hacia el rojo
observado para el punto de inflexion (A= 260 nm, en ausencia de liposomas)
del espectro. También lo estaria el aumento de los valores de la elipticidad
molar de la banda negativa, que se suele relacionar con la desnaturalizacion
del polinucleétido.” El desplazamiento en el punto de inflexion hacia el rojo
disminuye al aumentar el valor de a. Esto puede ser debido a la influencia que
ejerce la presencia del DOPE sobre la conformacion estructural del
polinucleétido, como proponen R. Marty y colaboradores® para diferentes

preparaciones liposomiales.

La Figura 6.6 muestra un menor desplazamiento en el punto de
inflexion para los liposomas que contenian TEAC4 (~24 nm—~6 nm), que
para su analogo en longitud de cadena alquilica, el (Imi2)4 (~24 nm—~14 nm)
(ver Figura 6.64-D), para la misma variacion de a. Esto podria deberse a la
intercalacion, al menos parcial, del grupo planar aromatico metilimidazolinio
del calix (Imi2)s entre los pares de bases del ADN, lo que favoreceria una
estabilizacion de la forma B del ADN.?' Cabe resaltar de nuevo, que los
liposomas formados por (Imis)s no pueden ser comparados con el resto de los

sistemas, como ya se mencion6 anteriormente.

En este punto conviene indicar que C. Bombelli y colaboradores®

observaron un comportamiento similar en el espectro de dicroismo circular de
ADN plasmidico en presencia de liposomas que contenian tensioactivos
diméricos (gémini), al aumentar la relacion de L/D. Estos autores sugirieron
que la interaccion liposomas/ADN promovia la transicion conformacional del
ADN de una forma B a una fase ¥, donde las moléculas de acido nucleico se

encuentran parcialmente insertadas en un reordenamiento hexagonal invertido
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de lipidos, que proporciona al ADN una determinada organizacion espacial y

una direccionalidad fija.
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Figura 6.6. Espectros de dicroismo circular del ADN a diferentes valores de
L/D para cada uno de los sistemas investigados. TEAC4: A) o= 0.2 y B) o=
0.5; (Im2)a: C) 0= 0.2 y D) o= 0.5; (Imislms)2: E) o= 02 y F) 0= 05 y
(Imi6)a: G) 0= 0.2y H) 0= 0.3.

En definitiva, los resultados de DC parecen indicar que el
polinucledtido sufre un cambio conformacional cuando interacciona con los

liposomas, como se observard mas adelante mediante medidas de AFM.

La inversion de carga del ADN en presencia de los liposomas fue
también evaluada mediante medidas de electroforesis en gel de agarosa (1.00
% (p/v)). Esta técnica permite separar moléculas en funcion del tamafio, la
carga eléctrica y otras propiedades al aplicar una diferencia de potencial. En
un primer pocillo se afiade el ADN en ausencia de liposomas.
Consecutivamente, se cargaron los restantes pocillos con los lipoplejos en
orden creciente de L/D. Por 1ltimo, se afiade una disolucion de liposomas en
ausencia de ADN. La  Figura 6.7 muestra los resultados obtenidos. Se
observa una migracion del ADN hacia el polo positivo para valores de L/D
inferiores al (L/D)y, para todos los sistemas estudiados. Ademas, se observa
una disminucién de la movilidad de la banda del ADN hasta alcanzar el

(L/D)g. A partir de ese valor, no se observa movilidad electroforética en las
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imagenes adquiridas, lo que indica que se ha producido una inversion de carga
del polinucleétido. Estos resultados confirman los obtenidos en las medidas de

potencial zeta, dispersion de luz dindmica y dicroismo circular.

ADNOS 1 15 2 25 3 4 S5 6 7 8 L

ADN 025 0.5 1 2 25 3 4 L

ADNOS 1 15 2 25 3 4 S 6 7 8 L

= HZz i | sy = s

) b b e

ADN 05 0.75 1 2 225 25 3 4 L

ADN 1 4 6 65 7 8 9 10 11 12 L
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ADN 02505 1 15 2 25 3 4 5 L

Figura 6.7. Iméagenes de electroforesis del ADN a diferentes valores de L/D
para cada uno de los sistemas investigados. TEACs: A) o= 0.2 y B) o= 0.5;
(Imr2)s: C) a= 0.2 y D) a= 0.5; (Imislms)2: E) o= 0.1 y F) o= 05 y
(Imis)a: G) o= 0.1y H) 0=0.3.

Con la idea de visualizar los cambios conformacionales que sufre el
ADN en presencia de los liposomas, se realizaron medidas de microscopia de
fuerza atomica (AFM). Una imagen topografica de AFM del ADN de timo de
ternera en ausencia de liposomas se muestra en la Figura 6.8, donde puede
verse que el polinucledtido se encuentra en una conformacion de hilo o hebra,

totalmente extendida.
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100nm
e

0.16 nm

Figura 6.8. Imagen de AFM de ADN de timo de temera, adsorbido sobre una
superficie de mica modificada con APTES, en ausencia de liposomas

([ADN]=3.00x10" mol dm™).

Enla Figura 6.9 se pueden ver las imagenes de AFM obtenidas para
un valor de o= 0.2, y diferentes valores de L/D para dos de los calixarenos
estudiados. Como se puede observar, para valores de L/D por debajo del valor
de (L/D)gy, el polinucledtido se encuentra aiin en un estado elongado, y no se
ha producido un cambio conformacional sustancial en su estructura (ver
Figura 6.94y Figura 6.9C). No obstante, se puede apreciar la formacion de
estructuras globulares y una disminucion de la longitud del ADN. L. Yan y H.
Iwasaki® explicaron la formacién de estas estructuras globulares, unidas a
través de las cadenas de ADN, en base a un aumento de la flexion de la doble
hélice del ADN, que resulta en la formacion y estabilizacion de los bucles
intramoleculares. La estructura de los globulos es el resultado de una
separacion de la doble cadena en cadenas de una sola hebra, asi como de un
cambio desde un estado elongado a uno globular. La Figura 6.9 muestra que
para valores de L/D mayores que el (L/D)y, aumenta sustancialmente la
presencia de estructuras globulares, aunque no se alcanza una condensacion
total de las moléculas de ADN (ver Figura 6.9B y Figura 6.9D). Los

resultados muestran que el polinucledtido pasa desde un estado elongado a un

273



Capitulo 6. Resultados

estado parcialmente compactado. Este comportamiento esta de acuerdo con los

resultados observados en los espectros de DC.

2.44 nm 3.58 nm

130nm
T |

0.06 nm 0.23 nm

29.26 nm 12.27 nm

250nm
@ Tl

0.00 nm

Figura 6.9. Imagen topografica de AFM del ADN de timo de temera,
adsorbido sobre una superficie de mica modificada con APTES, en presencia
de los liposomas estudiados a diferentes relaciones de L/D para o= 0.2.

(ImisIms)o: A) L/D=1y B)L/D=7; (Imie)s: C) /D=1,y D) L/D=17.

Es bien conocido que los vectores que presentan una morfologia esférica son
mas idoneos para su aplicacion en terapia génica,”*** dado que se observa que
la esfericidad contribuye aumentando la eficiencia de la transfeccion.”®
Teniendo esto en cuenta, se realizaron medidas de microscopia electronica de

transmision (TEM) para obtener informacion sobre la morfologia de los
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sistemas liposomiales estudiados. La  Figura 6.10 demuestra que tanto los
liposomas, en ausencia de ADN, como los lipoplejos son esféricos, por lo que
su morfologia es la adecuada para actuar como vectores. Ademas, los tamafios
medidos por TEM son consistentes con los resultados obtenidos mediante

medidas de dispersion de luz dinamica (DLS) (verla Tabla 6.4).

Figura 6.10. Iméagenes de TEM de los liposomas (A: TEAC4 y C: (Imieh) y
lipoplejos (B: TEAC4 y D: (Imis)s) para una relacion de L/D=5 (o= 0.3).

Tabla 6.4. Comparacion de los valores de tamaio de particula (nm) obtenidos

mediante medidas de TEM y DLS.

Tamaifio rem/nm Tamaiio pLs/nm
a=03 TEAC4 (Imie)s TEAC4 (Imie)4
Liposoma 82.4+4.4 138.1+45.7  146.6£3.9 155.944.1

L/D=5 182.6+£38.7  192.0+3.9 182.849.3 275.5+8.4
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Los calixarenos pueden mostrar una baja citotoxicidad e
inmunogenicidad,””* dependiendo de su funcionalizacion. El efecto
citotoxico de los liposomas preparados en este estudio sobre diferentes lineas
celulares fue evaluado mediante ensayos in vitro MTT, para el maximo valor

de a utilizado. Los resultados se muestran en la Figura 6.11.
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Figura 6.11. % de viabilidad celular de los liposomas estudiados para
diferentes lineas celulares durante un periodo de 24 h (A: TEAC4, B:

(ImieIms)z, C: (Imi2)4 y D: (Imi6)4 para su valor méximo de o).
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Se observé que la introduccion de grupos aromaticos en el borde
superior del calixareno resulta en un aumento de la toxicidad, (Figura 6.114'y
Figura 6.11C), a igualdad en la longitud de la cadena alquilica. De hecho, los
liposomas TEAC4/DOPE presentan una baja citotoxicidad en todo el rango de
concentraciones estudiado. Un resultado similar fue encontrado por R. Rodik y
colaboradores®® en el estudio de la viabilidad celular de diferentes calixarenos.
Por otro lado, cuando aumenta la longitud de la cadena alquilica en el borde
inferior del macrociclo presente en los liposomas, también se observa un
incremento de la citoxicidad (Figura 6.11B-D). Esta tendencia también ha sido
observada por otros autores.” Esto explica la alta citotoxicidad observada para
los liposomas de (Imis)s/DOPE. Ademas, puede decirse que los liposomas
(Imi16Im3)2/DOPE  presentan una selectividad especifica hacia las células
tumorales, mientras que los de (Imi2)s/DOPE actian especialmente sobre las
células mamarias MCF7, y a altas concentraciones de calix sobre las células
HepG2 y A549. Finalmente, un aumento notable de la cadena alquilica en

(Imi6)4 produce considerables efectos toxicos a una [calix]> 11.06 ug mL™".

Teniendo en cuenta esta idea, los calixarenos se convierten en
potenciales candidatos para el transporte y liberacion de genes y/o fArmacos,

atendiendo especialmente a los grupos que forman parte de su estructura.
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6.3 Conclusiones

Se han preparado liposomas catidnicos que contienen un calixareno
cargado positivamente y el fosfolipido neutro DOPE. El tamaiio de los
liposomas depende del balance entre las interacciones electroestaticas e
hidrofébicas y por ello se ve afectado por la relacion entre el niimero de moles
de lipido catidnico, el calixareno, y el nimero de moles totales de lipidos,

calix+DOPE, es decir, por el parametro o.

Se ha demostrado que los liposomas cationicos interaccionan con el ADN
de timo de temera, causando una inversion de carga del polinucledtido y

dando lugar a una compactacion parcial del mismo.

Las imagenes de TEM confirman que los liposomas preparados, tanto en
ausencia como en presencia de ADN, poseen una morfologia esférica. Los
estudios de citotoxidad muestran una baja y/o moderada toxicidad (con una
cierta especificidad hacia determinadas células tumorales, en el caso de los
macrociclos con grupos metilimidazolinios), excepto para los liposomas
constituidos por (Imis)s, que son altamente citotoxicos, sobre todo a una
[calix]> 11.06 ug mL™. Estos dos resultados permiten decir que algunas de las
preparaciones liposomiales estudiadas en este trabajo, las menos citotoxicas,
podrian ser utilizadas como vectores en procesos de transfeccion génica.
Ademas, se ha puesto de manifiesto que los calixarenos presentan un gran
interés potencial para ser utilizados como vectores, solos o en preparaciones
liposomiales, dado que su versatilidad permite funcionalizarlos para
maximizar su interaccion con los acidos nucleicos, a la vez que se minimiza su

citotoxicidad.
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Chapter 3

e The macrocycles used interact with calf-thymus DNA causing
different conformational changes. Initially the macrocycle binds to the
polynucleotide by a groove mode inducing a partial denaturation of
the double chains. The interaction, favoured by the breakup of the
double helix, results in the compaction of the DNA; that is, the
polynucleotide goes from an elongated (coil) conformation to a more
compact globular form. An increment in the calixarene concentration,
X>0.07 for dinitro-diester calix[4]arene and X>0.003 for difluorene-
diester calix[4]arene, produces the de-compaction of the DNA. This is
probably due to the formation of supramolecular assemblies where a
calixarene molecule is stacked inside other macrocycle molecule.

e C(ytotoxicity —measurements demonstrate that dinitro-diester
calix[4]arene is a potential candidate to be used in gene therapy or as a
nanocarrier of drugs. However, difluorene-diester calix[4]arene shows
a toxicity too high to be used as a nanovector. Nonetheless, it could
have some potential as a nanocarrier of anticancer drugs such as
doxorubicin, cytarabine, paclitaxel, etc.

e The importance of adequately choosing the structure of the
calixarenes in order to prepare and design novel vectors for gene

therapy has been demonstrated.
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Chapter 4

p-Sulfocalix[6]arene is an adequate nanocarrier for the antineoplastic
antibiotic doxorubicin. This calixarene displays a preference for
locating close to the DNA structure, in a groove mode, according to
the obtained CD spectra. This fact facilitates the transport of the
antibiotic towards the polynucleotide as compared to the free
doxorubicin.

Cytotoxicity results make evident that the encapsulation of the
doxorubicin inside the calixarene partially reduces the side effects of

the drug.

Chapter 5

The cationic amphiphilic calixarenes TEACs, (ImisIms)2, (Imi2)s, and
(Imie)s self-aggregate in aqueous solutions showing two critical
aggregation concentrations, CAC1 and CAC2. For [calix]<CAC1 only
micelles are present in the solutions. For a calixarene concentration in
the range CACI<[calix][<CAC2 micelles as well as vesicles are
observed, and for [calix][>CAC2 both micelles and a distribution of
vesicles are present in the solution.

Cytotoxicity experiments show that calixarene micelles and several of
the calixarene vesicles investigated could be used as biocompatible
nanocarriers.

The study of the interactions between the cationic calixarene
aggregates and calf thymus DNA shows that most of them strongly
interact with the polynucleotide, inverting its charge. Micelles

compact the polynucleotide, whereas vesicles only cause a partial



condensation of the DNA molecules. Therefore, the calix micelles
show potential as vectors in gene therapy.

The antineoplastic drug doxorubicin was encapsulated into the
calixarene aggregates and a high encapsulation efficiency was found
for micelles and, specially, for vesicles. However, DOX-loaded
calixarene vesicles present low stability at 37°C, which is a serious
restriction in their use as nanocarriers for this drug. Release values of
DOX from the calixarene micelles shows that they can lengthen the
half-life of free doxorubicin in the body and, as a result, lower
amounts of drug could be used in the cancer treatments, diminishing

the important side effects of DOX.

Chapter 6

Cationic liposomes (calix/DOPE) have been prepared with the four
cationic amphiphilic calixarenes. Their size depends on the balance
between electrostatic and hydrophobic interactions. Therefore, it
depends on their composition (o).

The calf thymus DNA interacts with the cationic liposomes forming
lipoplexes. A partial compaction of the DNA is achieved for L/D
values higher than those corresponding to the electroneutrality of the
lipoplexes.

TEM images show that the lipoplexes have a spherical morphology,
which increases the potential of the lipoplexes to be used as vectors in
gene transfection.

Cytotoxicity results show a low or moderate toxicity of the liposomes
for several cell lines, except for those containing (Imis)s, which are
highly cytotoxic up to [calix]> 11.06 ug mL™". The liposomes prepared
with (ImisIms)2, (Imi2)4, and (Imis)s show a certain selectivity towards

certain cancer cells.
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