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Resumen

El glioblastoma en el tumor cerebral mas agresivo con una media de sobrevida de
14 meses. El Unico tratamiento aprobado por la FDA para la liberacién tépica de la
carmustina es el Gliadel. Sin embargo; su uso ha sido asociado con efectos
adversos severos, principalmente provocados por un efecto de masa. Las esponjas
de carbono dopadas con nitrégeno (N-CNSs) son un nuevo tipo de nanomaterial
gue exhiben alta biocompatibilidad, y son capaces de cargar grandes cantidades de
drogas hidrofobicas, reduciendo la cantidad del acarreador. Este estudio evalud el
uso de N-CNSs como un potencial acarreador de carmustina utilizando lineas
celulares de glioma maligno. Las N-CNSs fueron caracterizadas por un analisis de
rastreo de nanoparticulas y microscopia electronica de transmision. La
biocompatibilidad de las N-CNSs fue determinada en células de glioma y astrocitos
primarios. Posteriormente, las N-CNSs fueron cargadas con carmustina (relacion
1:10 peso/peso) y se determinaron la eficiencia de la droga y de liberacién, asi como
la induccion de citotoxicidad. Las N-CNSs presentaron una distribucion de tamafo
homogénea formada por nanotubos, sin inducir citotoxicidad a concentraciones por
debajo de los 40 pug/mL. Las N-CNSs cargadas con carmustina exhibieron una
cinética de liberacion de carmustina continua con una liberacidbn maxima a las 72 h.
El efecto citotoxico de las N-CNSs cargadas con carmustina fue similar al de la
carmustina sola. Los resultados demostraron que las N-CNSs son nanoestructuras
biocompatibles que podrian ser usadas como acarreadores para el transporte de

grandes cantidades de agentes quimioterapéuticos.



Abstract

Glioblastoma is the most aggressive brain tumor with a low median survival of 14
months. The only Food and Drug Administration (FDA)-approved treatment for
topical delivery of the cancer drug carmustine is Gliadel. However, its use has been
associated with several side-effects, mainly induced by a mass effect. Nitrogen-
doped carbon nanotube sponges (N-CNSs) are a new type of nanomaterial
exhibiting high biocompatibility, and they are able to load large amounts of
hydrophobic drugs, reducing the amount of carriers. This study evaluated the use of
N-CNSs as potential carmustine carriers using malignant glioma cell lines. N-CNSs
were characterized by nanoparticle tracking analysis and transmission electron
microscopy. The biocompatibility of N-CNSs was determined in glioma cell lines and
in primary astrocytes. Afterwards, N-CNSs were loaded with carmustine (1:10 w/w),
and there were determined the drug and liberation efficiency, as well as cytotoxicity
induction. N-CNSs presented a homogeneous size distribution formed by round
nanotubes, without induced cytotoxicity, at concentrations below 40 pg/mL. The N-
CNSs loaded with carmustine showed a continuous kinetic release of carmustine
with a maximum release after 72 h. The cytotoxic effect of N-CNSs loaded with
carmustine was similar to that of carmustine alone. The results demonstrated that
N-CNSs are a biocompatible nanostructure that could be used as carriers for the

tumoral load of large amounts of chemotherapeutic agents.
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1. Introduccién
Los tumores malignos del sistema nervioso central (SNC) son un grupo de
neoplasias heterogéneas que se generan en cerebro y/o médula espinal;
actualmente, comprenden del 15 al 20 % de todas las neoplasias en infancia y
adolescencial. Su incidencia a nivel mundial es de 23 por cada 100,000 habitantes,
siendo la primera causa de muerte por cancer en nifios y la segunda causa de
muerte por cancer en adultos jovenes % 3. La etiologia de los tumores cerebrales
aun no esta completamente dilucidada; hasta la fecha, la radiacion ionizante es el
unico factor de riesgo que esta completamente probado como causante de tumores
del SNC 4 sin embargo, existen otros factores de riesgo asociados a su aparicion
como lo son el abuso del alcohol, exposicion a solventes o pesticidas, exposicion a
campos electromagnéticos entre otros > 6. Los sintomas dependen del grado de
crecimiento y ubicacion del tumor pero, de manera general, se presentan como
dolores de cabeza, mareos, vision borrosa, problemas de equilibrio, cambios en la
personalidad e incluso convulsiones 2. Hasta la fecha el prondstico para pacientes
con esta clase de tumores es muy desfavorable; solo el 35.8 % de los pacientes
diagnosticados tienen una sobrevida mayor a 5 afos; lo que ocasiona 79,000

muertes al afio, solo en Estados Unidos “.

De todos los posibles tumores que pueden aparecer en el cerebro o médula espinal,
los astrocitomas, son los tumores mas frecuentes, agresivos y los de mayor

mortalidad en todo el SNC.



Antecedentes

2.1 Astrocitomas

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los astrocitomas basandose

en el sistema de St. Anne-Mayo para diagnéstico histolégico 8. Actualmente, se

definen 4 categorias de astrocitomas de acuerdo con sus alteraciones histolégicas,

como el grado de diferenciacion, presencia de necrosis, pleomorfismo y atipia

nuclear, presencia de cuerpos mitéticos y proliferacién vascular (Tabla 1).

Grado |. Astrocitoma pilocitico: tumor considerado benigno, de lento
crecimiento y que usualmente es asociado a una mayor sobrevida debido a
gue tiene un bajo potencial para convertirse a un tumor de mayor malignidad.
Grado Il. Astrocitoma difuso: Tumor que presenta una hipercelularidad
incrementada en comparacion al grado |, aunque sin evidencia de mitosis,
necrosis o vascularizacion. Estos tumores se caracterizan por tener un borde
difuso, aunque sigue presentando un lento crecimiento; sin embargo, este
estadio es capaz de convertirse a tumores de mayor malignidad.

Grado lll. Astrocitoma Anaplasico: tumor infiltrante con un porcentaje alto de
hipercelularidad y mayor numero de mitosis, aunque sin proliferacion
vascular o necrosis. Tiene una alta tasa de recurrencia.

Grado IV. Glioblastoma Multiforme (GBM): Tumor con alto grado de
hipercelularidad y alto porcentaje de mitosis. Existe alta presencia de
proliferacion vascular y necrosis. Ademas, de los cuatro tipos de

astrocitomas, el GBM, es el tumor mas frecuente y agresivo del SNC.



Clasificacion de astrocitomas por la OMS

Sobrevida
Nombre Histologia Caracteristicas
(Afos)
Glioma considerado benigno.
Usualmente asociado a una
Grado |. mayor sobrevida. Presencia de
Astrocitoma atipia y pleomorfismo nuclear
. >10
pilocitico (flecha azul). Bajo grado de
hipercelularidad.
Incremento leve a moderado de
la celularidad (flecha negra),
Grado Il. Pleomorfismo y atipia nuclear
Astrocitoma variable. Aspecto fibrilar por 10
Difuso prolongaciones astrociticas
(flecha amarilla)
Pérdida de la arquitectura normal
del tejido nervioso. Presencia de
Grado IIl. e .
) cuerpos mitdticos (flecha roja),
Astrocitoma . . L 5
L aunque sin proliferacién vascular
Anaplasico .
o necrosis. El tumor una alta tasa
de recurrencia.
Necrosis con patron serpiginoso
Qrado V. (flecha negra). Células en seudo-
GI|obI.astoma empalizado (Flecha roja). Neo- 1
Multiforme

angiogénesis (flecha roja).

2.2 Glioblastoma Multiforme

Imagenes tomadas de Hayat M.A., Tumors of the Central Nervous System, Volume
8, Springer, 2012. Imagenes obtenidas de la pagina http://www.webpathology.com/,
consultada el 14 de mayo de 2021.

El GBM es un tumor que se caracteriza principalmente por adquirir formas
aberrantes, atipia nuclear, pleomorfismo celular, necrosis y angiogénesis °. El| GBM

es mas comun en poblacién caucasica en relacién con otras razas °, ocurre mas
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frecuentemente en hombres que en mujeres ° y su incidencia aumenta con la edad,
siendo los 64 afios la edad promedio de diagnéstico 1. Las manifestaciones clinicas
son dependientes de la zona de aparicién y el tamafio del tumor; estas pueden
incluir déficits focales neuroldgicos, estatus mental alterado, convulsiones, debilidad
persistente en miembros inferiores y superiores, pérdida de visiéon, pérdida del

lenguaje, cambios en la personalidad y dolores de cabeza *2.

Entre 2013 y 2017, el Registro de Tumores del SNC de los Estados Unidos
(CBTRUS) reporto que el GBM representaba el 48.6 % de todos los astrocitomas,
convirtiéndose en la neoplasia maligna mas comudn del SNC 11, En el Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez, representa el 55.5

% de astrocitomas tratados en este instituto 13.

De acuerdo con el curso clinico y su expresion genética, los GBM son
subclasificados en primarios (cuando aparecen de novo) y secundarios (progresion
maligna de un astrocitoma de bajo grado hasta uno alto grado) 4. Aunque ambos
tipos tienen una naturaleza heterogénea, los GBM primarios se caracterizan
principalmente por la amplificacion / sobreexpresion del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) y mutacion de gen homodlogo de la fosfatasa y
tensina (PTEN) y pérdida del cromosoma 10. Los GBM secundarios, pueden
desarrollarse a través de la transformacién de un astrocitoma de un grado inferior
y son producto de la acumulacién de diversas mutaciones que incluye alteraciones
en el gen p53, PTEN, en el inhibidor de la cinasa dependiente de la ciclina 2/p16/pl14
(CDK2A/pl16/p14), cinasa dependiente de ciclina 4 (CDK4), proteina del
retinoblastoma (RB) y en protooncogenes como EGFR, factor de crecimiento
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derivado de plaquetas (PDGFR) *°, subunidad catalitica alfa fosfatidilinositol-4,5-

bifosfato 3-quinasa (PIK3CA) y el oncogen Kras (KRAS) 6.

2.3 Tratamiento y nuevos abordajes terapéuticos
A partir de la primera descripcion hecha por Rudolf Virchow en 1865 17, la forma de
tratar el GBM ha ido cambiando y actualizdndose, en un intento de aumentar la
sobrevida de los pacientes & '° (Figura 1). El tratamiento requiere un abordaje
multidisciplinario que incluye cirugia, maxima reseccion posible, seguida de
radioterapia y quimioterapia adyuvante 8. Siendo el uso de agentes
quimioterapéuticos una de las piedras angulares de este tratamiento multimodal 2°,
la FDA ha aprobado diversos farmacos para su uso contra GBM, entre los que se

encuentran:

* Cisplatino (MF-Cl>2HeN2Pt;): también llamado cis-diaminedicloroplatino (1), es un
compuesto de coordinaciéon metalico y se ha utilizado contra carcinomas, tumores
de células germinales, linfomas y sarcomas 2. Su mecanismo de accién consiste
en la union de bases puricas causando dafio al DNA, ya que interfiere con los
mecanismos de reparacion, lo que finalmente induce apoptosis ?2. Sin embargo, el
cisplatino se une aproximadamente en un 90 % a las proteinas, lo que provoca que
solo un pequefio porcentaje del farmaco llegue al sitio del tumor 23, Debido a los
efectos secundarios que incluyen neurotoxicidad y nefrotoxicidad, este farmaco dejo
de ser considerado como el quimioterapéutico de primera eleccion para el

tratamiento de GBM.

 Carboplatino: Farmaco a base de platino que se utiliza para neoplasias sélidas. El

mecanismo del carboplatino es similar al del cisplatino, que se une covalentemente
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al ADN para formar aductos de platino. Los efectos adversos por el uso de este

quimioterapéutico incluyen nauseas, vomito, mielosupresion y trombocitopenia.

* Temozolamida (TMZ): Agente alquilante que es administrado por via oral,
previniendo la proliferaciéon de células tumorales 2*. Stupp y colaboradores
demostraron la eficacia y toxicidad de la TMZ, convirtiéndose en el régimen estandar
en la quimioterapia contra neoplasias del SNC 2. Desde 2006, su uso ha sido
aprobado para el tratamiento estandar del GBM junto con radioterapia y cirugia.
Aunque se demostrd que la TMZ es eficaz para aumentar la supervivencia de los
pacientes, la toxicidad de la TMZ tiene el potencial de afectar negativamente la

calidad de vida del paciente.

» Carmustina (1,3-bis-(2-cloroetil)-1-nitrosourea o BICNU), es un agente alquilante
de la familia de las nitrosoureas que se utiliza para el tratamiento de tumores
malignos. Este farmaco actla principalmente alquilando el ADN y ARN 25,un
farmaco altamente lipofilico, altamente soluble en soluciones como Dimetil Sulfoxido
(DMSO) o etanol, (hasta 150 mg/mL en etanol 50 %) 27; ademas, gracias a su
naturaleza altamente lipofilica, puede ingresar en altas concentraciones al SNC.
Cuando fue aprobado por la FDA en 1977, el uso de BICNU en pacientes con GBM
aumento la sobrevida 3 meses en comparacion al régimen terapéutico previamente
utilizado 28; sin embargo, la administracion sistémica de BiCNU provocé efectos
adversos que iban desde fiebre, mareos, hemorragias, fatiga extrema, eritema
facial, anemia, disminucioén de la presion arterial hasta toxicidad pulmonar 26. Debido
a estos efectos adversos provocados por su administracion sistémica, se disefio un

polimero cargado con carmustina, conocido como Gliadel para la administracion
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local del quimioterapéutico . Los estudios en animales han demostrado que la
administracion local ofrece hasta 1000 veces mas farmaco en el sitio del tumor que
a través de la administracién intravenosa 2°. A pesar de que el Gliadel representa
una forma farmacéutica efectiva para evitar los efectos adversos producidos por la
administracioén sistémica de la carmustina, el polimero empleado para el transporte
y liberacion del farmaco no tiene gran capacidad de carga, lo que causa efectos

secundarios adversos derivados del efecto de masa que produce de manera local.

La OMS

Rudolf Virchow desarrolla el LaFDA

hace la primera So autorizaol sistema de apruebael
descripcién uso de clasificacion uso de

histolégica del imi i i para Temozolamid

- para GBM astrocitomas. apara GBM

1865 1960 1993 2005
Futuros
tratamientos
1926 19170 ZDlOS 2008

Se apruebael
uso de
Bevacizumab
parael
tratamiento
de GBM.

Harvey Se combinael La FDA
Cushing realiza uso de aprueba el uso
la primera quimioterapia de Gliadel
clasificacion y radioterapia para Estados

histologica de I Unidos
los

astrocitomas

Figura 1. Evolucion histérica de la descripcion y tratamientos usados para el GBM.

2.4 Nuevos enfoques terapéuticos

Debido a la falta de respuesta al tratamiento por parte del GBM, se han evaluado
nuevas alternativas terapéuticas para este tipo de neoplasias. Como se menciono
anteriormente, en los Ultimos afios, se propuso la liberacidn in situ de
guimioterapéuticos en el lecho tumoral. En el afio 2011, la FDA aprobd el uso del
Gliadel para el tratamiento de Glioblastoma. El Gliadel es un polimero biodegradable
compuesto por polifeprosan mas acido sebaico *°. Cada oblea tiene un peso de 192
mg Yy solo el 3.85 % de ese peso corresponde a Carmustina . Este implante es

colocado en el lecho quirdrgico después de la reseccion tumoral, liberando el
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quimioterapéutico cuando el polimero va degradandose en el medio acuoso.
Después de 4 a 6 semanas el polimero se degrada completamente 3. El uso de
Gliadel ha demostrado tener un impacto positivo en la sobrevida media de los
pacientes; en 2011, Chaichana y colaboradores demostraron que los pacientes
tratados con el tratamiento estandar méas Gliadel tuvieron un aumento en la
sobrevida media de 3 meses en comparacion con los pacientes que solo recibieron
el tratamiento estandar 2. Sin embargo, estudios posteriores también demostraron
gue el uso de Gliadel estaba relacionado con la aparicion de efectos adversos que
disminuyen la calidad de vida de los pacientes. En el afio de 2017, Garside y
colaboradores reportaron que el 50 % de los pacientes que recibieron Gliadel
mostraron la aparicion de edema, aumento en la presion intracraneal y
convulsiones; ademas de pérdida de movimientos de miembros inferiores y
superiores 3. Estos efectos adversos fueron producto de la presion constante que
el polimero ejerce en zonas adyacentes a la reseccion tumoral, generando un
aumento de la presion intracraneal y efecto de masa. Si bien, el 80% de los
pacientes dejaron de padecer estos efectos cuando se degrado el polimero, en el
20 % de ellos, los efectos fueron cronicos debido al dafio permanente del tejido
circundante 33, Por esta razén, es necesario encontrar un nuevo material que
funcione como vehiculo de liberacion de agentes quimioterapéuticos para que se
puedan liberar de manera eficaz, sin producir los efectos adversos previamente

mencionados.
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2.5 Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono (NTC) son hojas de grafeno enrolladas de una manera
cilindrica, sintetizados en el afio de 1991 por Sumio lijima, quien describié este
material como “estructuras tubulares compuestas de carbono en forma de aguja que
se encuentran en el rango de los nandémetros” 3. Estructuralmente, los NTC
consisten en una red carbono-carbono con hibridacion sp?, en la cual cada atomo
de carbono se encuentra covalentemente unido entre si %. Hoy en dia, los NTC han
sido ampliamente utilizados en diferentes campos como biotecnologia,
biorremediacion 3¢ y particularmente en el campo de la biomedicina, donde han sido

usados como transportadores de multiples agentes quimioterapéuticos 3'.

Ademas de esto, después de ser sintetizados, los NTC pasan por un proceso
conocido como funcionalizacion, que es la adicion de grupos funcionales como -NH>
0 -NH3s a la superficie de los CNTs por medio de bafios de &cido nitrico o acido
sulfarico 38 3°, Este proceso aumenta su biocompatibilidad, lo cual les permite
transitar libremente a través de la circulacidon sanguinea y atravesar diferentes
barreras fisiologicas, como la barrera hemato-encefalica (BHE), ocasionando dafios

minimos al tejido sano 4042,

Otro aspecto para considerar en el uso de NTC como trasportadores de farmacos,
es la capacidad de internalizacion celular, ya que esta puede determinar la
especificidad o el efecto que los NTC pueden ejercer sobre las células 3. Diversas
investigaciones han demostrado que los mecanismos de internalizacién celular
estan directamente relacionados con el tamafio y tipo de molécula que se esta

transportando; mientras que NTC > 400 nm con proteinas ligadas a su superficie
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son internalizadas por endocitosis, nanotubos menores a 400 nm de longitud son
endocitadas por las células mediante un proceso de difusién 4+ 4°; el uso de
nanoestructuras en este rangos de tamafio aumentarian la internalizacion celular,
lo cual incrementaria la cantidad de farmacoliberado directamente a tumores

sélidos 46,

Debido a estas razones, se ha propuesto el uso de nanoestructuras de carbono para
el acarreamiento de quimioterapéuticos al sitio tumoral. En este sentido, gracias a
sus caracteristicas fisicoquimicas, las esponjas de nanotubos de carbono dopadas
con nitrogeno (N-CNSs, por sus siglas en inglés) han demostrado tener potencial
para actuar como tal. Las N-CNSs son estructuras compuestas de nanotubos de
carbono de pared mdultiple (MWCNT) dopados con nitrdgeno que tienen
caracteristicas superhidrofébicas, lipofilicas y de gran capacidad de carga, siendo
capaces de cargar hasta 100 veces su peso *#'. Debido a estas caracteristicas, las
N-CNSs pueden servir para ser cargados con quimioterapéuticos y ser liberadas en
el lecho tumoral, lo cual evitaria la toxicidad sistémica del quimioterapéutico e
induciria toxicidad sobre células tumorales directamente. Estas nanoestructuras
pueden ser usadas principalmente contra tumores solidos en los cuales los efectos
adversos ocasionados por el agente quimioterapéutico reducen significativamente
la calidad de vida de los pacientes 4851, Ademas, diversos estudios han demostrado
la biocompatibilidad de estas estructuras de carbono; en 2004, Correa y
colaboradores probaron que los nanotubos de carbono tipo esponja permitian una
mayor proliferacion de fibroblastos cuando eran colocados como andamiaje para

crecimiento celular 2. Actualmente, debido a esta alta biocompatibilidad, también
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se han utilizado como estructuras de andamiaje para la regeneracién nerviosa 3y

el crecimiento de tejido 6seo .

Debido a las razones mencionadas previamente, en este trabajo evaluamos los N-
CNSs, previamente sintetizados [8], como un posible acarreador de BICNU. La
morfologia, el tamafio, perfil de liberacion y la toxicidad inducida por las N-CNSs y
por las N-CNSs cargadas con BiCNU se caracterizaron en diversas lineas celulares
de glioma maligno y en un cultivo celular primario de astrocitos, al ser los astrocitos

la contraparte sana de las células mutadas de GBM.

2. Justificacion
El tratamiento estandar actual para el GBM es solo paliativo. Si bien el uso de
Gliadel aumenta la sobrevida hasta 3 meses comparado con el tratamiento de
primera eleccion actual, los efectos adversos inducidos por el transportador del
farmaco disminuyen la calidad de vida de los pacientes. Por lo tanto, es necesario
encontrar nuevos vehiculos con gran capacidad de carga para la liberacion de
carmustina in situ que generen menos afectos adversos que los utilizados

actualmente.

3. Hipotesis
Si las esponjas de carbono tienen una alta capacidad de carga de farmaco y son
biocompatibles, entonces cargaran grandes cantidades de carmustina, la cual sera

liberada paulatinamente e inducira citotoxicidad en células tumorales de GMB.
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4. Objetivo general
Determinar el efecto de las esponjas de carbono cargadas con carmustina sobre

células tumorales en un modelo in vitro de GBM.

5. Objetivos particulares

e Caracterizar la forma, tamafio y estructura de las N-CNSs.

e Determinar el efecto de las N-CNSs sobre la viabilidad celular en las lineas
de GBM humano U87, las lineas de glioma maligno de rata C6 y RG2 y sobre
Su contraparte sana, los astrocitos.

e Determinar el perfil de liberacion de BICNU de las N-CNSs en medio de
cultivo celular y liquido cefalorraquideo artificial.

e Determinar el efecto de la carmustina liberada por las N-CNSs sobre la linea

celular de glioma maligno RG2

6. Materiales y métodos

6.1 Materiales
El medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) se obtuvo de GIBCO
Invitrogen. El medio DMEM se adiciond con penicilina, estreptomicina y Suero Fetal
Bovino (SFB) (GIBCO). El bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) y carmustina (bis-cloroetilnitrosourea, BIiCNU) fueron adquiridos de Sigma
Aldrich. La carmustina utilizada en los ensayos se disolvio en etanol 100 % (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EE. UU.). Los MWCNT que forman a las N-CNSs se
fabricaron mediante la pirélisis de una solucion de ferroceno (Fe(CsHs)2) vy

bencilamina (CsHsCH2NH>) mediante la técnica de depdsito quimico de vapor
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asistido por aerosol (ACVD) utilizando dos diferentes rociadores (instrumentacion

RBI), como ha sido reportado en trabajos previos #’.

6.2 Métodos

6.2.1 Caracterizacion de esponjas de nanotubos de carbono dopadas con nitrégeno
mediante andlisis de rastreo de nanoparticulas (NTA)

La distribucion de tamafio de los N-CNSs se determin6 mediante el instrumento
Malvern Zetasizer NS300 (NanoSight, Amesbury, Reino Unido), equipo que es
capaz de medir tanto la dispersién de luz como el movimiento browniano de
nanoparticulas para obtener su distribucion de tamafio en una suspension liquida.
Se realizaron 5 diferentes concentraciones de N-CNSs (10, 50, 100, 250 y 500
pg/mL) en buffer fosfato salino (PBS) para llegar a un valor ideal de 20-100
particulas por cuadro, utilizando finalmente la concentracion de 10 pg/mL.
Posteriormente, 100 uL de la muestra de N-CNSs se colocaron en el equipo, que
cuenta con un laser azul (488 nm) y semiconductor complementario de Oxido
metalico (CMOS), lo cual permiti6 un analisis automatico de la distribucion de
tamafo de todas las nanoparticulas que se encuentran en un rango de tamafo de
10 a 2000 nm de diametro. Las muestras se midieron por quintuplicado durante 10
seg de acuerdo con las especificaciones del equipo (temperatura: 21.2-21.4°C y un
rango de 0.968-0.971 unidades de viscosidad [centipois] en agua). El software

utilizado para la captura y analisis de datos fue NTA 3.2 Dev Build 3.2.16.
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6.2.2 Caracterizacion de esponjas de nanotubos de carbono dopadas con nitrégeno

mediante microscopia electronica de transmision (TEM).

La morfologia de los N-CNSs fue observada utilizando microscopia electrénica de
transmision (TEM) (FEI Tecnai G220 S-Twin, Hilsboro, OR, USA). Una gota de la
suspensiéon de N-CNSs fue depositada en una rejilla de carbono revestida de cobre
cargada con 5 pL de agua Milli -Q, las cuales se secaron para mejorar el contraste
con 1.5 % de uranil acetato. Las imagenes se adquirieron usando una camara 4K
Gatan OneView montada a un microscopio electrénico de transmision Jem-2100
Plus (Jeol, Tokio, Japon) operando a 200 kV. Las muestras fueron analizadas con

el software ImageJ (NIH).

6.3 Evaluacion de la internalizacion celular de esponjas de nanotubos de carbono
dopadas con nitrogeno.

Para estimar la internalizacion de N-CNSs, se sembraron 1x10°de células C6, RG2
y U87 de glioma y astrocitos en placas de 24 pozos que fueron mantenidas con
medio DMEM suplementado con SFB. 24 h después, las células se trataron con
diferentes concentraciones de N-CNSs (1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25,50 y 100 pg/mL)
durante 48 h. Después del tiempo de tratamiento, las células se colectaron utilizando
100 pL de tripsina-EDTA vy, se lavaron con 1 mL de PBS y fueron centrifugadas a
425xg para retirar los restos de medio DMEM o tripsina-EDTA. Al final, las células
se resuspendieron en 350 UL de PBS para realizar el analisis de citometria de flujo,
donde se adquirieron 10,000 eventos totales usando el software CELLQUEST Pro.
Posteriormente se utilizé el software Flow Jo V.10 para analizar los datos obtenidos

del canal SSC (Side scatter channel) que refleja la dispersion lateral de la luz,
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estimando la granularidad celular; asi, se compar6 la media de granularidad de cada
muestra en relacion con las células no tratadas. Los resultados se representaron
como media + Desviacion estandar (DE) de tres experimentos diferentes por
triplicado.

6.4 Carga y liberacion de carmustina en esponjas de nanotubos de carbono
dopadas con nitrogeno.

6.4.1 Carga de las N-CNSs mediante sonicacion y agitacién constante

Para conseguir la carga més eficiente de las N-CNSs con BiCNU, se utilizaron varios
métodos previamente descritos en la literatura >>°’. El primer método consistié en
sonicar 10 pg de N-CNSs durante 30 min con 230 puM de BICNU disueltos en
dimetilsulféxido (DMSO, CH3SOCHz3), solvente organico incoloro que funciona como
disolvente para BICNU. Esta solucion se mantuvo en agitacion constante durante
24 h. Al final, las N-CNSs se centrifugaron a 11000xg (Figura 2) y se retir0 el
sobrenadante que no fue absorbido por las nanoesponjas. Debido a la cantidad del
farmaco y N-CNSs disponibles, los estudios de liberacion del farmaco se realizaron
a pequeiia escala con un volumen maximo de 100 pL. Las N-CNSs cargadas con

BICNU permanecieron a -20°C para estudios posteriores de liberacion.
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10 pg de N-CNSs + 230 uM Sonicacion 30 minutos 24 h a 37 °C en agitacién
de BICNU disueltos en constante
DMSO.

i B Cuantificacion por
Centrifugacion a 14,000 espectrofotometria UV.
RPM por 5 minutos

Figura 2. Imagen representativa de la carga de las N-CNSs por el método de
sonicacion.

6.4.1.1 Eficiencia de liberacion de carmustina de las N-CNSs cargadas por el
meétodo de sonicacion y agitacion constante.

Para el estudio de liberacion del farmaco en medio DMEM, 10 pug de N-CNSs
cargadas con BiCNU se colocaron en 100 pL de medio DMEM en tubos Eppendorf
de 1.5 mL con porcentajes ascendentes de DMSO (del 1 al 10%), para observar si
una mayor cantidad del disolvente en el medio modificaria la liberacion de BICNU
de las N-CNSs. La cinética de liberacién se realiz6 a una temperatura de 37°C y un
pH de 7.4. Previo a la toma de cada muestra, los tubos Eppendorf se centrifugaron
a 14,000xg durante 5 min para evitar sustraer N-CNSs. Se tomaron muestras de 10
pL a los tiempos 0, 0.25, 0.5, 1, 3, 5, 8, 12, 24, 48 y 72 h, devolviendo siempre el
mismo volumen de medio tomado en el muestreo para asegurar un volumen
constante durante toda la cinética de liberacion. Para evaluar la concentracion de

BiCNU liberada al medio, primero se realizO6 una curva estandar con
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concentraciones conocidas del farmaco (0-260 puM) que fueron leidas es un
espectrofotometro UV-Vis (Nanodrop, Thermoscientific), a una longitud de onda de
260 nm; posteriormente se analizaron las muestras comparando las absorbancias
obtenidas contra la curva estandar de BICNU, realizando 3 experimentos
individuales por triplicado. Finalmente, se determiné la constante de liberacion del

farmaco.

6.4.2 Carga de las N-CNSs con el método de evaporacién del disolvente.

La evaporacion de solvente es uno de los métodos mas utilizados para preparar
sistemas poliméricos cargados con farmacos para formulaciones farmacéuticas %%
5 Para la carga de BiCNU,10 pg de N-CNSs se agitaron de manera constante con
BiCNU en relacion 1:10 peso/peso (230 uM disueltos previamente en etanol
absoluto) por 24 h a temperatura ambiente. A continuacion, se evaporo el disolvente
de las N-CNSs cargadas con el farmaco manteniéndolas a temperatura ambiente
en una campana de flujo laminar en un ambiente estéril (Anexo 1). Las N-CNSs

cargadas con BicNU se mantuvieron a -20°C para posteriores ensayos.

6.4.2.1 Eficiencia de liberacion de carmustina de las esponjas de nanotubos de
carbono dopadas con nitrégeno por el método de evaporacién del disolvente.

10 pg de N-CNSs cargadas con BiCNU se colocaron en 100 pL de medio DMEM o
liquido cefalorraquideo artificial (LCR) en agitacidbn constante y a intervalos
especificos de tiempo (0, 0.25, 0.5, 1, 3, 5, 8, 12, 24, 48 y 72 h), La cinética de
liberacién se realizd a una temperatura de 37°C y un pH de 7.4. Previo a la toma de
cada muestra, los tubos Eppendorf se centrifugaron a 14,000xg durante 5 min para

evitar sustraer N-CNSs. Se tomaron muestras de 10 uL a los tiempos 0, 0.25, 0.5,
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1,3,5,8,12, 24,48y 72 h, devolviendo siempre el mismo volumen de medio tomado
en el muestreo para asegurar un volumen constante durante toda la cinética de
liberacion. Para evaluar la concentracion de BIiCNU liberada al medio, primero se
realiz6 una curva estandar con concentraciones conocidas del farmaco (0-260 pM)
que fueron leidas es un espectrofotometro UV-Vis (Nanodrop, Thermoscientific), a
una longitud de onda de 260 nm; posteriormente se analizaron las muestras
comparando las absorbancias obtenidas contra la curva estandar de BIiCNU,
realizando 3 experimentos individuales por triplicado. Finalmente, se determiné la

constante de liberacion del farmaco.

6.5 Efectos citotoxicos de N-CNSs y N-CNSs cargados con carmustina en cultivos

celulares.

Los astrocitos fueron aislados de ratas Fisher de 3 dias de edad, como se ha
descrito en trabajos previos . Las lineas de células tumorales RG2, C6 (de glioma
maligno de rata) y U87 (de GBM humano) se adquirieron de la American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EE. UU.). Todas las células se cultivaron
con medio DMEM suplementado con 10 % de SFB, Glutamina 4 mM y 100 U/mL de
penicilina-estreptomicina y se mantuvieron en condiciones estériles a 37°C en una
atmoésfera hiumeda con 5% de CO:. La citotoxicidad del N-CNSs se determing en
astrocitos de rata y células C6, RG2 y U87 cultivado estas células en placas de 96
pozos (1x10* células) y, después de 24 h, tratandolas con diferentes
concentraciones de N-CNSs (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 pug/mL) (Anexo
2). Después de determinar la citotoxicidad de N-CNSs, 1x10* células RG2 fueron
cultivadas en placas de 96 pozos y 24 h después, tratadas con ocho diluciones
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seriadas 1:2, iniciando con 10 pg de N-CNSs sin cargar para el grupo uno, una
concentracion inicial de 230 uM de BICNU para el grupo dos, y para el grupo tres
con 10 pg de N-CNSs cargados con 230 uM BICNU.. Adicionalmente se tuvieron
dos grupos controles, un grupo sin tratamiento y un grupo tratado con 1% de etanol.
Después de 24, 48 y 72 h, se determind la viabilidad celular mediante el ensayo
MTT, el cual se basa en la reduccion del MTT a formazan por deshidrogenasas
presentes en células viables ¢ 62, Para realizar el ensayo, después del tiempo de
incubacion, se retiré el medio y las células se lavaron con PBS; posteriormente, se
afiadieron 100 pl de MTT (5 mg/mL en PBS) a cada pozo. Las células fueron
incubadas durante 4 h a 37°C; después, se retird el medio y el formazan se eluyd
con isopropanol acido, debido a que esta sal no es soluble en agua. El isopropanol
acido que contenia el formazan, se centrifugd a 14000xg para eliminar N-CNSs. El
sobrenadante fue colectado y cuantificado. La cuantificacion de formazan fue
determinada por densidad Optica a una longitud de onda de 570 nm en un lector de
placas (EON; BioTek). Los resultados se expresaron como porcentaje de viabilidad
en comparacion con el grupo control. La concentracion citotéxica 50 (CCso) del
farmaco o de las N-CNSs cargadas con BiCNU se calculé utilizando el software

GraphPad Prism V. 8. 0. 2.

6.6 Analisis estadistico

Los datos cuantitativos fueron presentados como media +Desviacion estandar (DE).
La significancia estadistica de todos los experimentos fue analizada usando una
prueba T de Student con un valor p menor a 0.05 (p < 0.05) indicando significancia.

Todos los analisis se realizaron utilizando el software GraphPad Prism v. 8.4.3
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7. Resultados

7.1 Caracterizacion de N-CNSs

La cuantificacién de tamafio de las N-CNSs se realizé utilizando la tecnologia de
analisis distribucion de tamafio de nanoparticulas (NTA). La Figura 3A muestra una
imagen representativa tomada con la camara del Nanosight donde se pueden
observar la distribucién de las N-CNSs (puntos brillantes) en la solucion. La figura
3B muestra un histograma con los perfiles de distribucion de tamafio de las N-
CNSs, mostrando que el tamafio promedio de las N-CNSs es de 241.7 £ 95,1 nm

(Figura 3A y B).

Concentracion (particulas/nm)

Tamaiio (nm)

Figura 3. Distribucion de tamafio de N-CNSs obtenidos por NanoSight NS300. A)
imagen representativa de las N-CNSs donde se observa una distribucion
homogénea por toda la solucion sin aparente formacion de camulos. B) Histograma
del tamafio de las N-CNSs. La linea negra muestra la media del tamafio de
distribucion y la linea roja muestra el error estandar de cada uno de los promedios.
El experimento se realiz6 por quintuplicado.

Ademas de este analisis, la morfologia de las N-CNSs fue analizada por
microscopia electronica de barrido. Las Figura 4 corrobora que las NTCs,
fabricados por el método ACVD con configuracion de dos hornos, estan constituidos

por nanotubos curvos que se entrelazan entre si (Figura 4A). Ademas, se puede
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observar que estos CNTs tienen forma tipo “espagueti” con bordes enrollados,
aunque también se observan algunos angulos rectos con uniones tipo “T” (Figura
4B) y muestran una estructura porosa (Figura 4C). El tamafio determinado por

microscopia electrénica (=300 nm) fue consistente con el obtenido por el analisis

distribucién de nanopatrticulas.

Figura 4. Imagenes TEM de N-CNSs, (A) Varios tipos individuales de NTCs que
constituyen las N-CNSs. (B) union tipo T de CNTs (C) Imagen de una nanoesponja
construida por el entramado de CNTs formada durante la fase de preparacion.

7.2 Los N-CNS aumentan la granularidad celular.

Una vez realizada la caracterizacion, se evaluo la internalizacion de las N-CNSs, la
cual fue determinada a través del cambio en la granularidad celular. Las N-CNSs
fueron endocitadas de manera eficiente por todas las lineas celulares utilizadas de
glioma maligno y GBM humano, ademas de los astrocitos de cultivo primario (Figura
5). Para estimar la internalizacion celular de N-CNSs se utilizo la citometria de flujo,
analizando los datos obtenidos del canal (Side scatter channel (SSC)) que refleja la

dispersion lateral de la luz, estimando la granularidad celular; asi, se comparé la
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media de granularidad de cada muestra en relacion con las células no tratadas

(Figura 5A). ElI aumento en la granularidad celular fue proporcional a la

concentracion de N-CNSs que tuvieron contacto con las células (Figura 5B).

Ademas, las N-CNSs se observaron dentro de las células en el citoplasma en todas

las células de gliomay astrocitos primarios, indicando su internalizacion después de

48 h de incubacién (Figura 5C). No se observaron cambios morfolégicos en las

células, pero si se observo un pequefio patron de puntos dentro de estas.

A) Histogramas de Citometria de flujo

B) Incremento relativo de la
granularidad celular

C) Imagenes en campo claro de
las lineas celulares con N-CNSs
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Figura 5. Cambios en la granularidad celular inducidos por la internalizacion de N-
CNSs. (A) Analisis de citometria de flujo de las lineas celulares C6, U87, RG2 y
astrocitos primarios. (B) Porcentaje relativo de aumento en la complejidad interna
de la célula en comparacion con las células no tratadas después de la incubacién
con N-CNSs. (C) Imagen de campo claro representativa de la captacion celular de
N-CNSs después de 48 h (12.5 pg/mL). Los resultados se presentan como media +
DE de 3 experimentos independientes.

7.3 Efecto de los N-CNS sobre la viabilidad celular

La viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo MTT en astrocitos, y células de
glioma C6, U87 y RG2 tratadas con diferentes concentraciones de N-CNSs (0-100
pg/mL). La adicion de N-CNSs al medio de cultivo no afect6 la viabilidad celular a
las 24 y 48 h (Figura 6 y 7) y el porcentaje obtenido de citotoxicidad fue menor al

10 % en ambos tiempos y en todas la concentraciones de N-NSs probadas.

10 €@ Astrocitos CC5p>100
- -4 U87 CCgx>100
4 C6CCy>100

8= J RG2CCs>100

4=

Porcentaje de citotoxicidad

N-CNSs (pg/mL)

Figura 6. Viabilidad celular de las células de glioma y astrocitos tratados con N-
CNSs durante 24 h. Se trataron astrocitos, células U87, C6 y RG2 (1x10° células
por pozo en una placa de 96 pozos) con diferentes concentraciones de N-CNSs
durante 24 h; el porcentaje de células muertas con respecto a las células no tratadas
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se determind mediante ensayo MTT. Los datos se muestran como media + DE de
3 experimentos independientes.
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Figura 7. Viabilidad celular de las células de glioma y astrocitos tratados con N
CNSs durante 48 h. Se trataron astrocitos, células U87, C6 y RG2 (1x10° células
por pozo en una placa de 96 pozos) con diferentes concentraciones de N-CNSs
durante 48 h; el porcentaje de células muertas con respecto a las células no tratadas
se determiné mediante ensayo MTT. Los datos se muestran como media = DE de
3 experimentos independientes.

A las 72 h, las N-CNSs aumentaron el porcentaje de muerte celular a partir de los
40 pg/mL en los astrocitos y células U87 (23 £ 10y 24 + 6 % vs el grupo control,
respectivamente). Para la linea RG2, este aumento de citotoxicidad se observo a
partir de los 60 pug/mL (17,7 £ 5 vs grupo control) y para la linea celular C6, hubo un
aumento de muerte celular a partir de 100 pg/mL (11,645 vs. control) (Figura 8). El
efecto de muerte celular observado en todas las lineas celulares, exceptuando a las
células C6, fue dependiente de la concentracién de N-CNSs. Aunque la viabilidad
celular se vio afectada después de 72 horas de tratamiento, el CCso de las N-CNSs

fue mayor a 100 ug/mL para todas las lineas celulares utilizadas. Ademas, se
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tomaron imagenes en campo claro de todas las lineas celulares con todas las
concentraciones utilizadas a 24,48y 72 h (Figura suplementaria A, B, C, D). Estas
fotografias concuerdan con los resultados obtenidos, ya que en las concentraciones
donde la viabilidad celular no se vio afectada, no se observaron cambios
morfoldgicos en ninguna de las lineas celulares; sin embargo, en concentraciones
mas altas, se observé dafio celular y disminucién de la densidad celular.
Considerando los resultados obtenidos después de 72 h de tratamiento, se utilizé la

cantidad de 10 pg de N-CNSs para experimentos posteriores.
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Figura 8. Viabilidad celular de las células de glioma y astrocitos tratados con N-
CNSs durante 72 h. Se trataron astrocitos, células U87, C6 y RG2 (1x10° células
por pozo en una placa de 96 pozos) con diferentes concentraciones de N-CNSs
durante 72 h; el porcentaje de células muertas con respecto a las células no tratadas
se determiné mediante ensayo MTT. Los datos se muestran como media = DE de
3 experimentos independientes.
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7.4 Perfil de liberacién de carmustina de N-CNS cargados con carmustina (N-CNSs-
BiCNU) por el método de sonicacion.

La figura 9 muestra el perfil de liberacion de BICNU proveniente de las N-CNSs en
medio DMEM con diferentes concentraciones de DMSO para verificar si un mayor
porcentaje de este disolvente en el medio promovia una mayor liberacién de BICNU.
La figura 9A muestra el perfil de liberacion del quimioterapéutico en medio DMEM,
donde se observa que después de 72 h, las N-CNSs cargadas mediante sonicacion
fueron capaces de liberar s6lo 0.06 uM del farmaco (menos del 5 % del total cargado
en las N-CNSs). Al realizar el mismo experimento de liberacion en medio DMEM
con diferentes porcentajes de DMSO en el medio, se observé que la rapidez de la
liberacion del farmaco fue dependiente de la concentracion de DMSO (Figura 9B).
Debido a que la concentracion liberada de BICNU por este método fue muy baja, se
utilizé el método de evaporacion del disolvente para experimentos posteriores. De
igual manera, al observar que el medio DMEM sin DMSO tenia la liberacibn mas
constante del farmaco, se decidi6 realizar los siguientes experimentos de liberacion

en medios libres de DMSO.
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Figura 9. Perfil de liberacion de BiCNU por el método de sonicacién. El grafico A
muestra la media + DE de 3 experimentos diferentes por triplicado de la
concentracion de BiCNU liberado después de 72 h en medio DMEM. El grafico B
muestran la media + DE de 3 experimentos diferentes por triplicado del porcentaje
de BICNU liberado después de 72 h en medio DMEM con diferentes
concentraciones de DMSO.

7.5 Perfil de liberacion de carmustina de N-CNS cargados con carmustina (N-CNSs-
BiCNU) por el método de evaporacion del disolvente.

La Figura 10 muestra los perfiles de liberacion de BiCNU de las N-CNSs en DMEM
y LCR. El farmaco fue liberado de las N-CNSs a un ritmo constante la liberacion
completa de BICNU en ambos medios ocurrié después de 72 h. Una répida
liberacién de BICNU se observa dentro de la primera hora; luego, se observa una
velocidad de liberacion mas lenta entre las 3y 8 h, continuando con una liberacion
lenta de 24 a 72 h (completando la liberacion total de BiCNU). Al realizar el andlisis
del perfil de liberacién del farmaco, se observan 3 diferentes velocidades de
liberacidn que se ajustan a una cinética de primer orden; la primera con una una k=
0.4318/hora, la segunda velocidad con una k= 0.0824/hora y la tercera de
0.030/hora. Estos pueden ser indicativo que la estructura N-CNSs retienen a BiCNU,

probablemente sobre la superficie de la estructura y en el interior de la N-CNSs.

32



1004

80 =
=

Liberacion acumulada (%)
[ =

I 1 I 1 I I | | 1
0 10 20 30 40 o0 60 70 80

Tiempo (horas)
e LCR m Medio DMEM

Figura 10. Perfil de liberacion de BICNU de las N-CNSs-BiCNU. El grafico muestra
la media = DE de 3 experimentos diferentes por triplicado del porcentaje de BICNU
liberado después de 72 h en LCRa (rojo) y DMEM (azul).

7.6 Induccion de citotoxicidad en células de glioma RG2 por N-CNSs-BiCNU

La citotoxicidad de las N-CNSs, BICNU, y N-CNSs-BiCNU fe evaluada y comparada
en células RG2 a diferentes concentraciones utilizando el ensayo de MTT. El
porcentaje de muerte de las células tratadas con BIiCNU y N-CNSs-BiCNU fue
dependiente de la concentracion del tratamiento en todos los tiempos analizados
(Figura 11). Los valores de CCso de BiCNU y N-CNSs-BiCNU fueron similares entre
ellos (7,51+1,83y 3,26 +0,86 uM alas 24 h; 0,71+ 0,3y 0,74 +0,4 uM a las 48 h;
0,41+0,19y 1,46 £0,12 uM alas 72 h, respectivamente). Las N-CNSs no mostraron
induccion de citotoxicidad en ninguno de los tiempos evaluados. Los resultados

demostraron que la induccion de muerte en células RG2 era debido a la toxicidad
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inducida por el farmaco en ambos casos (BICNU y N-CNSs-BiCNU), ya que no se

observaron diferencias significativas entre la citotoxicidad causada por BICNU y N-

CNSs-BICNU. Por tanto, estos datos también indican que el transportador utilizado

en estos experimentos no afectd a la capacidad citotdxica de BiCNU sobre células
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Figura 11. Efecto de N-CNSs-BiCNU sobre la viabilidad de células RG2. BiCNU y
N-CNSs-BiCNU redujeron de forma dependiente de la concentracion la viabilidad
celular a las 24 (A), 48 (B) y 72 h (C). La linea negra muestra el porcentaje de
citotoxicidad inducido por las N-CNSs, la azul representa el porcentaje de
citotoxicidad inducido por BICNU y la roja la citotoxicidad inducida por las N-CNSs-
BiCNU. Ademas, se muestran las CCsode BiCNU y N-CNSs-BiCNU para cada uno
de los tiempos tratados. Los datos se muestran como media + DE de 3 experimentos
independientes.

8. Discusion
El GBM es el tumor mas letal e invasivo del SNC %3 cuyo tratamiento consiste en
maxima reseccion quirdrgica seguida de quimioterapia y radioterapia %. En un
intento de aumentar la sobrevida y calidad de vida de los pacientes, se han utilizado
otros enfoques terapéuticos para el tratamiento del glioblastoma como el uso de
medicina personalizada ®°, obleas de carmustina para la liberacion in situ del
farmaco %, cirugia guiada por imagenes ¢, entre otras; sin embargo, la sobrevida
s6lo ha aumentado discretamente y menos de 10% de los pacientes sobreviven mas

de 5 afios alin con todas modalidades de tratamiento aplicadas 2.

Actualmente, el farmaco Gliadel es el Unico polimero biodegradable utilizado para
la administracion local de agentes quimioterapéuticos (BiCNU) para tratar pacientes
con GBM, incrementado el tiempo de supervivencia hasta tres meses en
comparacion con el régimen de TMZ convencional °, aunque también es frecuente
gue los pacientes tratados con Gliadel muestren efectos secundarios. En este
contexto, diversos estudios han mostrado que los pacientes tratados con Gliadel
pueden padecer varios efectos adversos que incluyen aumento de la presiéon
intracraneal, edema, convulsiones, pérdida de LCR, hidrocefalia, formacién de

quistes y efecto de masa % °; todos ellos por causa de la presién constante que
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genera el polimero a las estructuras adyacentes a la reseccion quirdrgica 1. Gran
parte de estos efectos podrian ser reducidos por la sustitucion del polimero de
carga; ya que el usado actualmente sdlo es capaz de cargar el 3.85 % de BiCNU de
su peso total, que es de aproximadamente 2 gr 0. Debido a estas razones es
necesario encontrar otros transportadores biocompatibles no reactivos con gran
capacidad de carga de agentes quimioterapéuticos, reduciendo asi la cantidad del
acarreador y subsecuentemente, el efecto de masa con una eficacia terapéutica

similar a la propuesta terapéutica actual "2.

Una de las opciones para ser usados como acarreadores de farmacos son las N-
CNSs. Estas nanoestructuras podrian ser colocadas en el lecho tumoral,
permitiendo la liberacion de la misma cantidad de carmustina que actualmente es
liberada in situ y al mismo tiempo, reduciendo la cantidad de acarreador. Las N-
CNSs utilizadas en este estudio estan formados por CNTs de paredes mdultiples
producidos por el método ACVD, la cual es una forma de sintesis que, como se ha
reportado previamente, genera CNTs homogéneos 4" 73, Las esponjas de carbono
de este estudio tienen un diametro de 241,7 + 95,1 nm. Estructuralmente hablando,
las N-CNSs estan compuestas por una estructura porosa que se enrolla entre si y
al final, se asemeja a una forma de espagueti. La forma y estructura especiales le
confieren una alta capacidad de absorcion de aceites y una naturaleza altamente
hidréfoba, como se ha reportado en otras estructuras de carbono 7476, Es esta
propiedad lo que permite es que las esponjas de carbono puedan cargarse con
grandes cantidades de BICNU. A diferencia de las obleas de BIiCNU, una pequefia

cantidad de N-CNSs podrian ser utilizadas como transportadoras de farmacos,
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proporcionando la misma liberacion del quimioterapéutico, reduciendo los efectos

secundarios, y sirviendo como andamio celular debido a su biocompatibilidad.

Adicionalmente, las N-CNSs son endocitadas por las células aumentando su
complejidad interna sin provocar cambios morfoldgicos significativos. La alta
biocompatibilidad de las N-CNSs permite la captacion celular por células de glioma
y astrocitos sin inducir ninguna citotoxicidad relevante en concentraciones
pequefas. La biocompatibilidad de las nanoestructuras de carbono se ha reportado
anteriormente tanto a corto '8, como a mediano y largo plazo 7°, por lo que su uso
en pacientes con GBM seria relativamente seguro. Nuestros resultados demuestran
gue las N-CNSs no fueron citotéxicas in vitro en concentraciones por debajo de 40
pHg/mL. La baja toxicidad inducida por N-CNSs probablemente se debe al alto grado
de funcionalizacion del nanomaterial utilizado, ya que como se ha reportado
previamente, la adicion de grupos funcionales a la superficie de nanoestructuras de
carbono aumenta su biocompatibilidad, permitiendo la interaccion célula-CNT sin
inducir citotoxicidad celular 8-82, Ademas, se ha demostrado que la funcionalizacién
de estos nanomateriales reduce significativamente lainmunogenicidad y la toxicidad
8,79, 83 En este estudio, cantidades inferiores a 40 pg de N-CNSs no indujeron
toxicidad en las células utilizadas; y debido a la alta capacidad de carga las N-CNSs,
utilizamos 10 pg de estas nanoestructuras para experimentos posteriores, cargados
con 10 veces su peso de BiCNU. Es importante considerar que hay muchos factores
podrian alterar la citotoxicidad inducida por N-CNSs, como el tamario, la formulacién
y capacidad de endocitosis % 8, El alto grado de hidrofobicidad de las N-CNSs

permite que sean endocitadas via el reconocimiento del receptor tipo Tip,
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comunmente expresado en células cancerigenas, incluidas células de GBM a través
de la unién al receptor que se expresa comunmente en las células cancerosas,
incluido el glioblastoma 84. Otra posibilidad es que los N-CNSs podrian interactuar
con varias biomoléculas que interfieren con las funciones biolégicas esenciales para

el funcionamiento celular, lo que daria como resultado la induccién de apoptosis °.

Los perfiles de liberacién de BICNU demostraron alta capacidad para absorber
farmacos de la N-CNSs. Inicialmente, se utiliz6 el método de sonicacion de las N-
CNSs en BICNU con DMSO, al ser este uno de los diluyentes del farmaco. Este
método se ha probado en la carga de farmacos en otras nanoestructuras 6 87; sin
embargo, la eficiencia de carga fue muy baja cuando utilizamos este método con
las N-CNS. Ademas, estudios previos han demostrado que el uso de sonicacion en
nanomateriales puede modificar la estructura e incluso, causar rompimientos entre
las uniones de los nanotubos & 89 Por esta razén, se utilizé la técnica de
evaporacion de solvente que permiti6 una carga eficaz del farmaco. Esta
caracteristica parece ser debida a la alta afinidad de la superficie de carbono con el
farmaco (BICNU) y también debido a su estructura; como los nanotubos son huecos
lo que permite la retencion de BiCNU sobre a superficie y dentro de las N-CNSs.
Otras estructuras de carbono porosas también han demostrado una gran capacidad
para absorber farmacos hidréfobos °; el perfil de liberacién obtenido con LCRa y
medio DMEM apoyan esta hipétesis. La liberaciéon acumulada de BiCNU de los N-
CNSs alcanz6 el 50 % en las primeras 5 h del ensayo. La velocidad de las cinéticas
de liberacién puede depender de diversos factores, como el tipo de nanoesponjas

utilizado, la estructura porosa, el tamafio y la afinidad farmaco-nanoestructura, las
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cuales pueden acelerar o prolongar la cinética de liberacion del farmaco ° %2, Se ha
descrito que los nanotubos de carbono pueden interactuar con la carmustina
mediante interacciones deébiles, tales como fuerzas de Vander Walls, por lo cual la
liberacion de BICNU se da de manera constante %3, Los perfiles de liberacién que
se observaron en este estudio permiten predecir que es posible que se puedan
utilizar N-CNSs cargadas con BiCNU de la misma forma en la que el Gliadel se usa

actualmente.

El ensayo de citotoxicidad in vitro de las N-CNSs-BiCNU se realizé en células RG2
a diferentes concentraciones, comparando la citotoxicidad inducida por este grupo
con BiCNU o N-CNSs en el mismo rango de concentracion y tiempo. Se observo
menos del 10% de reduccion de la viabilidad en las células tratadas con N-CNS
solas, lo que indica una vez mas, la baja citotoxicidad que estas nanoesponjas
muestran. En los grupos tratados con BICNU y N-CNSs-BiCNU, las células
mostraron alta toxicidad en las células RG2 con CCso similares en todos los tiempos
utilizados. Estos resultados indican que el principal efecto citotoxico fue inducido por
el quimioterapéutico y no por el acarreador, por lo que las N-CNSs podrian
administrar BICNU de manera efectiva sin inducir una citotoxicidad celular relevante
a estructuras sanas del SNC. Considerando estos resultados, es posible hipotetizar
gue las N-CNSs de carbono podrian ser cargadas con BiCNU y liberar su contenido
en el lecho tumoral sin ocasionar dafio al tejido cerebral adyacente. Se ha
observado que otras estructuras de carbono, al ser implantadas en tejido, no se
pueden degradar y permanecen en el sitio del implante sin ser eliminadas

naturalmente %, lo cual podria a largo plazo, generar dafio tisular debido a una
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inflamacion crénica generada por un cuerpo extrafio; sin embargo, estas N-CNSs
tienen la ventaja adicional de tener una alta biocompatibilidad, lo cual les ha
permitido incluso funcionar como andamiaje para el crecimiento de diferentes tipos

celulares .

9. Conclusiones
Nuestros resultados indican que las N-CNSs son transportadores con gran
capacidad de carga y biocompatibles que podrian ser considerados como una

herramienta terapéutica 6ptima contra diversas formas de cancer.
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11.Anexos

Anexo 1. Técnica de evaporacion de disolvente para la carga de N-CNSs con
BiCNU.

Para la carga del 100% de BIiCNU en las N-CNSs, se realiz6 el siguiente

procedimiento:

1.

2.

3.

Disolver 230 uM de BiCNu en etanol absoluto a temperatura ambiente.
Pesar 10 ug de N-CNSs.

Una vez realizados el paso 1y 2, en un ambiente estéril, mezclar las N-CNSs
con el etanol que contiene BiICNU. Colocar esta mezcla en un frasco esteéril.
Adicionar a la mezcla un agitador magnético de 4 mm estéril.

Agitar durante 24 h a temperatura ambiente.

Una vez cumplido el tiempo de agitacién, llevar nuevamente la mezcla a una
campana de flujo laminar para mantener el ambiente estéril.

Una vez en la campana, destapar el frasco y colocar la solucién en un tubo
eppendorf de 1.5 mL.

Mantener el tubo eppendorf abierto para permitir la evaporacion del
disolvente.

Una vez que el solvente este completamente evaporado, cerrar el tubo
eppendorf y congelar a -20°C hasta el uso de LAS N-CNSs cargadas con

BiCNU.
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Anexo 2: Procedimiento para la siembra de placas de 96 pozos.

Una vez que las botellas de 75 cm? alcanzaron una confluencia del 100 %, las
células fueron colectadas mediante un tratamiento enzimatico con tripsina, contadas
y ajustadas a 10 000 células/pozo para ser sembradas en placas de 96 pozos. El

procedimiento para sembrar las lineas celulares se realiz6 de la siguiente manera:

1. El medio de cultivo fue retirado de las botellas de cultivo.

2. Para retirar los restos de medio, las botellas de cultivo fueron lavadas con 5
mL de solucion salina. Este procedimiento se realiz6 3 veces.

3. Una vez retirada la solucion salina, se agrego a la botella de cultivo 1 mL de
tripsina, asegurandose de cubrir toda la monocapa con la tripsina.

4. La botella de cultivo con la tripsina fue incubada en una posicion horizontal
por 5 min.

5. Una vez cumplido el tiempo, la tripsina fue inactivada con 10 mL del medio
de DMEM. Las células, ya despegadas gracias al tratamiento con tripsina,
fueron homogenizadas en el medio con una pipeta.

6. El medio con las células fue transferido a un tubo Falcon de 15 mL, cerrado,
retirado de la campana de flujo laminar y centrifugado a 2000 rpm durante 5
min en centrifuga refrigerada.

7. Una vez terminado el tiempo de centrifugacion, el tubo Falcon fue llevado a
la campana (condiciones de esterilidad) cuidadosamente para evitar
deshacer el boton de células, y se decanto el medio.

8. El botdn de células se resuspendié en 1 mL de medio DMEM.
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9. Una alicuota de 10 pL del medio con las células fue transferida a un tubo
eppendorf con 90 pL de una solucion de azul tripano al 1% disuelto en PBS.
Esta solucién fue homogenizada con una micropipeta.

10.10 pL de la mezcla fueron tomados con ayuda de una micropipeta y
colocados en una camara de Neubauer.

11.Se observd al microscopio y se contaron las células viables (brillantes,
refringentes, no coloreadas) contenidas en los cuatro cuadrantes como se

muestra en la siguiente figura 1:

Cuadrante Cuadrante
1 2

Cuadrante Cuadrante
3 4

Figura 1. Cuadrantes de la camara de Neubauer. Para realizar el conteo
celular, la camara de Neubauer se divide en cuatro cuadrantes. Todas las
células que se encuentren dentro de este cuadrante deberan ser contadas
para obtener el nimero total.

12.Una vez contadas todas las células viables, se obtuvo el promedio del
namero de células que hay en la camara de Neubauer sumando el total de
células que hay en los cuatro cuadrantes y dividiéndolo entre cuatro.

13.El numero total de células contenida en el mL de medio se obtuvo utilizando
la siguiente formula:
Promedio de los 4 cuadrantes (Vol. de suspension) (factor de dilucién de la

camara)
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14.Una vez calculado el numero total de células, se ajusté el nimero total de
células a 10 000 células/pozo.
15.En la placa de 96 pozos se sembraron 200 pL del medio con las células.

16.24 h después, se realiz6 el ensayo de viabilidad celular.
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12.Figuras suplementarias
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Figura suplementaria A. Micrografias tomadas en campo claro a un aumento de 20X
de astrocitos tratados con diferentes concentraciones de N-CNSs a durante 24,48 y

72 h.
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Figura suplementaria B. Micrografias tomadas en campo claro a un aumento de 20X
de células de glioma maligno C6 tratadas con diferentes concentraciones de N-
CNSs a durante 24,48y 72 h.
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Figura suplementaria C. Micrografias tomadas en campo claro a un aumento de 20X

de células de glioma RG2 tratadas con diferentes concentraciones de N-CNSs a
durante 24,48y 72 h.
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Figura suplementaria D. Micrografias tomadas en campo claro a un aumento de 20X
de células de glioma humano U87 tratadas con diferentes concentraciones de N-
CNSs a durante 24,48y 72 h.
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