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JORNADA DE MIEMBROS DEL PROYECTO VERDI
CON CLINICOS DEL
HOSPITAL 12 DE OCTUBRE

Dia 24 de enero de 2017

9:30 horas: Dr. Joaquin Arenas y Maria Vallet
Director del Instituto de Investigacion del Hospital 12 de
Octubre i+12
Investigadora Principal del Proyecto VERDI
Presentacion de la Jornada.
Colaboraciones clinicas en el Proyecto VERDI

10.00 horas: Dr. José Maria Aguado Garcia y Dr. Rafael San Juan Garrido
Catedrdtico de Medicina
Jefe de la Unidad de Enfermedades Infecciosas
Hospital Universitario 12 de Octubre
Instituto de Investigacion i+12, Madrid

Isabel Izquierdo-Montse Colilla-Adrian Rodriguez-Daniel
Lozano-Maria Vallet

Proyecto VERDI

Grupo de Investigacion Biomateriales Inteligentes GIBI-CIBER-
BBN

Dpto. Quimica Inorgdnica y Bioinorgdnica

Fac. Farmacia — UCM

Nanosistemas Multifuncionales con propiedades eléctricas para el
Tratamiento de la Infeccion Osea

RESUMEN DE LA REUNION: Objetivo: Presentaciéon al clinico experto en

infecciones osteoarticulares de la Tesis Doctoral de Adridn Rodriguez Palomo, con el
titulo “Nanosistemas Multifuncionales con propiedades eléctricas para el Tratamiento
de la Infeccién Osea” con tres propdsitos fundamentales:

1. Discutir si los nanosistemas propuestos tienen un sentido clinico para la
patologia a tratar.

2. Saber si el clinico estd de acuerdo en la co-direccion de la Tesis Doctoral
propuesta.

Prof .Dr.Maria Vallet Regi

Grupo de Investigacién Biomateriales Inteligentes.
GIBI-CIBER-BBN
http://www.ucm.es/valletregigroup
https://vimeo.com/190054397

Dpto. Quimica Inorgdnica y Bioinorgdnica
Fac. Farmacia - UCM

Plaza Ramén y Cajal,s/n

28040 Madrid - Spain




3. Definir la aportacion e implicacidn del clinico en la Tesis Doctoral.

Resumen:

Los Nanosistemas Multifuncionales para el tratamiento de la Infeccion ésea se disefaran
a partir de nanoparticulas mesoporosas de silice (MSNs) que actuardn como plataformas
de auto-ensamblaje de distintos elementos que permitan:

i) Targeting al hueso/biofilm/bacteria.

i) Dotar a los nanosistemas de capacidad multiterapéutica mediante la
combinacion de propiedades bioeléctricas y liberacion controlada y
combinada de agentes antimicrobianos.

En este sentido el Dr. San Juan comentd que hay que tener en cuenta la situacidn
metabdlica disminuida en la que se encuentran las bacterias que forman el biofilm. Asi,
los distintos elementos de quorum sensing juegan un papel esencial a la hora de disefar
terapias futuras para combatir la infeccion dsea.

Asimismo hablé de la via de administracion, indicando que la mas factible y que, de
hecho, se utiliza actualmente en clinica es a nivel local. A este respecto se llegd a la
conclusién de que para este propdsito igual carecia de sentido el utilizar MSNs tipo
Janus, ya que lo que interesa es tener el mayor nimero de puntos de anclaje con el
biofilm bacteriano. No obstante, el Dr. San Juan remarco que no habria que descartar la
posibilidad de explorar los nanosistemas tipo Janus.

Por otra parte se hablé de los tiempos requeridos de liberacién de antibidticos, siendo
estos muy prolongados (de incluso 8 semanas). Sin embargo es necesario evaluar si el
efecto sinérgico de la aplicacién de estimulos bioeléctricos y antimicrobianos podria
aumentar el efecto antibiofilm y acortar la duracion del tratamiento.

Respecto al targeting, es uno de los grandes retos a solventar ya que requeriria utilizar
un targeting especifico para cada bacteria. El Dr. San Juan hizo una interesante
propuesta basada en la combinacion de un targeting proteico de origen bacteriano junto
con un interleukinas u otros targetings moleculares tipo la fraccion de ADN 16S, que es
aplicable a todas las bacterias en general. Esta estrategia aumentaria la especificidad del
targeting, pero es algo que habria que estudiar y probar.

El Dr. San Juan resaltd que la mayoria de las infecciones dseas, que a su vez son las mas
problematicas, son las asociadas a implantes. De hecho comentd que la osteomielitis sin
cuerpo extrafio es una “rareza” que solo afecta a 2 de cada 10 casos y que
principalmente se tratan de espondilitis hematdgena, donde no es tan importante el
biofilm ya que en este caso los antibidticos son eficientes.

Referente a la co-direccidn de la Tesis Doctoral él Dr. San Juan mostrd un gran interés y
propuso la posibilidad de optimizar y llevar a cabo estudios in vitro en modelos de
biofilm. Una vez que estos estudios fueran satisfactorios se procederia a evaluar los
nanosistemas en modelos experimentales en colaboracién con traumatoélogos con los
gue él colabora.
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11.00 horas: Dr. Federico Hawkins Carranza
Catedrdtico Emerito de Medicina
Grupo de Invstigacion de Metabolismo Oseo y diabetes del
Instituto Biomédico del Hospital 12 de Octubre
Soledad Librizzi
Grupo de Invstigacion de Metabolismo Oseo y diabetes del
Instituto Biomédico del Hospital 12 de Octubre

Miguel Manzano-Patricia Mora-Daniel Lozano-Maria Vallet

Proyecto VERDI
Grupo de Investigacion Biomateriales Inteligentes GIBI-CIBER-
BBN
Dpto. Quimica Inorgdnica y Bioinorgdnica
Fac. Farmacia — UCM
Tratamiento de Osteoporosis con nanoparticulas.

RESUMEN DE LA REUNION:
IP: Maria Vallet-Regi (vallet@ucm.es)

Codirectores: Federico Hawkins (Federico.hawkins@salud.madrid.orq)

Miguel Manzano (mmanzano@ucm.es)

Colaboradores: Soledad Librizzi (solelibrizzi@hotmail.com)

Daniel Lozano (danlozan@ucm.es)

Doctoranda:  Patricia Mora Raimundo (patmora@ucm.es)

Introduccion

El objetivo fundamental del proyecto VERDI (Advanced Grant 2016, polyValent mEsopoRous
nanosystem for bone Dlseases)® se basa en disefiar y desarrollar un nanosistema multifuncional
para el tratamiento de patologias 6seas complejas. Dentro de estas patologias, nosotros nos vamos
a centrar en el estudio del posible tratamiento de la osteoporosis con nanoparticulas.

Objetivo

El objetivo de esta parte del proyecto se basa en el posible tratamiento de osteoporosis usando
nanoparticulas mesoporosas de silice capaces de:

! Adv Grant 2016 Verdi
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1. Transportar agentes antiresorptivos

2. Transportar agentes anabolicos

3. Acumularse preferentemente en tejido dseo para mejorar la eficiencia del sistema.
Estrategia

Para llevar a cabo el objetivo anteriormente mencionado vamos a trabajar con diferentes
aproximaciones, que constituiran el trabajo fundamental de la tesis de Patricia Mora.

Tipos de nanoparticulas

Los nanosistemas funcionales propuestos en Verdi estardn todos basados en nanoparticulas
mesoporosas de silice (MSNs, del inglés Mesoporous Silica Nanoparticles). Nuestro grupo de
investigacion tiene una amplia experiencia en la sintesis, caracterizacion y uso como
nanotransportadores de este tipo de nanoparticulas.? De hecho, en los tltimos afios han sufrido un
auténtico boom dentro del mundo de la biomedicina debido a su fécil sintesis y excelentes
propiedades texturales (gran superficie especifica y volumen de poro), lo que permite introducir
una gran cantidad de moléculas diferentes en el interior de sus poros. De hecho, este tipo de
nanoparticulas tienen una capacidad de carga muy superior a las de nanoparticulas usadas
convencionalmente en nanomedicina (liposomas, nanoparticulas poliméricas, etc).
Adicionalmente, la morfologia y dimensiones de los poros de las nanoparticulas pueden ser
facilmente adaptables a las necesidades concretas de la aplicacién; y lo que es mas importante, se
trata de nanoparticulas robustas basadas en silice, por lo que es muy facil hacer quimica en su
superficie para dotarlas de la funcionalidad deseada.

Nosotros vamos a trabajar con 3 tipos de nanoparticulas (Figura 1) y la que mejor funcione sera
la seleccionada para la aplicacion final.

Nanoparticulas Nanoparticulas con Nanoparticulas de CaP
tipo MCM-41 porosidad radial recubiertas de silice
mesoporosa

Figura 1. Tipos de Nanoparticuals que se van a explorar para el tratamiento de la osteoporosis a lo largo de Verdi.

Las nanoparticulas de tipo MCM-41 son las mejor conocidas por nuestro grupo de investigacion.
Se trata de nanoparticulas esféricas con un tamafio que ronda los 150-200 nm y que presenta una
serie de poros cilindricos longitudinales de unos 2 nm (Figura 2).

2 Recent advances in mesoporous silica nanoparticles for antitumor therapy: our contribution. Baeza,
Manzano, Colilla, and Vallet-Regi. Biomater. Sci., 2016, 4, 803
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Figura 2. Imagenes de Microscopia Electronica de Barrido (izquierda) y de Transmision (derecha) de nanoparticulas
mesoporosas de silice.

De hecho actualmente estamos colaborando con Ingenieros Quimicos para escalar el proceso de
produccion, de forma que pronto deberiamos ser capaces de producirlas en gran escala.

También hemos comenzado a producir nanoparticulas mesoporosas de silice con la porosidad
radial, lo que nos puede ofrecer distintas capacidades de carga y diferentes cinéticas de liberacion.

Por ultimo, y teniendo en cuenta que en el caso de osteoporosis la formacién de hueso puede
resultar un factor capital, también vamos a trabajar con nanoparticulas bioactivas con un nucleo
de fosfatos de calcio recubierto de silice mesoporosa donde podremos introducir diferentes tipos
de agentes terapéuticos, como veremos en las siguientes secciones.

Tipos de agentes antirresortivos

A lo largo del proyecto vamos a utilizar la alta capacidad de carga que presentan las MSNs para
introducir en su interior diferentes agentes antirresortivos, como puede ser el caso de diferentes
bisphosphonatos o raloxifeno (Figura 3). En este sentido, comenzaremos el trabajo introduciendo
alendronato, puesto que es un bisphosphonato cuya actividad es bien conocida y podremos
establecer con facilidad la cantidad de farmaco que podemaos introducir en su interior y, lo que es
mas importante, la cinética de liberacion que presenta.

« Bisphosphonatos
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HO OH
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o 0 Hd b dHb

« Raloxifeno

Figura 3. Diferentes antirresortivos que pueden ser introducidos en el interior de los poros de las MSNs.

También pretendemos evaluar la posibilidad de transportar antirresortivos de mayores

dimensiones, como puede ser el caso del Denosumab, que es un anticuerpo monoclonal usado

muy habitualmente en el tratamiento sistémico actual de la osteoporosis, o la PTHrP (fragmento

107-111) cuyo efecto antirresortivo es bien conocido. En este caso, y debido a las grandes
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dimensiones de las moléculas que se pretenden transportar, estas no caben en el interior de los
poros, por lo que pretendemos funcionalizar la superficie exterior de las nanoparticulas con
polietilenimina (PEI) (Figura 4). Se trata de una poliamina que va a ser capaz de encapsular el
anticuerpo o el pentapéptido en su red de una forma efectiva, protegiéndolo de la posible
degradacion durante su recorrido por el torrente sanguineo, y liberandolo en el interior de las
células donde se necesita su accion.® Obviamente Patricia tendra que hacer un barrido de
diferentes PEIs en términos de peso molecular y entrecruzamiento, para encontrar las mejores
condiciones para transportar nuestras moléculas al interior de las células.

Polietilenimina

™ NH, -~ H/-.V NH:
e Ny e s N

\@\Denosumab
{(monoclonal antibody 1440aa, 147 KDa)

’_f_.PTHrP (107-111)
Efecto antiresorptivo bien conocido

Figura 4. Representacion esquematica del recubrimiento de MSNs con PEI para encapsular diferentes agentes
antirresortivos de gran volumen.

Tipos de agentes anabdlicos

Desde el punto de vista de los agentes anabolicos que se pretenden utilizar a lo largo del proyecto,
nos vamos a encontrar con el mismo problema que en el caso d elos antirresortivos, el gran tamafio
de los agentes que queremos transportar. En este sentido, realizaremos una aproximacion similar,
funcionalizando la superficie de las nanoparticulas con PEI capaz de encapsular los agentes
previamente mencionados (Figura 5).

3 Engineered Design of Mesoporous Silica Nanoparticles to Deliver Doxorubicin and Pgp siRNA to

Overcome Drug Resistance in a Cancer Cell Line. Huan Meng, Monty Liong, Tian Xia, Zongxi Li, Zhaoxia

Ji , Jeffrey |. Zink and Andre E. Nel. ACS Nano. 2010; 4(8): 4539-4550
Prof.Dr.Maria V.c|||e1."Reg.| . . Dpto. Quimica Inorgdnica y Bioinorgdnica
Grupo de Investigacion Biomateriales Inteligentes. Fac. Farmacia - UCM
GIBI-CIBER-BEN . Plaza Ramén y Cajal,s/n
http://www.ucm.es/valletregigroup 28040 Madrid - Spain
https://vimeo.com/190054397




Universidad
Complutense
" de Madrid

Polietilenimina
= g NH

N

i

4
:z"
=

Osteogenic siRNA (Gene silencing)
Targets: sclerotin, DKK1, Plekho1)

5 fPTHrP (107-111)
Efecto anabélico demostrado por P. Esbrit

PTHrP (1-34)
Teriparatide

Analogo PTHrP (1-34)
Abaloparatide

Figura 5. Diferentes agentes anabdlicos que se pretenden transportar en las MSNSs.

Comenzaremos la investigacién transportando Triparatide (el fragmento 1-34 de la PTH), ya que
es uno de los agentes anab6licos mas utilizados en la actualidad por via sistémica. De igual forma,
evaluaremos el Abaloparatide, que es un analogo del teriparatide, con los primeros 20
aminodcidos idénticos, pero con una ligera modificacion que hace que sea mucho mas potente, a
pesar de que todavia no estd aceptado por las respectivas agencias de medicamentos (FDA y
EMA). Otra posibilidad consiste en el uso del fragmento 107-111 de la PTHrP, cuyo efecto
anabdlico ha sido caracterizado recientemente por el Dr. Pedro Esbrit. Finalmente, también
pretendemos desarrollar terapias de silenciamiento génico* mediante el empleo de determinados
siRNA osteogénicos cuya diana son la sclerotin®, DKK1° o el Plekho1’.

Agentes de targeting

Un punto importante de este proyecto se basa en la capacidad de las nanoparticulas para
acumularse preferentemente en tejidos 6seos para poder aumentar la eficacia del tratamiento, es
decir, que nuestras nanoparticulas sean capaces de ir al hueso y liberar alli su carga, de forma que

4 Developing siRNA therapies to address osteoporosis. Yuwei Wang and David W Grainger. Ther Deliv.
2013; 4(10): 1239-1246.

5> Sclerostin Antibody Treatment Increases Bone Formation, Bone Mass, and Bone Strength in a Rat
Model of Postmenopausal Osteoporosis. JOURNAL OF BONE AND MINERAL RESEARCH Volume 24,
Number 4, 2009

6 Deletion of a Single Allele of the Dkk1 Gene Leads to an Increase in Bone Formation and Bone Mass.
JOURNAL OF BONE AND MINERAL RESEARCH Volume 21, Number 6, 2006

7 A delivery system targeting bone formation surfaces to facilitate RNAi-based anabolic therapy. Nature
Medicine, 18 (2), 2012, 307-315.
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los farmacos se liberen solo donde son necesarios, en lugar de estar distribuidos por todo el
cuerpo. En este sentido, pretendemos utilizar diferentes agentes de targeting que tengan gran
avidez por el calcio presente en el hueso o por diferentes zonas donde se presenta una mayor
resorcion o6sea (Figura 6).

__—+ Bisphosphonatos

. p (Gran avidez por Ca?* del hueso)
A k"

Tetracyclinas

(Gran avidez por Ca?* del hueso)
T

W

PEG '

o (Asp);
Gran avidez por superficiesde bone

\ resorption

(AspSerSer),
Gran avidez por oteoblast areas

Figura 6. Diferentes estrategias de targeting que se pretenden abordar a lo largo del proyecto

12.00 horas: Dr. José Luis Rodriguez Peralto
Servicio de Anatomia Patoldgica
Hospital Universitario 12 de Octubre
Prof. Pablo L Ortiz Romero
Servicio de Dermatologia
Hospital Universitario 12 de Octubre
Dra. Erica Riveiro
Servicio de Anatomia Patoldgica
Hospital Universitario 12 de Octubre
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Rocio Villegas- Alejandro Baeza- Rafael Castillo-Sergio
Gomez-Maria Vallet
Proyecto VERDI
Grupo de Investigacion Biomateriales Inteligentes GIBI-CIBER-
BBN
Dpto. Quimica Inorgdnica y Bioinorgdnica
Fac. Farmacia — UCM

Nanocapsulas de colagenasa para el tratamiento de enfermedades que
cursan con fibrosis

Nanoparticulas inteligentes para liberacion de farmacos por activacion
con luz

RESUMEN DE LA REUNION:

El objeto de la reunidn era definir los diferentes componentes del sistema que se va a emplear
en el proyecto intramural GOLIATH (CIBER, 2016). Hasta la fecha de reunidn se ha desarrollado
la construccion de la cubierta polimérica (poli-NIPAAM) sobre las particulas hibridas que
contienen nanorods de Au embebidos en silice mesoporosa de poros radiales, proporcionada
por el grupo de Luis Liz. Para completar los sistemas propuestos, empezaremos con las particulas
de AUNR@SiIO,@NIPAAM preparadas, que se van a funcionalizar con un agente de vectorizacidn
y se van a cargar con un citotéxico.

Agente de vectorizacion: Se han considerado dos elementos de vectorizacion especificos para
melanoma: la tirosinasa, la hormona estimulante de melanocito (a-MSH) o alguno de
sus péptidos truncados. De la MSH existe un péptido His-Phe-Arg-Trp que se usa para
imagen. Hay que evaluar las posibilidades de unién péptido-MSNs en base a la secuencia

peptidica (GIBI). EI RGD queda descartado.

Citotoxico: Debido a la baja toxicidad y facilidad de administracion de inhibidores de BRAF y
MEK (las lineas de melanoma a probar tienen mutado BRAF) se va optar por citotdxicos
clasicos, con elevada toxicidad. Queda por decidir gué citotéxico (CNIO+h120)

Ensayos celulares: Lineas de melanoma mutadas en BRAF, melanocito, queratinocito vy
fribroblasto estan disponibles en el grupo de Marisol. Hay que comprobar que
efectivamente las particulas con targeting internalizan preferentemente en linea de
melanoma y no en las células sanas. Provisidn y protocolo de cultivo de lineas celulares

sanas y cancerosas de interés (CNIO+h120).

Los ensayos de internalizacién celular 2D (micrografia, citometria) podemos hacerlos en
la infraestructura disponible en el GIBIl. Necesitaremos un lote grande de particulas

fluorescentes (CIC biomaGUNE) con targeting vy cubierta polimérica. (GIBI)

Determinacion de la concentracion dptima de trabajo.
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Optimizar las condiciones de irradiacidn para conseguir hipertermia a la concentracion
Optima de trabajo: modelo de liberacién de fluoréforo a la concentracion de trabajo sin

gue haya calentamiento macroscépico por encima de 422C. (GIBI) Se podria hacer en
ausencia de células usando medio de cultivo o PBS.

Una vez optimizadas la concentracién de trabajo y las condiciones de irradiacién, hay
gue comprobar el efecto combinado de irradiacion-citotéxico en modelos 2D con

melanoma (GIBI). Habria que ver también comportamiento frente a lineas sanas.

Modelo 3D: Modelo de piel sintética con melanoma, melanocito, queratinocito y fibroblasto.
Una vez completada la optimizacién 2D (CNIO+h120). Requerira de un lote de nanoparticulas
marcadas con fluoréforo para penetracidn y otro cargadas con el tdéxico para ver muerte
preferencial

13.30 horas: Dres. Jose A Lopez-Martin y Luis Paz-Ares
Early Clinical and Translational Research Unit
Sarcoma & Melanoma Programme
Servicio de Oncologia Medica
Hospital Universitario 12 de Octubre

Alejandro Baeza-Blanca Gonzalez-Victor Zafra-David Egea-
Maria Vallet

Proyecto VERDI

Grupo de Investigacion Biomateriales Inteligentes GIBI-CIBER-
BBN

Dpto. Quimica Inorgdnica y Bioinorgdnica

Fac. Farmacia — UCM

Nanosistemas Autoensamblados con Vectorizaciéon Encriptada (NAVE)
estimulo-respuesta para terapia antitumoral.

RESUMEN DE LA REUNION:

Reunién del 24 de Enero de 2017 con el Dr. Jose A Lopez-Martin sobre el proyecto
“Nanosistemas Autoensamblados con Vectorizacidn Encriptada (NAVE) estimulo-respuesta para
terapia antitumoral.” enmarcado dentro de la ERC Advanced Grant “Verdi” de la Prof. Maria
Vallet-Regi.

El objetivo de la presente tesis doctoral se centra en el desarrollo de nuevos sistemas
nanométricos capaces de inducir una muerte celular significativa en diversos tumores sélidos
alcanzando zonas profundas del mismo. La mayoria de las nanomedicinas selectivas que existen
actualmente en el mercado o en desarrollo, presentan como seria limitacion su escasa
penetracion en tumores sdlidos. Esto se debe fundamentalmente a la existencia de una presion
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intersticial que impide la difusién hacia el interior de los mismos, asi como a la fuerte retencion
de los nanotransportadores en la primera o segunda linea tumoral del tejido afectado. Por lo
tanto, abordar el desarrollo de nuevas estrategias capaces de solventar ambos problemas
presenta un enorme interés para el progreso de la nanomedicina aplicada al tratamiento de
tumores sélidos.

Estos nanosistemas estardn compuestos por agregados autoensamblados de tamafio
controlado (siempre inferior a 300 nm). Estos sistemas pueden estar formados por
nanoparticulas mesoporosas de silice cargadas con farmacos citotdxicos y/o nanocapsulas
poliméricas que contienen en su interior macromoléculas terapéuticas (bien sean
oligonucledtidos, proteinas o enzimas) segln la necesidad clinica que se prenda resolver. Se
disefardn estos dispositivos para que sean capaces de circular por el torrente sanguineo sin
interaccionar con el sistema fagocitico nuclear (SFN) hasta que alcance el tejido tumoral, como
consecuencia del efecto de permeabilidad y retencién aumentado (EPR) caracteristico de
muchos tumores sélidos. Una vez en el tejido diana, la presencia de determinados factores
intrinsecos a la patologia a tratar (valores acidos de pH, presencia de determinadas enzimas,
etc.) conducird al desensamblaje de las nanoparticulas que componen el agregado al mismo
tiempo que se activan elementos de vectorizacion (targeting) encriptados capaces de reconocer
las células enfermas.

Con objeto de focalizar mejor el proyecto, seria conveniente consensuar los siguientes aspectos:

1. Linea Tumoral: Tipo de linea tumoral sobre la que se va a estudiar la eficacia de la terapia.
Segun la linea que se escoja, hay que definir el agente de vectorizacion mas adecuado para ella,
con el fin de sintetizarlo en el laboratorio insertado en el interior del agente de
entrecruzamiento. Con el fin de simplificar esta etapa, se ha pensado en utilizar oligopéptidos
capaces de unirse a receptores celulares sobreexpresados en las células tumorales (RGD, NGR,
etc.) o cadenas sencillas de DNA (aptameros) como agentes de vectorizacién, ya que podemos
sintetizarlos en el laboratorio con relativa rapidez.

Prof.Dr.Maria v_"‘”eT,Reg.' . . Dpto. Quimica Inorgdnica y Bioinorgdnica
Grupo de Investigacion Biomateriales Inteligentes. Fac. Farmacia - UCM

GIBI-CIBER-BBN ) Plaza Ramén y Cajal,s/n
http://www.ucm.es/valletregigroup 28040 Madrid - Spain
https://vimeo.com/190054397




nanosystem for
bore DI'AG‘,QS .

2) Naturaleza de los agentes transportados: tanto dentro de la nanoparticula de silice como en
el interior de la nanocapsula polimérica. Como idea inicial se plantea introducir un agente
quimioterapéutico convencional en el interior de la silice (doxorrubicina, oxalilplatino, etc.) y
una macromolécula inductora de apoptosis en la capsula polimérica (citocromo c, caspasa-3,
etc.) pero estamos abiertos a cualquier sugerencia desde el punto de vista clinico, proteinas
inmunoestimuladoras, oligonucledtidos, RNA silenciacion, etc....

3) Estimulo disparador del proceso de desensamblaje del sistema y activacion del targeting.
Segun el tipo de tumor que escojamos como modelo, nos seria Util conocer si presenta alguna
sobreexpresion de enzimas (catepsinas, proteasas, lipasas,...), valores bajos de pH (tipico de
muchos tumores sélidos), o si nos los tiene, se podria pensar en estimulos externos (luz, campo
magnético, ultrasonidos,...).

Una vez que fijemos estos tres puntos, ya podremos empezar con la optimizacidon del
ensamblado para el modelo tumoral que vosotros nos propongais.

Nanosistemas hibridos multifuncionales para terapia antitumoral

RESUMEN DE LA REUNION: El objetivo principal de la tesis doctoral es el desarrollo de

nanosistemas biocompatibles con aplicacidn en terapias contra el cancer, mediante la liberacién
controlada de los agentes citotdxicos en tumores sélidos y/o en el interior de las células
tumorales. El nanosistema estard basado en nanoparticulas de silice mesoporosa que poseen un
tamafio de alrededor de 200 nandmetros de didmetro y poros o canales cilindricos de 3 nm. El
nanosistema se dotard en el exterior de polimeros hidrofilicos para aumentar el tiempo de
circulacion en el torrente sanguineo hasta alcanzar el tejido tumoral, asi como de ligandos de
reconocimiento para determinados tipos celulares que hagan posible una internalizacién
selectiva en células tumorales.

Utilizando este sistema base, en la presente Tesis se desarrollard un sistema nucleo@corteza
gue consiste en un nucleo de fosfato de calcio y silice mesoporosa alrededor, nucleo con el cual
se dotard al nanosistema de propiedades de escape endosomal.

Caz+

endosoma PO,*>
—_—

pH=7.4 pH=5.5
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Se abordardn estrategias basadas en la terapia combinada dirigida principalmente a vencer
resistencia en el tratamiento del cancer:

- Liberacién secuencial o simultanea de siRNA para silenciacidon de proteinas responsables de
defensa celular (P-glicoproteina (Pgp) y proteina Bcl-2) y medicamentos anticancerigenos
(doxorubicina, cis-platino, camptotecina, etc.), consiguiendo un aumento de la eficacia de la
quimioterapia.

- Liberacidn secuencial o simultdnea de dos especies con efecto anticancerigeno, una de ellas
cargada en los poros de las nanoparticulas y la otra en la fase de fosfato de calcio que actuara
como reservorio de la especie que se liberard sélo como respuesta a una disminucién de pH. Se
busca un efecto sinérgico en combinacién con otro agente antitumoral.

- Disefio de un nanosistema activo para terapia fotodinamica, en la que se utiliza radiacién en el
infrarrojo cercano para generar especies reactivas de oxigeno, y combinacion con farmaco
anticancerigeno cargado en el nanosistema.

Con objeto de completar el disefio del nanosistema y proceder a su preparacion es conveniente
consensuar los siguientes aspectos:

1) Linea celular tumoral que se utilizard para los ensayos in vitro. Este punto es necesario
para establecer que receptores estan sobreexpresados en la membrana celular y decidir
el elemento de targeting mas adecuado para funcionalizar el nanosistema.

2) Combinaciones de los agentes terapéuticos que puede transportar el nanosistema al
interior de la célula. Si existe algin farmaco de interés actual para incluir en el estudio
y qué combinaciones de siRNA/farmaco con efecto sinérgico ademas de las propuestas
serian mas efectivas. Asimismo, combinaciones de agentes antitumorales que necesiten
una liberacion simultanea o secuencial para obtener sinergia.

3) Sise puede disefiar alglin abordaje para solventar la inhibicién del sistema inmune que
produce el tumor. Por ejemplo, si la inhibicion de las células inmunoldgicas se produce
debida a mensajeros quimicos producidos por el tumor, si seria posible transportar un
siRNA que silencie la produccion de dichos mensajeros quimicos.
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