Revista de la Societat Catalana de Quimica, num. 14 (2015), p. 25-36 ISSN: 2013-9853 DOI: 10.2436/20.2003.01.62

metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by 4 C|

provided by Revistes Catalanes amb Accés

NdTUCAdPSUITS PUITHITICTITYUCS PCI d 1 dITTUCTdITICITL CUTILITUId L UT 1dITndes
Polymeric nanocapsules for controlled drug release

Cristina Cuscd,"2 Josep Rocas," Jordi Garcia®**i Ernesto Nicolas*?
' Ecopol Tech, SL. Departament de Nanobiotecnologia Polimérica

2Universitat de Barcelona. Facultat de Quimica. Departament de Quimica Organica

3 Institut de Biomedicina de la Universitat de Barcelona (IBUB)
* CIBER Fisiopatologia de la Obesidad'y la Nutricion (CIBERobn)

Resum: El cancer és una de les malalties que causa més morts als paisos desenvolupats. En aquest article s'ofereix un resum
dels diferents tractaments d'aquesta malaltia, els quals han anat evolucionant cap a terapies cada vegada més dirigides. Les
innovacions en quimioterapia, i més especificament les relacionades amb els nanomaterials, tenen com a objectiu modificar les
propietats dels farmacs per tal d'incrementar-ne I'index terapéutic, reduir-ne els efectes secundaris i millorar la qualitat de
vida del pacient. Dins d'aquest context es presenta el treball que s'esta desenvolupant a I'empresa Ecopol Tech, SL, en collabo-
racio amb la Universitat de Barcelona, basat en la preparacio de nanocapsules polimériques com a materials intelligents per a
I'alliberament controlat de molécules citotoxiques.

Paraules clau: Terapies del cancer, terapies dirigides, nanotecnologia, nanomaterials, nanocapsules polimériques, alliberament
controlat de farmacs.

Abstract: Cancer is one of the diseases causing most deaths in developed countries. In this paper, we present an historical over-
view of different cancer therapies which have evolved towards more targeted ones. Innovations in chemotherapy, especially those
involving nanomaterials, have the aim of modifying the properties of drugs in order to increase their therapeutic index, reduce
side effects and improve patient quality of life. In this context, we present our research at Ecopol Tech, SL, in collaboration with
the University of Barcelona, based on the synthesis of polymeric nanocapsules as smart materials for controlled drug release.

Keywords: Cancer therapies, targeted therapies, nanotechnology, nanomaterials, polymeric nanocapsules, controlled drug release.

Introduccio Avui dia se sap que el cancer pot ser causat per factors ex-
terns (com ara el tabac, la contaminaci6 atmosférica, el se-

ctualment, el cancer és la primera causa dentarisme o les dietes poc equilibrades) i per factors interns,
de mortalitat en els paisos desenvolupats que inclouen les mutacions genétiques heretades o I'estat im-
i la segona en els paisos en vies de desen- munologic personal [1-3]. Independentment de quin sigui
volupament. Segons estudis recents duts I'origen del cancer, un fet important a destacar és que I'abast
a terme per I'Organitzacio Mundial de la mundial d'aquesta malaltia es troba en un preocupant aug-
Salut (GLOBOCAN), s'estima que el 2012 ment a conseqliéncia de la major incidéncia d'alguns dels fac-
es van diagnosticar més de catorze milions tors esmentats, juntament amb un creixement generalitzat de

de casos nous de cancer i van tenir lloc més de vuit milions de I'esperanca de vida [4].

defuncions provocades per aquesta malaltia. En els propers

anys es preveu encara una major incidencia de la malaltia,
de manera que es podrien sobrepassar els vint milions de
casos esperats per a I'any 2030 [1, 2] (figura 1).
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Actualment, els cancers de pulmd, mama i colon son els més
diagnosticats, mentre que els de pulmd, fetge i estdmac son
els causants d'un major nombre de morts [2]. El fet que cada
tipus de cancer presenti unes caracteristiques determinades i
respongui a uns tractaments diferents fa que calgui conside-
rar-lo com un conjunt complex de patologies i no pas com
una Unica malaltia [3].

Malgrat aquest escenari poc falaguer, la cotlaboracio de dife-
rents disciplines, com la medicina, la farmacia, la biologia, la
quimica, la fisica i I'enginyeria, ha permes aprofundir en els
fonaments cellulars, moleculars i genétics de la malaltia. Gra-
cies a aquest coneixement, s'ha pogut perfeccionar i ampliar
el rang de técniques de diagnosi i oferir tractaments cada ve-
gada més selectius que milloren la qualitat de vida del pa-
cient.

\ ' .
El cancer des d'un punt de vista
biologic

La majoria dels tipus de celules del cos huma contenen un
recull complet de la informacio genetica que els permet fer
una gran diversitat de funcions i, a més, conservar la capaci-
tat de créixer i dividir-se molt temps després que el desenvo-
lupament de I'organisme s'hagi completat. Aquesta aptitud fa
possible el manteniment dels teixits al llarg de la vida, aixi

com la reparacid de lesions i la renovacio constant de les cel-
lules.

Al mateix temps, aquesta versatilitat i autonomia comporta
un greu perill, ja que certes ceHules poden assumir rols que no

Ficura 2. Formacio6 d'un tumor primari i posterior metastasi.

els pertoquen i que representen una amenaca per a un bon
funcionament de I'organisme. En concret, algunes céHules po-
den utilitzar la informacié genética per iniciar programes de
proliferacio celular descontrolats i formar poblacions de cel-
lules que ja no obeeixen les normes de construccid i regulacio
dels teixits sans [5].

Aquest procés implica una competicio avantatjosa de les cel-
lules canceroses enfront de les sanes pel subministrament de
nutrients i oxigen del torrent sanguini. La conseqlieéncia €s
que les celfules canceroses acaben desplacant les sanes i ini-
cien un procés de formacio de nous vasos sanguinis (angiogé-
nesi) per tal de continuar dividint-se descontroladament [3, 5].
Aquesta expansio de teixits cancerosos pot acabar donant
[loc a una migracid a altres parts de I'organisme a través dels
vasos limfatics o del torrent sanguini, un fenomen anomenat
metastasi (figura 2) [5].

Evolucio de les terapies del cancer

Una de les primeres opcions terapeutiques per al tractament
d'un cancer localitzat és la cirurgia, que cada vegada esdevé
més selectiva. En aguests moments s'estan desenvolupant no-
ves técniques quirtrgiques que exploren la possibilitat d'eli-
minar tumors sense la necessitat d'extreure’ls; en son exem-
ples la criocirurgia, que utilitza esprai de nitrogen liquid o una
sonda especifica per congelar i matar céHules anormals, o bé
I'is de lasers, que poden fer incisions als teixits o vaporitzar
cancers en certs organs de forma molt especifica.

Tanmateix, un millor coneixement de les bases del cancer, i
més especialment dels fenomens de metastasi, ha posat de
manifest les limitacions de la cirurgia i ha esperonat el desen-
volupament d'alternatives menys invasives, que es resumeixen
breument a continuacio.

Terapia hormonal

La terapia hormonal (anomenada també hormonoterapia,
tractament hormonal o terapia endocrina) és un tractament
que bloqueja la capacitat de I'organisme per produir hormo-
nes o interfereix en I'activitat hormonal per tal de retardar o
aturar el creixement de tumors que hi son sensibles [6].



Les terapies hormonals van sorgir a partir dels estudis de Tho-
mas Beatson, que va descobrir |'efecte estimulant d'una de les
hormones femenines (estrogen) en el cancer de pit, abans in-
clus que aquesta hormona fos caracteritzada. Més endavant,
Charles Huggins va demostrar la notable regressio d'un cas de
cancer de prostata després que els testicles fossin extirpats.

Noves classes de farmacs, com ara certs inhibidors d'aromata-
sa i de I'normona LHRH (luteinizing hormone-releasing hor-
mone), han canviat la manera de tractar els cancers de pit i
prostata i han permés aprofundir en la comprensio del paper
de les hormones en el creixement de tumors.

Radioterapia

La radioterapia té com a objectiu destruir les ceélules cance-
roses sense afectar els teixits sans per mitja de raigs X, radia-
cio d'alta energia o ionitzant [7].

El 1896, Réntgen va descobrir els raigs X i immediatament es
van comencar a aplicar en la diagnosi i el tractament del can-
cer. Durant el segle xx es van produir avencos significatius en
fisica d'altes energies i en tecnologia computacional, que van
permetre aplicar la radiacié de manera més precisa. Tecniques
modernes com la radioterapia conformacional, que permet
localitzar de manera molt precisa el cancer en les tres di-
mensions; la radioterapia d'intensitat modulada; la radioci-
rurgia estereotactica, o la radioterapia estereotactica, utilit-
zades en tumors molt petits o en zones molt delicades, com
ara el cervell, han permés tractaments més selectius i menys
agressius [8].

Quimioterapia

La quimioterapia és el tractament farmacologic amb molecu-
les citotoxiques per destruir les cellules canceroses afec-
tant-ne la capacitat de créixer i dividir-se [9]. Es considera
que I'us del metotrexat, un derivat de I'aminopterina, en el
tractament de la leucémia infantil [10] va marcar l'inici de la
quimioterapia.

Al llarg dels anys, els farmacs quimioterapéutics han curat o
bé han provocat regressions en leucémia limfoblastica aguda,
cancer de testicles, malaltia de Hodgkin, etc. Actualment, el

repte és millorar 'activitat dels farmacs i reduir-ne els efectes
secundaris, aixi com desenvolupar noves técniques d'allibera-
ment més selectives. També s'estan estudiant certs agents
quimioprotectors per tal d'evitar la resisténcia als multifar-
macs i les anomenades terdpies adjuvants, que s'apliquen
quan s'ha practicat cirurgia o radioterapia.

Immunoterapia i terapies dirigides

Durant les dues darreres décades, el paradigma de les terapies
del cancer ha evolucionat des de I'us d'agents relativament
inespecifics cap a tractaments més selectius, basats en un
mecanisme cellular concret. La quimioterapia més classica del
cancer es veu limitada per un index terapeutic molt estret,
acompanyat de toxicitats significatives i, freqiientment, resis-
téncia adquirida. Una millor comprensio de la patogénesi del
cancer ha donat lloc més recentment a alternatives com ara
la immunoterapia i les terapies dirigides [11].

L'objectiu de la immunoterapia és estimular la resposta im-
munologica natural per tal de disminuir el creixement de les
ceHules tumorals o bé ajudar les ceétules sanes a controlar el
desenvolupament del cancer. Exemples destacats son els in-
terferons, les interleuquines i les citoquines. Una vegada iden-
tificades les dianes tumorals (antigens), es busquen anticos-
sos selectius per a aquestes dianes. A partir d'aquesta idea,
s'han sintetitzat anticossos monoclonals que son especifics
per interaccionar amb certs components presents a les célu-
les canceroses. Alguns exemples son el rituximab i el tras-
tuzumab, utilitzats per tractar limfomes i cancer de mama, o
el sipuleucel-T, aprovat per la FDA (Food and Drug Adminis-
tration) dels EUA el 2010, per combatre un tipus de cancer de
prostata metastatic.

D'altra banda, les terapies dirigides actuen sobre les vies mo-
leculars relacionades amb la divisio, el creixement, el mante-
niment i la migracio de célules canceroses, aixi com els se-
nyals que porten a la mort natural (apoptosi). Aquestes
terapies abasten diferents ambits. Aixi, els inhibidors dels fac-
tors de creixement permeten el control de les formes anor-
mals o la sobreexpressio d'aquests factors; els inhibidors d'an-
giogenesi aturen la formacio de nous vasos sanguinis que
proveeixen el tumor d'oxigen i nutrients i els farmacs d'induc-
ci6 d'apoptosi actuen especificament sobre els mecanismes
que controlen la supervivéncia o la mort cellular. A continua-
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Ficura 3. Diferents linies que comprenen les terapies dirigides.

Cio es presenta un esquema general amb I'abast de les tera-
pies dirigides (figura 3).

Nanotecnologia

La nanotecnologia és un camp multidisciplinari emergent que
abasta tant el disseny com la caracteritzacio, produccio i apli-
cacio d'estructures, dispositius i sistemes a escala nanomeétri-
ca (figura 4). En les tres darreres décades, la nanotecnologia
s'ha focalitzat a comprendre la correlacio entre les propietats
Optiques, electriques i magneétiques dels nanomaterials amb
relacié a la mida, la forma i la quimica de les superficies. Tots
aquests estudis han donat lloc a una fonamentacio solida en
el camp de I'enginyeria de dispositius electronics, computaci-
onals i biomeédics [12-15].

Ficura 4. Comparacio de diferents entitats dins I'escala nanometrica.

Més especificament, la nanotecnologia aplicada al cancer
busca caracteritzar la interaccié de nanodispositius amb les
estructures celulars i moleculars que es relacionen amb la te-
rapia i el diagnostic d'aquesta malaltia [14]. Els materials
nanometrics presenten certs avantatges potencials respecte
dels farmacs tradicionals. En primer lloc, tenen la capacitat de
dirigir-se més selectivament cap als teixits tumorals a través
d'uns perfils farmacocinétics i farmacodinamics millorats [16].
En segon lloc, son capagos de creuar les barreres biologiques
més eficientment a consequiéncia d'una mida i unes propie-
tats fisicoquimiques peculiars [17]. Finalment, protegeixen la
molécula activa de processos de degradacio o inactivacio du-
rant el transport [18]. El conjunt d'aquestes tres caracteristi-
ques es pot traduir en un increment de I'index terapeutic, una
reduccio dels efectes secundaris sistémics i, per tant, una mi-
llora en la qualitat de vida del pacient.

Durant els darrers vint anys s'ha desenvolupat una gran varie-
tat de vehicles nanometrics per a us terapeutic, com ara lipo-
somes, micelles [14], quantum dots, nanoshells, particules
d'or, particules paramagnétiques i nanotubs de carboni [13].
A'la taula 1 es presenten algunes aplicacions d'aquests nano-
materials dins de I'ambit del cancer.

Tauta 1. Llista d'alguns nanomaterials i les seves aplicacions [14]

Tipus Aplicacio

. Tecniques d'imatge
Liposomes . A
Alliberament de farmacs

Quantum dots Tecniques d'imatge

Tecniques d'imatge
Nanoshells Ablacio fototérmica

Alliberament de farmacs

Tecniques d'imatge

i Ablacio fototermica
Particules d'or o L
Sensibilitzador de radiacié

Alliberament de farmacs

. " Tecniques d'imatge
Particules paramagnétiques X L
Adrecament de farmacs per camp magnétic

Tecniques d'imatge
Nanotubs de carboni Ablacio fototermica

Alliberament de farmacs

Les nanocapsules en el marc de les terapies dirigides

Els farmacs que hem escollit, administrats intravenosament
dins de les nanocapsules, han de circular en sang intentant



evitar el sistema del reticle endotelial (RES), creuar una o di-
verses barreres biologiques (mucoses, epiteli, endoteli...) abans
de difondre's a través de la membrana plasmatica i, finalment,
accedir a I'organul on han de fer la seva funcio terapéutica [19].
La comprensio de les interaccions biologiques que s'establei-
xen al llarg d'aquest cami és indispensable per desenvolupar
un sistema que tingui les propietats adequades per maximit-
zar-ne el potencial terapéutic [15].

Es per aquest motiu que hi ha un ventall forca ampli de fac-
tors que desenvolupen un paper important. Els més destacats
son I'eleccio del material polimeéric transportador, que és el
que esta en contacte directe amb I'organisme i el sistema im-
munitari, i les propietats estructurals i fisicoquimiques de la
nanocapsula, que dicten les interaccions que s'estableixen
amb els sistemes biologics i el seu temps de retencio a |'orga-
nisme [20].

Els polimers més utilitzats son aquells dels quals s'ha demos-
trat la biocompatibilitat, una circulacio prolongada en sang i
una certa capacitat de modificacié quimica per optimitzar-ne
les propietats. Alguns exemples son estructures de poli(lacti-
da-co-glicolida), poli(etilenglicol), acid polilactic i poliureta
[21, 22].

D'altra banda, la mida de la nanocapsula té una influéncia
molt marcada en la distribucio, el temps de circulacio i la re-
tencio en tumors a causa de I'efecte EPR (enhanced permea-
tion retention). Aquest efecte es basa en el fet que la zona
tumoral resulta molt més permeable i heterogénia a
conseqliencia dels processos accelerats d'angiogeénesi. Aques-
ta rapida formacid de vasos sanguinis genera espais buits, de
fins a 700 nm en zones d'inflamaci6 [23], a través dels quals
les nanocapsules es poden difondre [24]. Molts investigadors
han aprofitat aquest fet per sintetitzar nanocapsules que tin-
guin uns diametres adaptats a aquests requeriments. Aquest
fenomen d'adrecament passiu (passive targeting) permet
I'acumulacio de les nanocapsules en zones patologiques.

No obstant aix0, un recent treball de Cabral i collaboradors
demostra que no tot I'interval de mides és adequat per acon-
seguir una resposta biologica favorable. L'estudi dut a terme
per a un ventall de nanocapsules de diferents diametres (30-
100 nm) i del mateix material confirma que només les més
petites tenen la capacitat de penetrar i acumular-se en tu-
mors de pancrees de dificil permeabilitzacio [25].

Un altre parametre rellevant €s la propietat superficial de la
nanocapsula. Les nanocapsules tenen una relacio superficie-
volum molt alta en comparacio de particules més grans, fac-
tor que esdevé critic i que cal controlar [16].

Es ben coneguda la importancia de la carrega superficial en el
proces d'internalitzacio cellular. Els resultats apunten que les
capsules neutres i les anidniques tenen una menor entrada a
les céHules tumorals que les cationiques. Aixo es deu al fet
que les espécies cationiques presenten una alta afinitat per
les glicoproteines (carregades negativament) presents a la su-
perficie de la majoria de les céHules, tot i que poden arribar a
ser toxiques. D'altra banda, la carrega negativa de I'interior dels
vasos sanguinis deguda a I'abundancia de components anio-
nics que s'hi troben [26] repelleix les nanocapsules carregades
negativament, de manera que n'allarga la vida en sang [16].
En resum, no sembla existir una carrega optima superficial per
a la nanocapsula, sind que depén de les condicions biologi-
ques en les quals es troba (en circulacio o en teixit).

Un altre requisit és que la nanocapsula es mantingui dispersa-
da en el medi biologic, principalment en el medi sanguini o
limfatic. Les proteines o celules del sistema immunologic po-
den agregar-se rapidament al voltant de les nanocapsules i
fer que siguin transportades a diversos organs perque siguin
eliminades rapidament. Per evitar-ho, la seva superficie es pot
funcionalitzar amb una capa polimérica hidrofila que redueixi
les forces de Van der Waals entre particules i repelleixi les
proteines del plasma. Aixod afavoreix la circulacié en sang i re-
tarda la captura per les célHules fagocitiques [27, 28]. Els poli-
mers no ionics hidrofils, com ara el poli(oxid d'etilé), el poli(e-
tilenglicol) i el poli(alcohol vinilic), compleixen aquests
requisits [26].

Una altra forma de millorar la selectivitat de les nanocapsules
envers les céHules tumorals és enllacant a la seva superficie
un lligand especific. D'aquesta manera es pot aconseguir un
punt d'ancoratge a un tipus de ceHules que expressin un de-
terminat receptor i, en conseqliéncia, incrementar-ne |'acu-
mulacid. Malgrat que sembli una proposta molt atractiva, al-
guns estudis han demostrat que aquesta estratégia
d'adrecament actiu (active targeting) provoca, efectivament,
un increment de I'acumulacio en el tumor, pero, al mateix
temps, una alta concentracio al fetge [15, 18]. La relacio entre
I'anomenat active targeting i el passive targeting es resumeix
alafigura 5. ._29



Ficura 5. Diferents estratégies d'interaccio entre les nanoparticules i les cél-lules
tumorals.

Evolucio dels nanomaterials

La primera generacié de nanomaterials es basava en el desen-
volupament de nous materials biocompatibles i de baixa toxi-
citat, els quals es funcionalitzaven amb molécules senzilles.
Tot i que aquests primers nanomaterials no eren gaire esta-
bles en el medi de cultiu celular i eren eliminats de I'organis-
me molt rapidament, van representar un primer pas molt im-
portant.

La segona generacié de nanomaterials va millorar la primera
en dos aspectes significatius: se'n va allargar la circulacid
(utilitzant polimers com el PEG) per tal d'assegurar un allibe-
rament del farmac de manera continuada i es va explotar
I'active targeting amb diferents Iligands amb I'objectiu d'in-
crementar |'acumulacio de les nanocapsules al tumor. Malgrat
els avencos en el camp de la segona generaci6 de nanomate-
rials, es va fer paleés que existia una dependéncia excessiva en
I'efecte EPR i que els avantatges de I'active targeting es con-
trarestaven amb el fet que les nanocapsules tendien a inter-
accionar de forma poc selectiva amb diversos receptors, la

qual cosa feia que només una petita concentracié pogués ar-
ribar a la diana desitjada.

Tenint en compte els avantatges i els inconvenients de les ge-
neracions anteriors, ha sorgit un nou tipus de génere que rep
el nom de materials inteHigents (smart materials).

Aquests materials presenten un comportament dinamic que
respon a estimuls biologics, fisics o quimics, en lloc de fona-
mentar-se en la retencio passiva o en els Iligands endogens
tumorals. El senyal desencadena un canvi en el nanomaterial
que provoca l'alliberament del farmac. Hi ha diferents esti-
muls que poden induir una resposta d'aquest tipus, com, per
exemple, el fet que els tumors presenten un pH lleugerament
més acid, una menor concentracio d'oxigen (hipoxia), una ac-
tivitat metabolica més accelerada que els teixits sans o un
entorn reductor (figura 6).

Disseny i preparacio de nanocapsules adequades
per a l'administracio de farmacs

A Ecopol Tech, SL s'esta treballant en la nanoencapsulacio de
diferents ingredients bioactius a partir de polimers reactius
biocompatibles, degradables en preséncia de L-glutatio i amb
propietats fisicoquimiques modulables. La finalitat de la na-
noencapsulacioé no és cap altra que millorar la biodisponibili-
tat, la biodistribucid i la farmacocinética del farmac per tal de
maximitzar I'index terapeutic i reduir els efectes secundaris
sistémics.

En el nostre projecte, estem preparant nanocapsules polimeri-
ques a les quals demanem que compleixin diferents requisits.

En primer lloc, cal que tinguin una mida controlada amb I'ob-
jectiu d'assegurar que no quedin retingudes en els filtres bio-

logics (fetge, pulmd, melsa, etc.) i que es puguin difondre pas-
sivament a través de la zona neovascularitzada del tumor

Ficura 6. Esquema de I'evolucio dels nanomaterials.



Esauema 1. Derivats d'isocianat d'alquil.

(efecte EPR). També és important un ajust del diametre de les
nanocapsules per tal que no siguin tan facilment reconegudes
pels elements del RES.

En segon lloc, la paret de les nanocapsules ha de contenir ca-
denes hidrofiles per tal que puguin envoltar la nanocapsula i
crear un entorn adequat per evitar la interaccio amb proteines
del plasma o elements del RES.

En tercer lloc, el sistema ha de presentar un comportament
dinamic en el qual es modulin les caracteristiques superficials
de les nanocapsules en funcio de les condicions biologiques
on es trobin. En aquest sentit, estem treballant per aconseguir
la composicio polimerica dptima que afavoreixi una vida pro-
longada en sang i, a la vegada, una facil internalitzacié dins
les céHules tumorals.

Finalment, la paret de les nanocapsules ha d'incloure un ele-
ment labil que les faci degradables sota unes determinades
condicions biologiques. En el nostre cas, el mecanisme d'alli-
berament del farmac és mitjancant la ruptura dels ponts
disulfur per I'accié del L-glutatio, un oligopéptid que és

més abundant a l'interior de les célules tumorals que

en les sanes.

Es important que la paret de la nanocapsula sigui robusta, fet
que es pot aconseguir si el prepolimer conté els grups funcio-
nals adequats per poder formar una xarxa solida (cross-

linking). Aquesta caracteristica és el que diferencia els liposo-
mes, amb una capa exterior constituida per lipids, de les
nanocapsules, on la paret és més robusta i consistent.

El punt clau per aconseguir sistemes que compleixin aquests
requeriments és el disseny adequat del que s'anomena prepo-
limer reactiu. El métode que hem desenvolupat és molt versa-
til, empra condicions de reacci6 suaus i no sén necessaris pro-
cessos de purificacio. La sintesi del prepolimer i de les
nanocapsules es basa en la quimica dels poliuretans i les po-
liurees, els quals son els productes de la reaccié de poliaddicio
d'isocianats amb polialcohols i poliamines, respectivament
(esquema 1).

Agquests derivats d'isocianat (poliurees i poliuretans funciona-
litzats) son presents a la paret de les nanocapsules i permeten
introduir elements que allarguen el temps de circulacié, una
selectivitat envers el tumor, una bona internalitzacio cellular i
un alliberament controlat in vivo. Ates que tots els parametres
poden interaccionar entre si i que modificant-ne un es pot
afectar negativament un altre, les nanocapsules han de treba-
llar adequadament i de forma intelligent per tal que aquestes
funcionalitats actuin en el moment precis i en el lloc desitjat.
A més, cal que la sintesi d'aquests nanomaterials polifuncio-
nals pugui ser facilment aplicable a I'ambit industrial. Un ti-
pus de material que compleix aquests requisits és el poliureta,
que ha estat utilitzat com a biomaterial en implants des de
I'any 1967 [19].
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A la practica, el procés d'encapsulacié comenca amb la poli-
meritzacio dels monomers que formen el prepolimer i que te-
nen les funcionalitats comentades anteriorment.

El pas segiient del procés és la dispersié de la molécula lipofila
(el farmac) en el sistema poliméric préviament sintetitzat.
Gracies a un ajust optim dels grups hidrofils i hidrofobs del
prepolimer, és possible dispersar facilment una gran varietat
de substancies insolubles sense la necessitat d'emulsionants
externs ni agitacions vigoroses. Es aqui on es posa de mani-
fest la importancia de la versatilitat sintética d'aquest pre-
polimer.

Agquest balang d'hidrofobia/hidrofilia és també clau en el pas
seglient, en el qual la mescla polimérica ha d'esdevenir una
nanoemulsio aquosa i, per tant, es fa necessaria la preséncia
de grups hidrofils estabilitzadors.

Posteriorment a la inversio de fase, s'addiciona el reactiu
d'entrecreuament (crosslinker) per tal d'unir covalentment
tots els punts reactius del prepolimer i completar la formacio
de la paret, amb la qual cosa es dona lloc a un polimer acabat.
El resultat d'aquest procés és una dispersié aquosa de nano-
capsules polimériques carregades amb un principi actiu lipofil
(esquema 2).

La versatilitat d'aquest métode fa que pugui ser aplicable a
diversos tipus d'ingredients bioactius, sempre que siguin li-
pofils i no presentin grups molt reactius (nucleofils) que pu-
guin quedar modificats irreversiblement per I'accio dels iso-

Esauema 2. Procés de la nanoencapsulacio.

cianats. La molécula utilitzada inicialment en el nostre grup
de treball ha estat un anticancerds d'origen mari anomenat
plitidepsina [29-33]. Actualment, estem aplicant el sistema
a diversos farmacs, com el paclitaxel (a), la curcumina (b),
I'HL3 [34] () i I'HL4 [34] (d), compostos que es mostren

a la figura 7.

La nanoencapsulaci6 d'aquests quatre ingredients bioactius
ha estat reproduible pel que fa a morfologia de les nanocap-
sules, mida mitjana de particula i degradacio per L-glutatio

in vitro. Dels quatre compostos esmentats, hem avancat més en
la nanoencapsulacio i la programacio de proves biologiques
amb el paclitaxel. Hem escollit aquest farmac perqué s'utilitza
actualment en clinica humana, esta acceptat per la FDA i se'n
coneix el mecanisme d'accio.

Técniques per a l'estudii la caracteritzacio
de les nanocapsules
Per estudiar la morfologia de les nanocapsules, s'ha utilitzat

microscopia TEM (transmission electron microscopy), mitjan-
cant tinci6 negativa de les nanocapsules amb acetat d'uranil.

Ficura 7. Ingredients bioactius emprats en la nanoencapsulacio.




Ficura 8. Micrografies TEM de nanocapsules. A I'esquerra es mostra una visio
panoramica de la mostra; a la dreta, un zoom de la zona.

Les micrografies TEM mostren una morfologia homogeénia i
esférica (figura 8).

D'altra banda, I'estudi de la distribucié de la mida de particula
per mitja de la técnica DLS (dynamic light scattering) demos-
tra que el diametre mitja de les nanocapsules esta al voltant
dels 20 nm, i que no existeixen poblacions significatives per
sobre dels 50 nm (figura 9).

Finalment, s'ha volgut comprovar mitjancant microscopia
TEM que les nanocapsules son degradables quan s'hi aplica
una concentracié de 10 mM de L-glutatié a 37 °C durant dife-
rents intervals de temps. La reaccio d'aquest compost amb els
ponts disulfur presents en les nanocapsules fa que, una vega-
da aquests s'han trencat, les propietats de la paret canviin de
manera que els polimers que la formen es desestabilitzen i
formen els agregats observats a les imatges.

A'la figura 10 es mostra una imatge de les nanocapsules
abans (a) i després d'afegir L-glutatio al cap de 4 (b),
12 (d) i 24 (d) hores.

Ficura 9. Distribucio de la mida de particula de les nanocapsules.

Ficura 10. Efecte de L-glutatié (10 mM) a 37 °C sobre nanocapsules.

En aquests moments, estem treballant en I'optimitzacid

de la sintesi del prepolimer per tal d'aconseguir que les
nanocapsules resultants responguin a canvis d'acidesa del
medi. Més especificament, estem sintetitzant diferents va-
riants del prepolimer amb |'objectiu que les nanocapsules
tinguin una circulacio prolongada en sang i que, en condi-
cions lleugerament acides (entorn tumoral), canviin les
seves propietats superficials per afavorir la internalitzacio
cellular.

Conclusions

L'us de nanocapsules polimériques sintetitzades mitjancant el
nostre metode s'ha mostrat versatil i facilment aplicable in-
dustrialment. Sembla, per tant, una bona eina per aconseguir
sistemes nanometrics «a mida» i que responguin a diferents
requeriments.

En la preparacio, les nanocapsules presenten una morfologia
controlada uniforme i esférica, segons estudis duts a terme per
TEM i DLS. A més, s'ha comprovat que el polimer utilitzat per a
la construccio de les nanocapsules és degradat per I'accio

in vitro de L-glutatio.

Finalment, el métode és potencialment aplicable a altres tipus
d'ingredients bioactius lipofils i se n'ha demostrat la repro-
ductibilitat pel que fa a mida, morfologia i capacitat de degra-
dacio in vitro quan s'utilitza com a principi actiu la curcumi-
na, I'HL3 i I'HL4.
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