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Capitulo 1. Introduccion

El manejo clinico del cancer, considerado hoy dia como una enfermedad severa,
continua siendo uno de los principales problemas de salud publica de la actualidad. Por
tanto, la deteccion precoz y no invasiva de la enfermedad es crucial para un buen
prondstico del paciente. Asimismo, resulta igualmente importante el uso de una terapia
segura, selectiva y sin efectos secundarios. Sin embargo, en numerosas ocasiones, los
principios activos utilizados encuentran condicionada su actividad terapéutigdaor
inespecificidad de accion por las células o tejido dian@) g| desarrollo de reacciones

adversas severas consecuencia de su actividad farmacolégica, entre otros factores.

Desde la década de 1980 ha sido investigado con gran interés el desarrollo de
diferentes coloides como sistemas transportadores de farmacos antitumorales, para asi
lograr la optimizacion de su efecto farmacoldgico [lbrahim y cols., 1983; Couvreur y
Vauthier, 2006]. Dentro de este marco tedrico se encuentra englobado nuestro trabajo de
investigacién. En concreto, y como podra concluirse tras la lectura de la presente
memoria, el sistema coloidal que hemos desarrollado debe resultar potencialmente Uutil
para la mejora del tratamiento del cancer, como el cancer de colon, gracias a dos
aspectos: el transporte selectivo de farmacos a través del guiado magnético y el
fendmeno de hipertermia, ambos desarrollados y explicados mas adelante.

1.1. CANCER

Un organismo sano esta constituido por un conjunto de células que se dividen de
forma regular con el fin de reemplazar a las ya envejecidas o muertas. Solo de esta
manera puede garantizarse la integridad y el correcto funcionamiento de los distintos
organos y tejidos del cuerpo humano. El proceso de divisién de las células esta regulado
por una serie de mecanismos de control que indican a la célula cuando comienza a
dividirse y cuando permanece estatica. Cuando se produce un dafio celular que no puede
ser reparado, se ponen en marcha una serie de procesos de autodestruccion celular que

impiden que el dafio sea heredado por las células descendientes. Cuando estos



Capitulo 1. Introduccion

mecanismos de control se alteran en una célula, ésta y sus descendientes inician una

division incontrolada, que con el tiempo daré lugar a una masa tumoral.

Una de las caracteristicas mas relevante de los tumores malignos es la propagacion
a distancia o metastasis. La metastasis (meta = transformacion, stasis = residencia) se
define como la propagacion del tumor por invasién, de modo tal que se forma una masa
0 masas tumorales secundarias discontinuas en el sitio de alojamiento. Las metastasis y
la invasividad son las dos caracteristicas mas importantes que distinguen los tumores
malignos de los benignos, los tumores benignos no metastatizan, mientras que todos los
tumores malignos, con algunas excepciones, como p.ej., los gliomas del sistema
nervioso central y el carcinoma basocelular de la piel, pueden dar metéastasis. En
general, es mas probable que produzcan metastasis los tumores mas grandes, mas
agresivos y de crecimiento mas rapido, pero existen numerosas excepciones.
Aproximadamente un tercio de los tumores malignos, en el momento de la presentacion,
tienen depdsitos metastasicos evidentes, mientras que otro 20 % tienen metastasis
ocultas [Mohan, 2010].

En la Tabla 1.1. se muestran de forma resumida las diferencias entre tumores

benignos y malignos:
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CARACTERISTICAS TUMORES BENIGNOS TUMORES MALIGNOS
. ... | Frecuentemente tipica del tejiJo Frecuentemente atipica,
Estructura y diferenciacion . ; .
de origen poco diferenciado
Modo de crecimiento Expansivo, con formacion de Infiltrativo no encapsuladg
capsula
. i Generalmente lento: pocas Generalmente rapido:
Velocidad de crecimiento N o
mitosis normales muchas mitosis anormales

Raramente cesa, casi
siempre es rapido y
progresivo hasta la muerte

Lento y progresivo puede

Progresion del crecimientp
detenerse o regresar

Metastasis Ausentes Generalmente presenteg
Recurrencia después de
. - Rara Frecuente
extirpacion
Cromatina Nuclear Normal Aumentada
Invasion a vasos No Frecuente
Divisiones Nucleares Pocas y casi normales Muchas divisiones
Cromosomas anormales Pocos Muchos

Tabla 1.1. Diferencias generales entre tumores benignos y malignos

No todos los tipos de cancer se caracterizan por la presencia de una masa solida
tumoral. Por ejemplo, en el caso de la leucemia, las células malignas invaden y son
desarrolladas en la médula 6sea, para finalmente invadir la sangre y otros érganos. La
evolucion de cada cancer esta sujeta a multiples factores que van a interactuar entre si,
los cuales dependen tanto del tipo de tumor como del propio paciente. De forma
general, la malignidad de un tumor viene determinada por la agresividad de sus células,

es decir, por la capacidad de éstas de invadir tejidos sanos [Mohan, 2010].

1.1.1. ORIGEN

El cancer ha acomparfado siempre al hombre, por lo menos, parece tan antiguo
como éste. De hecho han sido encontradas lesiones tumorales en huesos del
Pithecanthropus erectuy mucho antes de la aparicion ddlomo Sapiensfue
comprobada la existencia de lesiones en los huesos de dinosaurios. Debemos recordar
que el cancer no es solamente una enfermedad del ser humano, sino que también

aparece en el reino animal y en el reino vegetal. La palabra cancer, se remonta a la
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antigua Grecia, este término es atribuido a Hip6crates (460 a.C.-377 a.C.), quien bautizé
esta enfermedad como cancer en alusion a la forma con que se propagaba, semejando
las patas del cangrejo. En el afio 1775, el doctor Sir Percival Pott sefialé la asociacion
que existia entre el cancer y la presencia de polvo de carbén en la ropa y piel de los
deshollinadores. Este hecho, reconocidé la asociacion causa-efecto de una sustancia
capaz de provocar esta enfermedad, estableciéndose asi el conocimiento de la
carcinogénesis quimica. En 1911, Peyton Rous logro aislar un virus del sarcoma
producido en pollos y lo transmitié a otros animales de la misma especie, mostrando
gue un virus era capaz de provocar tumores en animales. Julios Cohnhein (1839-1884),
propuso en 1877, la teoria del residuo embrionario sobre el cancer. En ella sefialaba que
restos embrionarios de células indiferenciadas persisten como tales en el organismo de
una persona, esperando el impulso que ha de surgir y permitir, para asi manifestar su
capacidad ilimitada de proliferar o crecer [Boveri, 2008; Grange y cols., 2002; Mohan,
2010].

El término cancer, tumor o neoplasia significa crecimiento nuevo, sin embargo, no
todos los crecimientos nuevos son neoplasias, dado que también existen ejemplos de
crecimiento nuevo en el caso de tejidos y células en procesos de embriogénesis,
regeneracion, reparacion, hiperplasia y/o estimulacién hormonal. La proliferacion y
maduracion de las células en los adultos normales esta controlada; por lo cual algunas
células proliferan durante toda la vida (células labiles), algunas proliferan de manera
limitada (células estables), mientras que otras no se reproducen (células permanentes).
Por otra parte, las células tumorales pierden el control y la regulacion de la replicacion y

forman una masa anormal de tejido.

Por lo tanto, una definicion satisfactoria de cancer, neoplasia o tumor seria, masa de
tejido formada como resultado de la proliferacion anémala, excesiva, no coordinada,
autonoma y sin proposito de las células, incluso después de suspendido el estimulo para
el crecimiento que la produjo. Las neoplasias pueden ser benignas cuando el
crecimiento es lento y son localizadas sin producir mucha dificultad en el huésped; o



Capitulo 1. Introduccion

malignas cuando proliferan rapidamente, se propagan en todo el cuerpo vy, finalmente,
pueden provocar la muerte del huésped. El término comun utilizado para todos los
tumores malignos es cancer. Hay que recordar que el mecanismo de induccion de un
cancer es denominado carcinogénesis, oncogénesis o tumorigénesis, este es un proceso
complejo, de tipo multiple y donde suelen confluir varios factores. Los agentes que
pueden inducir un cancer son denominados carcinégenos, los cuales pueden ser agentes
quimicos (benceno), fisicos (radiaciones), bioldgicos (virus) e incluso moleculares,
como genes (oncogenes) [Epstein y cols., 1964; Mohan, 2010]. Para la conversion de
una célula normal en una neoplasica se requiere de una iniciacion, o cambio de esa
célula que era normal hacia una alterada o cancerosa y del desarrollo posterior mediante
promocion de esa célula para proliferar y dar lugar a un cancer clinicamente invasor.
Aclarando esto un poco mas, se diria que en los procesos requeridos para la aparicion de
un cancer, se han reconocido dos estadios diferentes llamados iniciacion y promocion,
gue varian para cada tipo de cancer y segun el agente que lo provoque. La iniciacion
abarca la interaccion entre un carcinégeno y el material genético celular, que da lugar a
una alteracion molecular o una mutacion que puede transformar las células en
anormales; sin embargo, en dicho proceso, no suele producirse la aparicion de un tumor,
a menos gue actle un agente promotor. Por tanto, si la alteracion en el material genético
no puede ser reparada, se produce la etapa de promocion; donde la célula dafiada se
divide, produciéndose un cambio permanente en la base nitrogenada recién producida,
generando una mutacién muy peligrosa si los genes afectados son del grupo de los
oncogenes celulares. De esta manera se inicia asi la carcinogénesis. La accion debida a
un agente conocido como promotor puede transformar las células ya lesionadas
inicialmente y hacerlas proliferar para formar posteriormente un tumor, o bien,
simplemente facilitar la multiplicacion de células ya cancerosas latentes o inactivas,

para formar un cancer [Mohan, 2010].
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1.1.2. TIPOS DE CANCER

Existen muchas denominaciones para detallar los diferentes tipos de tumores
benignos y malignos pertenecientes a los diferentes tejidos y sistemas corporales segun
su anatomia patoldgica, y seria muy complejo elaborar un listado completo. De forma
general, puede hablarse de alteraciones tipicas benignas o premalignas en las células

cancerosas. Estas alteraciones mas comunes son:

- ANAPLASIA: un grado menor de diferenciacion celular, o sea regresion en la
diferenciacion celular de un tejido, las células tienden a semejar a las embrionarias,

el cancer puede ser ejemplo de esto.

— APLASIA: desarrollo insuficiente de un drgano o tejido de manera congénita

— AGENESIA: esbozo de un érgano que no crecid de manera congénita; detencion
del desarrollo.

— ATROFIA: disminucion en el tamafio o numero de las células de un tejido o ambos
factores; en realidad es la disminucion en la cantidad de protoplasma vivo después

de que un tejido haya alcanzado su desarrollo normal.

— HIPERPLASIA aumento en el nimero de células de un tejido.

- HIPERTROFIA aumento en el tamafio de dichas células, es reversible si cesa el

estimulo que la produjo.

- METAPLASIA: consiste en la mayor diferenciacién de un tejido, especialmente, si

dicho tejido se ve sometido a irritacion cronica. Nunca es un fendmeno natural; por

ejemplo, la leucoplasia es la transformacion del epitelio de revestimiento de una
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mucosa en epitelio queratinizado. La mayor parte ocurre en tejidos que se
encuentran proliferando, ya sea epidermoides o glandulares como bronquio, cérvix,
mucosas, boca, estdmago, etc. Por ejemplo en cérvix, el epitelio cilindrico

monoestratificado es reemplazado por otro poliestratificado.

— DISPLASIA: es la aparicidon y proliferacion de células atipicas en un tejido, sin
formar un tumor. La displasia es considerada una alteracion que afecta el tamafio, la
forma y las relaciones de orientacion de las células adultas en particular las
epiteliales. Estas células exhiben pleomorfismo o sea que varian en cuanto a

tamano.

Algunos canceres estan compuestos por células sumamente indiferenciadas y se
denominan tumores malignos indiferenciados. Aunque esta es una generalizacion
amplia, existen algunos ejemplos contrarios a este concepto como el melanoma para el
carcinoma de los melanocitos, hepatoma para el carcinoma de los hepatocitos, linfoma
para el tumor maligno del tejido linfoide y seminoma para el tumor maligno del
testiculo. Leucemia es el término utilizado para el cancer de las células formadoras de
sangre. Las siguientes categorias de tumores mostradas a continuacion son una

generalizacion en la nomenclatura descrita mas arriba:

1. Tumores mixtosCuando dos tipos de tumores se combinan en el mismo tumor, se

denomina tumor mixto. Por ejemplo:

i. El carcinoma adenoepidermoide es la combinacion de un adenocarcinoma y
un carcinoma de células pavimentosas en el endometrio.
ii. El adenoacantoma es la mezcla de un adenocarcinoma y de elementos
epidermoides benignos en el endometrio.
iii. El carcinosarcoma es la rara combinacion de un tumor maligno del epitelio

(carcinoma) y de tejido mesenquimatoso (sarcoma), como en el tiroides.
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iv. Tumor de colision es el término utilizado para dos canceres
morfolégicamente diferentes en el mismo érgano que no se mezclan entre si.

v. Tumor mixto de la glandula salival (o adenoma pleomorfo) es el término
utilizado para el tumor benigno que tiene una combinacion de elementos tanto

de tejidos epiteliales como mesenquimaticos.

2. Teratomas Estos tumores estan formados por una mezcla de distintos tipos de
tejidos que se originan en las células pluripotenciales derivadas de las tres capas
germinativas: ectodermo, mesodermo y endodermo. Los sitios mas frecuentes para
los teratomas son los ovarios y el testiculo (teratomas gonadales). Pero también se
presentan en sitiosxtragonadales, principalmente en la linea media del cuerpo
como en la region de la cabeza y del cuello, el mediastino, el retroperitoneo, la
region sacrococcigea, etc. Los teratomas pueden ser benignos o maduros (en la
mayoria de los teratomas ovaricos) o malignos o inmaduros (en la mayoria de los

teratomas testiculares).

3. Blastomas (embriomas).os blastomas o embriomas representan un grupo de

tumores malignos que se originan en las células embrionarias o parcialmente
diferenciadas que, normalmente, formarian el blastema de los dérganos y tejidos
durante la embriogénesis. Estos tumores ocurren mas frecuentemente en lactantes y
ninos (menores de 5 afos) e incluyen algunos ejemplos de tumores de este grupo de
edad: neuroblastoma, nefroblastoma (tumor de Wilms), hepatoblastoma,

retinoblastoma, meduloblastoma y blastoma pulmonar.

4. Hamartoma Tumor benigno formado por células maduras pero desorganizadas de
tejidos propios del érgano particular; por ejemplo, el hamartoma del pulmén
consiste en cartilago maduro, musculo liso y epitelios maduros. Por lo tanto, todos
los elementos tisulares diferenciados maduros que comprenden el bronquio estan

presentes en él, pero estdn mezclados en una masa.
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5. Coristoma El coristoma es el nombre dado a los islotes ectopicos del tejido normal.
Por lo tanto, el coristoma es una heterotopia, pero no es un verdadero tumor,
aungue se parece a él.

Actualmente, la clasificacion resumida de los tipos de tumores es mostrada en la
Tabla 1.2. y se basa en la histogénesis, es decir, en las células de origen. Las
clasificaciones detalladas de los tumores benignos y malignos pertenecientes a los
diferentes tejidos y sistemas corporales, junto con sus caracteristicas morfologicas no es
motivo de esta memoria [Mohan 2010].



Capitulo 1. Introduccion

TEJIDO DE ORIGEN | BENIGNOS | MALIGNOS

. TUMORES DE UN TIPO CELULAR PARENQUIMATOSO

A. Tumores Epiteliales

Carcinoma de células
pavimentosas
(epidermoide)

Papiloma de células

Epitelio pavimentoso epidermoides

. - Papiloma de células Carcinoma de células
Epitelio transicional Iy L
transicionales transicionales
Epitelio glandular Adenoma Adenocarcinoma
Piel de la capa celular basal - Carcinoma basocelular
Melanoma
Neuroectodermo Nevo

(melanocarcinoma)

Hepatoma (Carcinoma

Hepatocitos Adenoma de células hepaticas
hepatocelular)

Placenta

o o Mola hidatiforme Coriocarcinoma
(Epitelio coridnico)

B. Tumores no epiteliales (mesenquimaticos)

Tejido adiposo Lipoma Liposarcoma
Tejido fibroso del adulto Fibroma Fibrosarcoma
Tejido fibroso embrionario Mixoma Mixosarcoma
Cartilago Condroma Condrosarcoma
Hueso Osteoma Osteosarcoma
Sinovio Sinovioma benigno Sarcoma sinovial
Musculo liso Leiomioma Leiomiosarcoma
Musculo esquelético Rabdomioma Rabdomiosarcoma
Mesotelio - Mesotelioma
Vasos sanguineos Hemangioma Angiosarcoma
Vasos linfaticos Linfangioma Linfangiosarcoma
Glomo Tumor glémico -
Meninges Meningioma Meningioma invasivo
Células hematopoyéticas - Leucemias
Tejido linfoide Seudolinfoma Linfomas malignos
Vaina del nervio Neurilemoma, Neurofirboma Sarcoma neurogenico
Células nerviosas Ganglioneuroma Neuroblastoma

[I.  TUMORES MIXTOS
Adenoma pleomorfo (tumor|
Glandulas salivales mixto de las glandulas
salivales)
. TUMORES CON MAS DE UNA CAPA DE CELULAS GERMINALES
Células totipotenciales en
gonadas o en restos Teratoma maduro Teratoma inmaduro
embrionarios

Tumor mixto de las
glandulas salivales

Tabla 1.2. Clasificacion de los diferentes tipos de tumores benignos y malignos segun el tejido

de origen.
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1.1.3. ABORDAJE FARMACOLOGICO

Entre las diferentes estrategias terapéuticas contra el céancer, se encuentran la
cirugia, la radioterapia, la quimioterapia, la inmunoterapia y las combinaciones de éstas.
Durante muchos afios, la cirugia fue la Unica solucion utilizada, en ocasiones tan radical
qgue tenia una alta morbilidad y mortalidad. Posteriormente, la introduccién y el
desarrollo del resto de estrategias fueron posibles gracias a los importantes avances
logrados en el conocimiento de la biologia molecular y fisiopatologia de esta

enfermedad.

Aunque en los comienzos se pretendia eliminar hasta la ultima célula cancerosa,
mediante devastadores procedimientos quirdrgicos, siempre se penso que debia existir
una posibilidad medicamentosa para lograr el mismo fin. Sin embargo, una de las
grandes limitaciones de la farmacoterapia del cancer estriba en la inespecificidad de
accion de los principios activos por la célula tumoral, resultando asi también dafiadas las
células sanas. Por este motivo la farmacologia del siglo XX centro sus esfuerzos en el
desarrollo de principios activos especificos para una patologia, que no dafiaran los
tejidos sanos del paciente. El concepto de quimioterapia fue reformulado por el
cientifico aleman Paul Ehrlich. Precisamente la especificidad de accién de los
anticuerpos por los antigenos de un microorganismo, y como estos anticuerpos eran
letales para el patdgeno, sin dafar el resto de los tejidos del enfermo fue el inicio de una
propuesta revolucionaria a la que llamé “balas magicas” y sobre la que se asienta el

concepto de vectorizacion.

Durante los primeros afios de investigacion y practica clinica, los agentes
quimioterapicos eran principalmente antibiéticos. En 1887 se descubrieron las
propiedades vesicantes de la mostaza sulfurada y del azufre, y su efecto sistémico toxico
caracterizado por leucopenia, aplasia de la médula 6sea, disolucion del tejido linfoide y

ulceracion del aparato digestivo. Debido a la accion citotoxica de las mostazas
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nitrogenadas sobre el tejido linfoide, se estudié su utilidad en el tratamiento de

linfomas. En 1942 se realizaron los primeros estudios clinicos, los cuales se consideran
el inicio de la quimioterapia. Simultdneamente, se pusieron en marcha diversas
investigaciones que permitieron desarrollar la quimica farmacéutica de las mostazas
nitrogenadas. Esto dio lugar a una serie de compuestos muy utilizados en la
quimioterapia moderna, como la ciclofosfamida, el clorambucilo, la tiotepa, el

busulfano, las nitrosoureas y el cisplatino. En 1948 se descubrieron los analogos del
acido folico. Este grupo de antifélicos (p.ej., el metotrexato) permitian obtener

remisiones de la leucemia. También se descubrié el efecto inmunosupresor de los
corticosteroides y sus posibilidades en el tratamiento de la leucemia. El desarrollo de la
terapia de rescate con acido folinico permiti6 una mayor supervivencia de ciertos
pacientes oncologicos, la mayoria nifios. Todos estos esfuerzos en investigacion dieron
lugar al desarrollo de los agentes antimetabolitos, donde destaca la cincuentenaria 6-
mercaptopurina o la primera molécula quimiotergpica para tumores solidos, el 5-

fluorouracilo.

Por otro lado, el manejo clinico del cancer de mama y del cancer de préstata
comenzO a beneficiarse del uso de las hormonas sexuales. Los estrogenos se
administraban para retardar el desarrollo del cancer de préstata, mientras que los
andrégenos se usaron en el cancer de mama. Este tipo de terapia se actualizé con la
introduccioén clinica de los antagonistas androgénicos, los moduladores de los receptores
estrogénicos y las gonadorrelinas de larga duracion. La farmacognosia también
contribuyo al desarrollo de la quimioterapia contra el cancer. Por ejemplo, se describio
la actividad antilinfocitica de ciertos alcaloides extraidos de la planta rosea. Esta
permitio la utilizacion clinica de la vinblastina y de la vincristina en el tratamiento de
linfomas y leucemias. Estos principios activos se utilizaron generalmente en
combinacion con otros quimioterapicos. Se estudié también el uso de enzimas como la
L-asparaginasa, o de los antibiéticos derivados Stieptomycesspp. como la

actinomicina D, la bleomicina o la doxorubicina.
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1.1.3.1._ TIPOS DE FARMACOS ANTITUMORALES

En la actualidad se acepta que los farmacos antitumorales son aquellos principios
activos que se utilizan para el tratamiento, tanto curativo como paliativo del cancer.
Estos agentes se pueden utilizar solos o en regimenes poliquimioterapicos, 0 como
coadyuvantes de la cirugia o radioterapia. Los tipos de farmacos antitumorales se
clasifican principalmente en: agentes antimetabolitos, antibidticos citotoxicos, agentes
alquilantes, alcaloides de plantas y otros productos naturales, sales de platino, hormonas
y antagonistas hormonales, inhibidores enzimaticos, modificadores de la respuestas
biologica y otros [Flérez, 2008; Rubin, 2003].

Entre los agentes antimetabolitos destacan los antagonistas del acido félico (p.€j.,
metotrexato, raltitrexed, pemetrexed), los analogos de las purinas (p.ej., 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, fludarabina, pentostatina, cladribina, nelarabina,
clofarabina) y los analogos de las pirimidinas (p.ej., 5-fluorouracilo, tegafur,
capecitabina, citarabina, gemcitabina, azacitidina, decitabina). Estos principios activos
son analogos estructurales de metabolitos celulares (falsos sustratos) que disminuyen la
biodisponibilidad de los precursores de los nucleétidos de purina o pirimidina e
interfieren en la sintesis de ARN (acido ribonucleico) y ADN (acido

desoxirribonucleico). Son farmacos especificos de la fase S del ciclo celular.

Los antibidticos citotoxicos y sustancias relacionadas actuan sobre el ADN y ARN
inhibiendo su duplicacion o transcripcion. En este grupo destacan las antraciclinas
(p.ej., doxorrubicina, daunorrubicina, idarubicina, epirubicina, mitoxantrona),
antibiéticos que rompen el ADN al generar radicales libres o al actuar sobre la
toposiomerasa Il. Dentro de este grupo también destacan la bleomicina, mitomicina y la
actinomicina D, capaz de actuar sobre la topoisomerasa Il e impedir la transcripcion de
ADN. Su utilidad clinica queda limitada considerablemente por la cardiotoxicidad

(irreversible) que producen.
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Entre los agentes alquilantes destacan las mostazas nitrogenadas (p.ej.,
ciclofosfamida, clorambucilo, ifosfamida, melfalan), las nitrosoureas (carmustina,
lomustina, semustina, fotemustina, estreptozocina), los alquilsulfonatos (busulfano),
metilhidrazinas (procarbazina) y otros (tiotepa, dacarbazina, temozolamida). Su accién
citotéxica se debe a la formacion de enlaces covalentes entre sus grupos alquilo y los
grupos nucleofilicos del ADN, lo que impide la replicacién de este. También pueden

reaccionar con grupos fosfato, lo que les permite alquilar las bases del ARN.

Dentro del grupo de los alcaloides de plantas y productos naturales destacan, los
derivados delPodofilo (p.ej., etopdsido y tenipdsido), los alcaloides d¥ifeca y
analogos (p.ej., vinblastina, vincristina, vindesina, vinorelbina), los cuales penetran en
la célula tumoral e interaccionan con la tubulina, proteina que forma los microtibulos
del huso acromatico en la mitosis e impiden su polimerizacion para formar los
microtubulos, de esta manera se detiene la mitosis en la metafasM)fgs@or lo
tanto, la division celular. Dentro de este grupo también destacan los derivados del
taxano (p.ej., docetaxel, paclitaxel, cabazitaxel, larotaxel) y los derivados de la
Camptotecina (p.ej., irinotecan y topotecén), los cuales constituyen el grupo de los
inhibidores de las topoisomerasas. Los taxanos se unen a la tubulina permitiendo su
polimerizacion en microtibulos estables pero poco funcionales, 1o cual detiene el
proceso de division celular. Ademas, la inhibicion de las enzimas topoisomerasas
desencadena la produccion de ADN afuncional o la ruptura de la doble hélice de ADN,
deteniéndose el ciclo celular en la f&&2. Destacan otros alcaloides de plantas y

productos naturales como la eribulina, ixabepilona y trabectedina.

Dentro de las sales de platino, el cisplatino es el mas representativo de este grupo,
actlia como un agente bifuncional produciendo enlaces irreversibles entre las dos hebras
del ADN que interfirieren en su replicacion. Son farmacos considerados especificos de
la fase S del ciclo celular. Sus derivados son el carboplatino, oxaliplatino y el

satraplatino que mejoran su toxicidad.
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El tratamiento hormonal del cancer se basa en la utilizacibn de hormonas y
antagonistas hormonales como los glucocorticoides (p.ej., prednisona, prednisolona,
triamcinolona, dexametasona, betametasona, fludrocortisona, prednicarbato),
progestagenos (p.ej., medroxiprogesterona, megestrol), estrégenos (p.ej., fosfestrol,
dietilestilbestrol, etinilestradiol), andrégenos (p.ej., noretisterona), antiestrégenos (p.ej.,
tamoxifeno, toremifeno, fulvestrant), antiandrégenos (p.ej., ciproterona, flutamida,
nilutamida, bicalutamida), agonistas analogos de la hormona liberadora de
gonadotrofinas GnRH o LHRH (p.ej., buserelina, goserelina, leuprorelina, triptorelina),
antagonistas de GnRH (p.ej., abarelix, degarelix) y otros (p.€j., abiraterona). Este tipo de
tratamiento se basa en el hecho de que las células tumorales conservan, al menos en
parte, la memoria biologica de las células de los tejidos sanos de los que provienen. A
grandes rasgos, un tratamiento hormonal puede consistir en una supresiéon hormonal,
una adicién hormonal o en la utilizacion de hormonas como potenciadores de otros

tratamientos terapéuticos.

Dentro de los inhibidores enzimaticos destacan aquellos que inhiben la aromatasa
(p.€j., formestano, aminoglutetimida, anastrozol, exemestano, letrozol) o los inhibidores
de la proteinquinasa (p.ej., dasatinib, erlotinib, imatinib, lapatinib, nilotinib, sorafenib,

sunitinib, gefitinib, vandetanib, pazopanib, temsirolimus).

En los modificadores de la respuesta biolégica aparecen farmacos que actlan sobre
dianas biolégicas a nivel del sistema inmunoldgico. Destacan los inmunoestimulantes
(p.ej., glatiramero acetato, glicofosfopeptical, tasonermina, levamisol, filgastrim,
lenograstim, pedfilgrastrim), inferferones (p.ej., interferon alfa-2a, interferon alfa-2b,
interferébn beta-la, interferébn beta-1b, interferbn gamma, peginterferon alfa-2a,
peginterferon alfa-2b), interleukinas (p.ej., aldesleukina), anticuerpos monoclonales
(p.€j., trastuzumab, alemtuzumab, rituximab, cetuximab, panitumumab, bevacizumab),
inmunosupresores (p.ej., abatacept, eculizumab, everolimus, leflunomida, micofenolico
acido, natalizumab, sirolimus, azatioprina, lenalidomida), inhibidores del factor de
necrosis tumoral alfa (p.ej., adalimumab, etanercept, infliximab), inhibidores de la
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interleucina (p.ej., anakinra, basiliximab) e inhibidores de la calcineurina (p. e€j.,

ciclosporina, tacrolimus).

Destacan otros farmacos antitumorales como p.ej., anagrelida, L-asparaginasa, la
vacuna BCG (Bacilo de Calmette Guerin), bortezomib, celecoxib, estramustina,
hidroxicarbamida, miltefosina, tretinoina, alitretinoina, bexaroteno, mitotano,
vemurafenib, hidroxiurea, amasacrina, altretamina, trioxido de arsénico. Existen
farmacos sensibilizadores usados en terapia fotodinamica y radiacion como p.ej.,

porfimer, temoporfin, aminolevulinato de metilo [Vademécum, 2013].

De todo lo expuesto hasta el momento sobre los agentes quimioterapicos debe
concluirse que en la actualidad existen numerosas moléculas antitumorales a disposicion
clinica para el tratamiento del cancer. La enorme variedad de sustancias y mecanismos
de accion descritos para esos principios activos permite incluso un uso combinado que
potencia aun mas la eficacia terapéutica. Queda lejos de los objetivos de esta memoria
la descripcion detallada de todos los farmacos antitumorales, si bien es fundamental
resaltar dos ideas$) existe un muy amplio arsenal de moléculas anticancerosas, lo que
permite abordar con ciertas garantias el tratamiento de la mayoria de los procesos
cancerosos descritos; i) a pesar de esto, la inespecificidad de accion de los farmacos
antitumorales, su importante toxicidad (incluso dosis-limitante) y el frecuente desarrollo
de resistencias por las células malignas, determinan el frecuente fracaso en el
tratamiento del cancer [Rubin, 2003; Florez, 2008].

1.1.3.2_5-FLUOROURACILO

El 5-fluorouracilo (5-fluoropirimidina-2,4-diona) es un agente antineoplasico
perteneciente al grupo de los farmacos antimetabolitos analogos de las pirimidinas. En
su estructura quimica incorpora un atomo de fldor en la posicion 5 en lugar del

hidrégeno (Figura 1.1.). Es un antimetabolito de la uridina que actia como falso sustrato
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en el proceso de sintesis de los constituyentes esenciales de los &cidos nucleicos,
principalmente en la fas® del ciclo celular, provocando la sintesis de un ADN andémalo

o incluso la detencion del proceso. El 5-fluorouracilo lesiona las células mediante dos
mecanismos de accidn, cuya contribucidén a la accion citotoxica varia segun el tipo de
tumor: la inhibicion de la timidilato sintetasa, que provoca la deplecion de la timidina
monofosfato (d-TMP), un nucledtido indispensable para la sintesis de ADN vy la
incorporacion progresiva al ARN, interfiriendo asi con su procesamiento y su funcion
especifica, inutilizandolo. Para ello, debe transformarse inicialmente en el

desoxirribonucledtido correspondiente, el acido 5-fluorodesoxiuridilico (5-FAUMP).

O

N

O N,

Figura 1.1. Estructura quimica del 5-fluorouracilo.

En términos generales se describe que su eficacia antitumoral es maxima cuando la
proliferacion celular es rapida. Este principio activo, presenta un amplio espectro de
actividad, solo o en combinacion con otros quimioterapicos. Se emplea principalmente
en el tratamiento de determinados adenocarcinomas del tubo digestivo (colon, pancreas,
estbmago y recto) y de mama y, con menor frecuencia, en carcinomas de ovario,
prostata, cuello uterino, vejiga y orofaringe [Vademécum, 2013]. Tiene limitado su uso
en clinica, debido al desarrollo de resistencias por parte de las células cancerosas;
ademas, su alta metabolizacion en el organismo hace necesario administrar altas dosis
de forma continua para conseguir concentraciones terapéuticas eficaces en el lugar de
accion, ocasionando una toxicidad severa. Es uno de los farmacos mas utilizados en el

tratamiento de muchos tumores sélidos. En patrticular, es todavia fundamental en la
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clinica del cancer colorrectal avanzado, aunque en este caso presenta limitada eficacia,
con una respuesta del 5-fluorouracilo inferior al 10 % y que es incrementado hasta un
45 % cuando es usado en combinacion con otros agentes antitumorales [Zhang y cols.,
2008].

El 5-fluorouracilo también se utiliza como tratamiento paliativo en pacientes no
curados por cirugia o radioterapia, y ha sido empleado en el tratamiento del cancer de la
cubierta externa de la glandula adrenal, de endometrio, de eséfago, de pene, de vulva y

en el hepatoblastoma.

La absorcion por via oral de esta molécula es erratica, por lo que el 5-fluorouracilo
presenta una baja biodisponibilidad oral. De esta manera, su via de administracion
habitual es la intravenosa continua durante 120 horas (20-30 mg/Kg/dia); si bien en el
tratamiento de tumores de cabeza y cuello se asocia al cisplatino en infusion de 92
horas. En ocasiones, se ha utilizado en infusién intraarterial (p. ej., en metastasis
hepatica del carcinoma de colon). Por via topica este agente antitumoral puede provocar
fotosensibilizacion y eritema, exfoliacion, ulceracién, necrosis y reepitelizaciéon. No
obstante, es empleada esta via de administracion para la administracion de formas
farmacéuticas topicas para el tratamiento de la psoriasis y en queratosis premaligna de

la piel [Vademécum, 2013].

Este principio activo atraviesa sin dificultad y con rapidez el espacio extracelular, el
liquido cefalorraquideo, el liquido pleural y el liquido ascitico. La semivida plasmatica
de este farmaco es aproximadamente de 20 minutos, si bien puede variar este valor en
funcion de cémo sea su aclaramiento plasmatico. Cuando se administra por via
intravenosa en forma de bolo, la concentracién de 5-fluorouracilo alcanzada en plasma
y en la médula 6sea en las primeras horas es muy superior a la que se obtiene mediante
infusion intravenosa, lo que lleva asociada una mayor incidencia de mielosupresion. La
metabolizacion es eminentemente hepética mediante sistemas enzimaticos saturables y

se elimina principalmente en orina [Fl6rez, 2008].
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Numerosas investigaciones pretenden mejorar su perfil farmacocinético y, asi,

incrementar su eficacia. Por ejemplo:

— Mediante combinacion con otros antitumorales, aunque no se ha obtenido una

mayor tasa de respuesta en comparacion con su administracion en solitario.

- Uso simultaneo con agentes modificadores biolégicos como el acido folico y el
metotrexato, los cudales interactian con las acciones bioldgicas del 5-fluorouracilo
aumentando sus efectos terapéuticos. Esta estrategia parece ser mas eficaz que su

administracion en solitario.

— Lainfusion continua de este farmaco incrementa el porcentaje de células tumorales
susceptibles. Esta lucha hace posible la utilizacion de dosis muy activas en

pacientes resistentes al 5-fluorouracilo administrado como bolo inyectable.

Las principales reacciones adversas asociadas a la administracion de este agente
quimioterapico se producen a nivel gastrointestinal y en la médula 6sea. En el primero,
las reacciones iniciales son nauseas y vomitos, y las diferidas son estomatitis y
ulceraciones en diversas localizaciones del tubo digestivo. En la médula 6sea provoca
mielosupresion, en la que predomina leucopenia, cuando la administracion parenteral es
en forma de bolo, y disminuye si se administra en infusién intravenosa. Puede producir
también alopecia, conjuntivitis, ectropién (plegamiento del borde de uno de los
parpados en direccion opuesta a la superficie del 0jo) y sintomas neurolégicos agudos
(somnolencia, parestesias y ataxia cerebelosa). Las reacciones adversas mas graves se
deben a la cardiotoxicidad producida, como dolor toracico, alteraciones en el
electrocardiograma y aumento de los niveles de enzimas cardiacas (signo de problemas
cardiacos), en definitiva cardiotoxicidad. Esta sintomatologia se atribuye a los
compuestos de degradacion (fluoroacetaldehido y acido fluoromalonaldehidico)

presentes en los viales inyectables, que se forman con el tiempo en el medio basico,
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necesario para solubilizar el farmaco. La metabolizacion del fluoroacetaldehido genera
fluoroacetato, compuesto potencialmente cardiotoxico [Lemaire y cols., 1994].

Finalmente, el 5-fluorouracilo, como muchos de los agentes antineoplasicos, altera los
mecanismos de divisidn y procesamiento de las células implicadas en la inmunidad
celular. De ahi que con frecuencia surja un estado de depresion inmunitaria que facilita

la aparicion de infecciones por virus, hongos y bacterias.

Este farmaco no esta exento de contraindicaciones (hipersensibilidad, embarazo y
lactancia) e interacciones farmacoldgicas significativas (los niveles plasméaticos
incrementados por cimetidina; eficacia y toxicidad disminuida por alopurinol; aumento
de efecto con anticoagulantes orales; inhibicidn de su accion citotéxica con paclitaxel,
con tiazidas aumenta su efecto mielosupresor, entre otras), las cuales condicionan

seriamente su utilizacién en clinica [Rubin, 2003, Vademécum, 2013].

1.2. TRANSPORTE DE FARMACOS

La actividad biolégica de un farmaco depende, ante todo, de la naturaleza de su
interaccion con la célula, tejido u érgano diana. Para que esta interaccion se produzca,
es necesario que el principio activo esté en la biofase o lugar de accion en cantidad y el
tiempo suficiente como para conseguir la respuesta deseada. Aunque la mayoria de los
agentes terapéuticos son administrados mediante formas de dosificacién convencionales
(capsulas, comprimidos, soluciones inyectables, etc.), hay ocasiones en que éstas son
inapropiadas para lograr un efecto farmacologico 6ptimo. En el caso de tratamientos
cronicos, con formas de dosificacion convencionales, puede resultar un inconveniente
para el paciente, ya que estos requieren una administracién repetida para mantener la
concentracion plasmatica de farmaco a un nivel suficientemente alto como para
asegurar un efecto terapéutico. Esto puede conllevar a fluctuaciones en las
concentraciones plasmaticas de farmaco entre dosis, lo que puede originar efectos

toxicos o secundarios por una respuesta inadecuada al principio activo si las
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concentraciones plasmaticas se encuentran por encima del nivel terapéutico tolerado
[Couvreur y Vauthier, 2006].

Actualmente han aumentado las lineas de investigacion para encontrar tratamientos
eficaces contra el cancer, encaminadas al desarrollo de nuevos farmacos, sin embargo
dichas moléculas no son capaces de llegar en cantidad y velocidad (biosponibilidad)
eficientes hasta el lugar de accién donde se halla la masa tumoral, lo que conlleva al
fracaso farmacolégico. Uno de los principales factores que conducen a la limitada
accion de la quimioterapia es la propia fisiopatologia del tumor. En concreto la gran
presion hidrostatica intersticial que impide un aporte sanguineo homogéneo a la masa
tumoral y la llegada de los farmacos, ocasionando una distribucion heterogénea e
ineficaz de los agentes antineoplasicos. Otros factores relacionados con el farmaco que
conducen al fracaso de la quimioterapia son [Allen y Cullis, 2004; Arias, 2008a, 2011a,;
Duran y cols., 2008; Pankhurst y cols., 2003]Junas propiedades farmacocinéticas
desfavorables (rapida biodegradacion y rapido aclaramiento, lo que conduce a una corta
vida plasmatica) y fisicoquimicas inapropiadas (por ejemplo, alta hidrofobia, lo que
permite una escasa acumulacién en la region diana), que determinan el uso de altas
dosis con la correspondiente toxicidad y una pauta de tratamiento rigurosa para
conseguir el efecto terapéutico deseaijajna extensa biodistribucion, extravasacion y
acumulacion del agente antitumoral en tejidos y 6rganos sanos, lo que determinan
efectos adversodii) pobre selectividad de accidon sobre las células tumoraley y
susceptibilidad de desarrollar mecanismos de resistencia a los farmacos antitumorales

por parte de las células tumorales.

Quizas, de todos los factores que determinan una actividad farmacoldgica ineficaz e
insegura destacan la poca selectividad de los antitumorales por las células cancerosas y
su extensa distribucion en tejidos y 6érganos sanos tras su administracion. Estos factores
motivaron el comienzo de las investigaciones hacia el disefio de sistemas
transportadores de farmacos, mas concretamente, el concepto de vectorizacion. La

vectorizacion de un principio activo se define como la operacion tecnoldgica dirigida a
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modular y, en el caso ideal, dirigir un farmaco en el organismo hasta el lugar de accion
especifico. La mayoria de estos vectores son coloides y se pretende con un apropiado
disefio tecnologico que los principales beneficios que aporten a la farmacoterapia sean
[Reddy, 2005; Couvreur y Vauthier, 2006; Reddy y Couvreur, 2008]:

— Proteccion de la sustancia activa contra procesos de inactivacion (quimica,
enzimatica o inmunolégica), desde el lugar de administracion hasta la biofase.
También contra procesos de degradacion que puedan ocurrir durante el

almacenamiento previo a la utilizacion del medicamento.

- Méaxima acumulacion de la dosis de farmaco en la regiéon diana,

independientemente de la localizacion de ésta.

— Aumento de la especificidad de accion y eficacia a nivel celular permitiendo que el

principio activo venza incluso fendmenos de resistencia a su accion.

— Incremento de la semivida plasmatica del farmaco al retrasar los fenbmenos de

aclaramiento plasmético y eliminacion.

— Mejora de las propiedades fisicoquimicas desfavorables del agente terapéutico,

como la baja hidrosolubilidad.

— Minimizacién de la toxicidad e inmunogenicidad de la molécula activa.

— Mejora de la produccién a gran escala del medicamento.

Los sistemas transportadores de farmacos pertenecientes al grupo de los coloides
pueden tener una naturaleza quimica muy variable (organica o inorganica). Sin

embargo, deben ser siempre biodegradables y biocompatibles, y ademas deben presentar
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una excelente capacidad para la vehiculizacién de farmacos [Reddy, 2005; Couvreur y
Vauthier, 2006].

Dentro de los sistemas coloidales destacan sistemas compuestos con cubierta
polimérica para el tratamiento del cancer y enfermedades parasitarias [Arias y cols.,
2007b, 2010a, 2010b, 2010d; Pérez-Artacho y cols., 2012; Saez-Fernandez y cols.,
2009]; y sistemas vesiculares con cubierta lipidica (liposomas y niosomas) [Arias y
cols., 2011a; Pradhan y cols., 2007; Schroeder y cols., 2009] y nucleos magnéticos,
como es el caso de magnetoliposomas [Clares y cols., 2013; Zhu y cols.paf09]
conseguir el transporte eficaz de cualquier antitumoral a la zona diana [Arias, 2011a,
2011b; Cho y cols., 2008].

1.2.1. ESTRTEGIAS DE TRANSPORTE SELECTIVO DE
FARMACOS AL LUGAR DE ACCION

Para solucionar los problemas relacionados con la quimioterapia actual se han
vehiculizado farmacos antitumorales en diferentes sistemas coloidales [Arias, 2011a;
Reddy, 2005]. Dicha asociacion persigue acumular toda la dosis de farmaco
administrado, incrementar el contacto intimo con la célula diana (tumoral), minimizar
su distribucién por todo el organismo, mejorar su perfil farmacocinético y disminuir la
toxicidad asociada por inespecificidad de accion. Ademas, la asociacion del farmaco
con el sistema transportador puede lograr una protecciéon adecuada de estas moléculas
tantoin vitro (en almacenamiento) conio vivo (frente a fendmenos de biodegradacion
dentro del organismo), lo que reducira la formacién de productos de degradacion
potencialmente téxicos [Arias, 2008a; Davis y cols., 2008]. No obstante, recientes
investigaciones llevadas a cabo con estudios preclinicagvo e incluso clinicos
mostraron la ausencia de mejoria real con la utilizacion de coloides, debido a la intensa
y rapida interaccion de estos transportadores con el sistema reticulo-endotelial (SRE)
[Brannon-Peppas y cols., 2004; Brigger y cols., 2004; Couvreur y Vauthier, 2006;
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Reddy, 2005]. Esta tendencia natural de los nanosistemas a ser fagocitados por los
macrofagos del higado y bazo, es una de las estrategias que conforman el “transporte
pasivo” de farmacos, pero solo, utilizada en el tratamiento de hepatocarcinomas o

metastasis hepaticas procedentes de tumores ginecoldgicos, broncopulmonares o del
tracto digestivo. En caso de que las células malignas se encuentren en cualquier otra
localizacion, el nanotransportador carecera de utilidad. Para obviar este problema, las
altimas investigaciones se han centrado en el “transporte activo” de antineoplasicos con
el desarrollo de nanosistemas multifuncionales que permiten dirigir el principio activo

hacia dianas especificas [Arias, 2011b].

1.2.1.1,_ TRANSPORTE PASIVO DE FARMACOS

El perfil de seguridad de un farmaco vehiculizado en un sistema coloidal suele ser
mayor que el correspondiente a su administracion en solucion intravenosa [Haley y
Frenkel, 2008]No obstante, el sistema coloidal también es suddeple ser atacado
por el SRE, por lo que en la mayoria de los casos presenta un tiempo de semivida
plasmatica tf,;) demasiado corto y no es posible su acceso a tumores localizados en
otras zonas del organismo. Por tanto, estos sistemas quedan reservados para el
tratamiento de tumores localizados en 6rganos del SRE [Brannon-Peppas y cols., 2004;
Brigger y cols., 2002]. Por este motivo las nanoplataformas para la vehiculizacion de
agentes antitumorales deberan ser capaces de escapar a los procesos de reconocimiento
llevados a cabo por el SRE, el cual incluye monocitos sanguineos y macrofagos

tisulares.

La velocidad con la que es retirado el sistema coloidal de la circulacién sanguinea
dependera de su tamafio y de sus caracteristicas superficiales. En este sentido la llegada
de estos farmacos a zonas mas especificas [Arias 2011b] estara condicionada por las
propiedades de la masa e intersticio tumoral [Gu y cols., 208&da y cols., 2013],

como son:a) las irregularidades existentes en el endotelio que constituye los vasos
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sanguineos que irrigan el tumor (espacios entre las células endoteliales de entre 100 y
600 nm), las cuales incrementan la permeabilidad de los vasos sanguineos a las
macromoléculas (y nanoparticulas) que circulan en sangre comparado con los vasos
sanguineos que irrigan un tejido sano y b) la existencia de un sistema de drenaje
linfatico afuncional, lo que origina una mayor acumulacion y retencion de

macromoléculas en el espacio intersticial.

Para retrasar en la medida de lo posible el ataque del SRE y en definitiva permitir
que el sistema transportador de farmacos alcance su destino biolégico y se acumule
especificamente en la masa tumoral [Maeda y cols., 2009; Mitra y cols., 2001] el
sistema transportador debera reunir una serie de caracteristicas como una geometria
adecuada, es decir, forma esférica y tamafio lo suficientemente grande como para que
no haya extravasacion a zonas sanas y lo suficientemente pequefio para escapar al SRE
y carga eléctrica superficial minima (independientemente de su signo).

Ademas de estas caracteristicas se debera lograr una superficie lo mas hidrofila
posible mediante el recubrimiento (por adsorcién fisica o conjugacion quimica) con
polimeros o copolimeros como los poloxameros, las poloxaminas, los polisacaridos o,
muy habitualmente, los polietilenoxidos (p.€j., el polietilenglicol). Estas modificaciones
superficiales reducen significativamente el caracter hidrofobo del sistema coloidal y
ademas les dota de una proteccion estérica frente a la interaccién con opsoninas [Cho y
cols., 2008; Couvreur y Vauthier, 2006; Patil y cols., 2009; Venkatasubbu y cols.,
2013], que evitara la identificacion por parte del SRE y posterior endocitosis por parte
de los macrofagos. Solo asi se conseguira que el coloide tenga un tiempo de semivida

plasmatica extensa, lo cual le permitira llegar hasta el lugar de accién [Reddy, 2005].

Liposomas con cadenas de PEG en su superficie (denominados Lip&teaity
[Etzerodt y cols., 2012; Li y cols., 2010] presentan un aclaramiento plasmatico
significativamente inferior a los convencionales (0.1 L/h frente a 22 L/h), una mayor
area bajo la curva (AUC) (casi 100 veces mas) y, debido a su escasa interaccion con
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tejidos sanos tras su administracion sistémica, un volumen de distribucion 50 veces
menor (de 200 L a 4.5 L) [Allen, 1994]. La diferencia en todos estos parametros

farmacocinéticos incrementan su tiempo de circulacion en plasma, de tal manera que el
liposoma puede aprovechar la mayor permeabilidad de los capilares que irrigan la masa

de células malignas para acceder al intersticio tumoral [Moreira y cols., 2001].

Esta estrategia de transporte de farmacos ha permitido incluso optimizar claramente
la biodistribucion y las propiedades farmacocinéticas de la doxorrubicina en pacientes
con gliomas [Hau y cols., 2004]. La incorporacion de polimeros hidrofilos en la
superficie de nanoparticulas lipidicas también ha permitido prolongar significativamente
su permanencia en el organisnmg,(> 48 horas) [Moghimi y Szebeni, 2003; Park,
2002]. Otras investigaciones muestran como el incrementd, d@uede lograrse
mediante el uso de fosfolipidos sintéticos (conjugados con gangliosidos) [Huwyler y
cols., 2008].

Los sistemas transportadores que poseen ambas propiedades (tamafio nanométrico e
hidrofilia), presentan un elevado valor gdg, por lo que puede sufrir un proceso de
extravasacion selectivo o especifico en aquellas zonas del organismo alteradas por una
inflamacion, una infeccion o un fenémeno de crecimiento tuntestd. permitira dirigir
el farmaco directamente a los tumores localizados fuera de las regiones del SRE. Este
fendmeno se conoce con el nombre de efecto de permeabilidad y retencion aumentada
(EPR y esta basado, en el caso del cancer, en la mayor permeabilidad de los capilares
sanguineos que irrigan el tumor, consecuencia de un crecimiento (fenomeno de
angiogénesis) acelerado y defectuoso (Figura 1.1.) [Brannon-Peppas y cols., 2004; Cho
y cols., 2008; Decuzzi y cols., 2009; Maeda y cols., 2009; Maeda y cols., 2013;
Moghimi y cols., 2001; Rapoport, 2007].
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Figura 1.1. Extravasacion selectiva de los nanosistemas transportadores de farmaco a traves de

los defectos existentes en la microvasculatura tumoral. El coloide so6lo abandona la circulacion

sanguinea cuando alcanza esta zona capilar alterada. Adaptado de Rapoport, 2007. Copyright
Elsevier (2007).

1.2.1.2. _ESTRATEGIAS DE TRANSPORTE ACTIVO DE
FARMACOS

No cabe duda que la particular fisiologia del tumor aporta una ventaja a la
liberacion de nanosistemas transportadores de farmacos antitumorales ya que éstos
pueden acumularse en la masa tumoral a través del efecto EPR, descrito anteriormente.
Sin embargo este tipo de vectorizacion pasiva hacia células tumorales so6lo ha permitido
la utilizacién clinica de algunos de ellos. Asi pues esta estrategia constituye un éxito
parcial con la que no todos los citostaticos difunden eficientemente en la masa tumoral
haciendo dificil un control de la cantidad de farmaco que llega a las células diana, que si
es insuficiente puede traducirse en la aparicion de un efecto de resistencia multiple a

dichos farmacos.
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Si bien las estrategias de transporte pasivo contribuyen al logro de una mayor
localizacion de los farmacos en el lugar de accion, la especificidad por la masa tumoral
puede no estar totalmente asegurada, dando lugar a un tiempo prolongado de circulacion
de la nanoplataforma en otros lugares del organismo donde, si se produce la liberacion
del farmaco, pueden desarrollar efectos secundarios. De todo lo cual surge la necesidad
de focalizar la distribucion e interacciones biol6gicas de los nanosistemas
transportadores de farmacos con circulacion plasmatica extendida. Con este objetivo, se
desarrollaron las estrategias de transporte activo de farmacos, las cuales se basan en la
incorporacion sobre el coloide de ligandos especificos de receptores localizados en la
superficie de las células tumorales. Entre los diferentes tipos de ligandos investigados
destacan los anticuerpos monoclonales, péptidos (principalmente integrinas), aptameros,
acido folico, folatos y transferrinas [Arias y cols., 2011a; Arias y cols., 2011b; Ding y
Ma, 2012; Kedar y cols., 2010; Moreira y cols., 2002;]. De forma alternativa, estas
estrategias también estan basadas en el disefio de nanoparticulas de diferente naturaleza
pero con capacidad para responder a estimulos externos aplicados exclusivamente en el
lugar de accién. La utilizacion de estimulos (p.ej., reacciones redox, luz, ultrasonidos,
cambios de pH, temperatura, gradientes magnéticos o sistemas enzimaticos) lograra que
el nanosistema transportador se concentre totalmente en la region deseada y soélo alli
liberara la dosis de farmaco antitumoral [Arias y cols., 2011a; Cho y cols., 2008;
Couvreur y Vauthier, 2006; Onyiksel y cols., 2009; Reddy, 2005; Schréeder y cols.,
2009; Wang y cols., 2011].

ESTRATEGIAS DE TRANSPORTE DE FARMACO BASADAS EN
INTERACCIONES LIGANDO-RECEPTOR

En este tipo de estrategia, las nanopatrticulas transportadoras disefiadas presentan en
su superficie biomoléculas que permiten la interaccion especifica con las células diana y
posterior entrada a través del proceso de endocitosis. De esta manera, se consigue que
toda la dosis de farmaco vehiculizada sea liberada selectivamente en la regién deseada
[Arias, 2011a]. La union especifica del sistema coloidal a la célula diana, p.ej., célula
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tumoral, se logra mediante mecanismos de reconocimiento molecular (unién ligando-
receptor o interaccién antigeno-anticuerpo) [Brigger y cols., 2002; Decuzzi y cols.,
2009; Ding y Ma., 2012; Xu y cols., 2013]. Para ello, la superficie de la nanoparticula
debe ser modificada mediante la adsorcion quimica o fisica de anticuerpos
monoclonales [Kocbek y cols., 2007], integrinas [Hallahan y cols., 2003] o restos de
folato [Zhang y cols., 2011], por citar algunos ejemplos.

a.- Transporte mediado por anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales son biomoléculas aprobadas poodaand Drug
Administration (FDA). Son disefladas para su interaccion especifica y unidn con
antigenos y receptores de las células cancerosas [Cirstoiu-Hapca y cols., 2007]. Un
ejemplo muy representativo de nanoparticulas modificadas superficialmente con
anticuerpos lo constituyen los inmunoliposomas [Park y cols., 2004]. Estos sistemas son
liposomas cuya superficie esta funcionalizada con cadenas poliméricas de caracter
hidrofilo, por ejemplo PEG y con anticuerpos monoclonales modificados con grupos
polares del coloide mediante unidon quimica de estos udltimos (p. €j., restos de
fosfolipidos) [Gao y cols., 2009]. Han sido desarrollados inmunoliposomas especificos
que interaccionan con el factor de crecimiento epidérmico-2 (HER-2) presente en la
superficie de células tumorales. La utilizacion de estos liposomas con cadenas de PEG y
moléculas de anticuerpos anti-HER-2 a nivel superficial, permite el tratamiento eficaz
de ciertos tumores en comparacion con los tratamientos control (farmaco administrados
en solucién y liposomas con cadenas de PEG en superficie) [Gao y cols., 2009; Park y
cols., 2001, 2002].

Se ha propuesto también el disefio de nanoplataformas poliméricas con moléculas
de anticuerpos monoclonales incorporados en su superficie para el transporte activo de
farmacos antitumorales. En un reciente estudio se han disefiado nanoparticulas
compuestas por un blogue copolimérico formado por biotina (B) unida a Pfufenic
127 y acido polilactico, con anticuerpos monoclonales anti-CA125 unidos a avidina y
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biotina, dichas nanoparticulas transportan paclitaxel para el tratamiento de células
humanas de carcinoma de ovario [Xiong y cols., 2012].

b.- Transporte mediado por péptidos

Determinados péptidos y macromoléculas peptidomiméticas, por ejemplo, la
secuencia RGD (arginina-glicina-acido aspartico), constituyen un sistema de
reconocimiento importante para la adhesion celular, permitiendo que estas biomoléculas
tengan una alta afinidad de union por las integrinas que se encuentran sobreexpresadas
en los vasos tumorales [Danhier y cols., 2012; Temming y cols., 2005]. Por lo tanto, la
union de estas macromoléculas a un sistema nanotransportador, incrementara la
acumulacion especifica de éste en los vasos sanguineos que irrigan la masa tumoral

[Herringson y cols., 2011].

El tipo de péptido a utilizar dependera de la clase de integrina que se encuentre en
la superficie de la célula tumoral. Por ejemplo, un reciente estudio ha demostrado que
puede ser retardado el crecimiento tumoral y prolongar la supervivencia en ratones
cuando son tratados con paclitaxel vehiculizado en nanoparticulas compuestas con
poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) con PEG en superficie, el cual fue modificado
con péptidos de secuencia RGD y que interaccionan especificamente con integrinas
alpha(v)beta(3) presentes en células endoteliales humanas de la vena umbilical. En este
estudio también utilizaron doxorrubicina para confirmar los efectos provocados por el
paclitaxel vehiculizado [Danhier y cols., 2009]. Se ha propuesto también el disefio de
liposomas con cadenas de PEG en su superficie (LiposSteadth) y el ligando
peptidico p18-4 localizado a nivel superficial para el transporte de doxorrubicina. El
ligando peptidico incorporado en la formulacién liposomal interacciona con lineas
celulares de cancer de mama como MDA-MB-435, el ligando no tiene un efecto notable
en el tamano de los liposomas ni liberacion de doxorrubicina. No obstante, esta

interaccion coloide-célula tumoral se traduce en un proceso de endocitosis de la
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nanoparticula y, asi, una mayor accion citotoxica de la doxorrubicina vehiculizada en
las células MDA-MB-435 [Shahin y cols., 2012].

Otro ejemplo muy interesante es la formulacidon de liposomas modificados
superficialmente con el péptido PH1, el cual presenta una gran especificidad de union
por las integrinas Tie2 [Mai y cols., 2009]. En este trabajo puede comprobarse que la
vehiculizacion del antitumoral cisplatino incrementa la actividad citotoxica de este
principio activo sobre las células tumorales que presentan en su superficie la
biomacromolécula Tie2. En otros trabajos se demostré que el disefio de nanoparticulas
de acido poliglutamico modificadas superficialmente con el péptido H2009.1
(biomolécula que presenta una gran afinidad por los receptores de integfig)as
permite el transporte especifico de doxorrubicina a las células cancerosas que presentan
abundantemente receptor en su superficie [Guan y cols., 2008]. Asi, estos nanosistemas
aumentan claramente la selectividad de la accion antitumoral de la doxorrubicina,

minimizando las reacciones adversas asociadas a su administracion.

Las grandes posibilidades que ofrece esta estrategia de transporte activo han
determinado su aplicacion en terapia génica contra el cancer. Numerosos estudios han
demostrado que la utilizacién de sistemas coloidales modificados superficialmente con
macromoléculas de tipo peptidico permite aumentar la eficiencia del proceso de
transfeccion a células cancerosas de genes, secuencias de oligonucledtidos o porciones
de ARN y ADN [Bolhassani 2011; Tanaka y cols., 2010]. Una investigacion muestra la
transfeccion de complejos de ADN a células tumorales mediante su vehiculizacion en
nanoparticulas poliméricas de polietilenimina (PEI) con PEG en superficie modificados
con péptidos especificos, como la clorotoxina, que se unen especificamente a los
receptores de células cancerosas de glioma (C6) y meduloblastoma (DAQY) presentes a

nivel superficial [Veiseh y cols., 2009]
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c.-Transporte mediado por aptameros

Los aptameros son secuencias de acidos nucleicos (oligonucleotidos de ADN o
ARN), capaces de unirse selectivamente a determinados antigenos que se localizan en la
superficie de las células tumorales. Estas biomoléculas se caracterizan por poder
sintetizarse quimicamente de forma muy sencilla y por presentar un pequefio tamafio.
En oncologia, los aptdmeros pueden ser utilizados por si mismos como agentes
antitumorales [Zhu y cols., 2012], pero también pueden acoplarse a nanosistemas
transportadores de farmacos para aumentar su especificidad por las células cancerosas
[Liy cols., 2012a, 2012b].

Se ha comprobado que la eficacia de accién del antitumoral paclitaxel puede
mejorarse significativamente mediante su vehiculizacion en nanoparticulas de PLGA
modificadas con cadenas de PEG y con el aptdmero AS1411. Este aptamero de ADN es
especifico de la nucleolina, una proteina que esta fuertemente expresada en la
membrana plasmatica de las células cancerosas y células del endotelio de la
neovasculatura tumoral. En este estudio [Guo y cols., 2011] se observd que la
interaccion del aptdmero con la nucleolina mejoraba significativamente la asociaciéon
entre las células de glioma C6 y las nanoparticulas, o que provocaba un incremento
muy significativo en la citotoxicidad de células tumorales, en comparacion con la
actividad desarrollada por las nanoparticulas que carecian de este ligando en su
superficie, debido a la acumulaciéon del farmaco antitumoral en la masa tumoral.
Ademas, los ratones con este tipo de tumor inducido y tratados con las nanoparticulas
funcionalizadas con el aptamero prolongaban su supervivencia en comparacion con

aquellos tratados con la nanoparticula sin el aptamero.

d.- Transporte mediado por receptores de acido folico y derivados

Los receptores de folato aparecen de forma abundante sobre la superficie de las

células cancerigenas como consecuencia del incremento de sus necesidades de acido
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folico para la sintesis de ADN. La interaccion de moléculas de é&cido félico con el

receptor de folato de las células tumorales conduce generalmente a un proceso de
endocitosis que desemboca en una acumulacion citosolica de estas moléculas [Ai y
cols., 2012; Garcia-Bennett y cols., 2011; Gonen y cols., 2012]. Este tipo de estrategias
se ha propuesto no solo para el transporte activo de farmacos a la regiéon tumoral, sino
también para aumentar la eficacia de la fototerapia contra el cancer y para mejorar la
eficiencia de las formulaciones disefiadas para el diagnostico de este. [Lai y Lee, 2009;
Low y Kularatne, 2009; Yang y cols., 2012]. Diversos estudios demuestran que los

liposomas recubiertos de moléculas de folato logran aumentar la captacion de los
agentes quimioterapicos en diversos tipos de células tumorales, incrementando asi la

citotoxicidad de éstos [Pan y Lee, 2005; Shmeeda y cols., 2006; Xiong y cols., 2011].

Ademas, se ha puesto de manifiesto la eficacia de esta estrategia de transporte
incluso ante los fendmenos de resistencia a farmacos que desarrollan las células
tumorales [Bavetsias y cols., 2000; Das y Sahoo., 2012; Gonen y cols., 2012]. Se ha
comprobado que la vehiculizacion de daunorrubicina en liposomas recubiertos de folato
permite su mejor captacidn vitro por células L1210JF del modelo murino de tumor
ascitico para la eficacia terapéutica in \@vocélulas tumorales B6D2F1 de ratén [Pan y
Lee., 2005]. Otro ejemplo lo encontramos en la vehiculizacion de los farmacos
antitumorales mitoxantrona, paclitaxel y metotrexato en nanoparticulas sdlidas lipidicas
[Zhuang y cols., 2012], consiguiendo una citotoxicidad significativa de células
tumorales MCF-7 del modelo murino de cancer de mama. Moléculas de folato en
superficie (en concreto, glucosilfosfatilinositol), también se ha utilizado en el disefio de
nanoparticulas de paticaprolactonaso-4-maleatae-caprolactona) para la mejora de
actividad antitumoral del agente quimioterapicos 5-fluorouracilo [Zhang y cols., 2011].
De manera similar han sido utilizadas nanoparticulas de poli(etilenimina) pegiladas con
moléculas de folato para el transporte de genes en diferentes lineas celulares, como

células tumorales C6 de gliomas [Liang y cols., 2009].
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e.- Transporte mediado por receptores de transferrina.

Los receptores de transferrina estan localizados ampliamente en la superficie de una
gran cantidad de células cancerosas. Debido a la posibilidad de saturacion de estos
receptores como consecuencia de la interaccion de transferrina endégena en plasma, se
ha sugerido la administracion de las nanoparticulas modificadas superficialmente con
esta biomolécula directamente en el interior de la region diana [Daniels y cols., 2012].
La transferrina ha demostrado una actividad muy prometedora ante la resistencia
desarrollada hacia algunos farmacos por diferentes células cancerosas y que esta
relacionada con la glicoproteina-P [Arora y cols., 2012]. La transferrina ha sido
conjugada directamente con farmacos anticancerosos asegurando una mayor
focalizacion de la accién de éstos [Shah y cols., 2009], y también con sistemas
coloidales para mejorar la biodistribucion del farmaco transportado y lograr asi una
mayor acumulacién de éste en el tumor [Sahoo y Labhasetwar., 2005].

Un reciente estudion vitro ha demostrado que la conjugaciéon de transferrina con
nanoparticulas de PLGA cargadas con paclitaxel, origina una captaciéon tres veces
mayor de este farmaco por células de cancer de prostata humano (PC3) en comparacion
con las nanoparticulas poliméricas sin esta modificacion superficial. Una simple
inyeccion intratumoral de nanoparticulas (dosis de paclitaxel: 24 mg/Kg) en animales
con tumores subcutaneos inducidos con esta linea celular permite la completa regresion
del tumor. Dichas nanoparticulas también han demostrado ser muy eficaces frente a la
linea de células de cancer de mama MCF-7 [Sahoo y cols., 2004; Sahoo y Labhasetwar,
2005]. Este tipo de estrategias ha sido propuesto para el tratamiento de tumores
localizados a nivel cerebral, ya que las nanoparticulas asi disefiadas atraviesan muy
facilmente la barrera hematoencefélica mediante endocitosis utilizando temozolomida
vehiculizada en nanoplataformas de olitacido malico) con trileucina, un
anticuerpo monoclonal al receptor de transferrina (TfR) [Patil y cols., 2010]. Asimismo
ha permitido incluso mejorar la fototerapia antitumoral [Derycke y cols., 2004] y el
diagnostico del cdncer mediante resonancia magnética de imagen [Jiang y cols., 2012a].
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ESTRATEGIAS DE TRANSPORTE ACTIVO DE FARMACOS BASADAS EN EL
DISENO DE COLOIDES SENSIBLES A ESTIMULOS DE DIFERENTE
NATURALEZA

Los nanosistemas transportadores con capacidad de respuesta a estimulos (internos
0 externos) presentan esencialmente un disefio de caracter polimérico o lipidico, y son
sensibles frente a pequefias variaciones de su entorno; dichas variaciones,
modificaciones o0 alteraciones provocan rapidamente cambios en la estructura y
propiedades fisicas en las nanoparticulas transportadoras (p. ej., degradacion,
hinchamiento, etc.). Algunos de estos cambios son reversibles y, por lo tanto, el material
puede volver a su estado inicial tan pronto como desaparece el estimulo. Dichos
estimulos pueden ser agrupados en tres categorias: fisicos (luz, eléctricos, magnéticos,
ultrasonidos, mecanicos y temperatura), quimicos (pH, fuerza iénica, soluto/disolvente
y electroquimicos) y biolégicos (enzimas y receptores) [Delcea y cols., 2011]. Los
estimulos responsables de este proceso pueden generarse en el interior del organismo (p.
ej., cambios de pH en zonas del organismo por procesos patologicos, cambios de
temperatura, interaccion con determinados sistemas enzimaticos, etc.), o bien puede
tener un origen externo (p. ej., campos magnéticos, campos eléctricos, luz, ultrasonidos,
etc.). Para conseguir el objetivo de esta estrategia de transporte activo el estimulo debe
producirse en la region diana. De esta manera, estara asegurada la acumulacién selectiva
de las moléculas activas en el tejido diana y, podra disminuir la incidencia y la
severidad de las reacciones adversas asociadas a la extensa biodistribucion del principio
activo (Figura 1.2.). Adicionalmente, con esta estrategia puede conseguirse la
modulacion de la duracioén e intensidad del efecto farmacoldgico [Arias 2011a; Cheng y
cols., 2013; Bawa y cols., 2009; Fleige y cols., 2012; Lee y cols., 2013; Pavlukhina y
Sukhishvili 2011; Torchilin, 2009; Zhu y Torchilin, 2013].
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Nanomaterial sensible a estimulos
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Figura 1.2. Liberacion de un farmaco antitumoral activada por la exposicién de la nanoparticula
a un estimulo. La destruccion de la nanoparticula facilita la cesion de la dosis de farmaco

vehiculizado en la masa tumoral.

a.- Control del proceso de liberacion de farmaco mediante cambios del pH

En este caso los materiales, empleados para la formulacion del coloide, son
extremadamente sensibles a pequefios cambios de pH, con respecto al sanguineo (pH =
7.4). Asi pues y dado que el intersticio tumoral presenta un pH aproximadamente de 6.6,
debido a alteraciones de tipo metabdlico (glucélisis aerdbica y anaerdbica) y de los
flujos sanguineo vy linfatico, el sistema transportador empezara a descomponerse y
liberara al mismo tiempo el principio activo vehiculizado. Es previsible que este tipo de
nanoparticulas presenten una distribucion extensa por el organismo y soélo cuando
alcancen la regiébn de pH al que son sensibles, se destruiran, controlando asi la
liberacion de la dosis de farmaco vehiculizado [Chen y cols., 2011; Elizondo y cols.,
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2011; Xing y cols., 2012; Zheng y cols., 2011]. Una posibilidad alternativa dentro de
esta estrategia es la utilizaciéon de sistemas transportadores (p. €j., liposomas) sensibles a
un pH entre 4.5 y 5.0. Estos coloides tras su internalizacion por la célula tumoral
mediante endocitosis, se degradaran en el interior de los lisosomas bajo la accion de este
entorno acido y de enzimas hidroliticas [Jiang y cols., 2012b; Mo y cols., 2013; Shiy
cols., 2002; Soares y cols., 2012].

De forma general, los materiales poliméricos y lipidicos que son sensibles a pHs
acidos contienen grupos carboxilicos, fosfatos o sulfénicos, mientras que los sensibles a
pHs basicos contienen en su estructura quimica sales de amonio. Todos estos grupos
quimicos son capaces de captar o ceder protones ante un cambio de pH determinado, lo
gue genera en la estructura de la nanoparticula cambios conformacionales que afectan a
su solubilidad o inducen su hinchamiento vy, finalmente, su destruccién. Los materiales
de tipo ibnico mas ampliamente investigados en el disefio de sistemas transportadores
sensibles al pH son polimeros del acido metacrilico, del metacrilato de dietilaminaetil,
del acido acrilico y del metacrilato de (dimetilamina) etilo [Dehousse y cols., 2010;
Shalviri y cols., 2012; Shalviri y cols., 2013].

Por ejemplo, un reciente estudio ha utilizado un polimero pH-sensible basado en
polietilenglicol-poli(L-histidina)-poli(L-lactida) (PEG-PH-PLLA) para disefar vy
desarrollar un sistema transportador del agente antitumoral doxorrubicina. La unién
entre ambas estructuras quimicas provoca que la liberacién sea mas rapida a pH (acido)
5.0 frente al pH (sanguineo) 7.4 en células tumorales HepG2 vy fibroblastos NIH 3T3.
Este trabajo muestra como la utilizacion de este coloide permite un notable incremento
de la actividad antitumoral del farmagovitro en comparaciéon con la administracion
del farmaco libre en solucién [Liu y cols., 2011]. Por otro lado, la utilizacion de
particulas hidréfobas de pdglamino éster) (PbAE) fueron empleadas para la
vehiculizacion del profarmaco paclitaxel oleato, debido a la dificultad que presenta
dicho farmaco en formulaciones para administracion por via parenteral. En concreto, las

nanoparticulas obtenidas fueron comparadas con paclitaxel oleato transportado en



Capitulo 1. Introduccion

poli(e-caprolactona) (PCL), las cuales no eran pH-serssitpara el tratamiento de
células de leucemia linfoblastica. Se concluyé que el profarmaco vehiculizado en las
nanoparticulas de PbAE mostraban una actividad mayor con respecto a la formulacion

con PCL, mejorando la distribucion de la molécula activa en el tumor [Lundberg, 2011].

Por ultimo, diversas investigaciones han demostrado que los sistemas liposomales
sensibles a variaciones de pH permiten un mejor transporte no soélo de farmacos
antitumorales hasta la zona diana, en comparacién con liposomas convencionales y
liposomas de liberacién prolongada, por sus propiedades fusogénicas [Karanth y
Murthy, 2007; Simdes y cols., 2004], sino que también permite el transporte de
antibioticos, oligonucleodtidos antisentido, ribozimas, plasmidos, proteinas y péptidos
[Simbes y cols., 2004]. Este tipo de formulaciones pueden ser también modificadas
superficialmente con polimeros y permiten la liberacion intracelular de la carga util de
farmaco encapsulado bajo condiciones levemente &cidas encontradas en endosomas
celulares. En este sentido la nanoplataforma emplea moléculas de alto peso molecular
unidas a la superficie de liposomas, en este caso poli(estioeacido maleico), un
copolimero cuya conformacién cambia en medio acido y genera una desestabilizacion
de los liposomas debido a la fusibn con la membrana celular. Estos liposomas
modificados superficialmente presentan interesantes posibilidades en el transporte del
agente quimioterapico 5-fluorouracilo para el tratamiento de células de cancer de colon

HT-29 en comparacién con liposomas puros [Banerjee y cols., 2012].

b.- Control de los procesos de liberacion de farmacos mediante cambios en la

temperatura.

Los coloides elaborados con materiales afectados por cambios térmicos
(termosensibles), se caracterizan por sufrir un proceso de desestabilizacion/destruccion
ante un ligero aumento de temperatura. Este comportamiento es tipico de nanosistemas
cuya estructura quimica contiene un elevado numero de grupos hidrofobos, (p. €j.,

metilo, etilo y propilo). Se caracterizan por presentar una temperatura critica de
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disolucién por debajo de la cual una mezcla binaria existe como disolucion de una fase
homogénea a cualquier concentracion, y al calentarla por encima de ella se produce la
separacion de fase\l superar esta temperatura, determina su disolugiota
consiguiente liberacién del farmaco transportalo. el tratamiento del cancer, las
nanoparticulas transportadoras de farmacos deben caracterizarse por una temperatura
critica de disolucion por encima de la temperatura corporal (37 °C), en torno a un
intervalo de 39 - 42 °C, intervalo de temperatura caracteristico de la masa tumoral

[Tagami y cols., 2012].

La poli(N-isopropilacrilamidaco-acrilamida) es quizés el polimero més estudiado
para el disefio de este tipo de nanosistemas, pues su temperatura critica de disolucion se
encuentra muy proxima a la fisiologica (37 °C) [Eeckman y cols., 2004; Eeckman y
cols., 2001]. Es mas, puede ajustarse facilmentd22°C mediante la incorporacion del
monémero hidréfiloN,N-dimetilacrilamida. También se han estudiado otros polimeros
termosensibles como la pdiK(l)-1-hidroximetil-propilmetacrilamida), la poli(2-
carboxi-isopropilacrilamida), la N,N-didodecilacrilamida, la polN-acril-N'-
alquilpiperacina), N-tert-butilacrilamide, poli{-acriloxisuccinimida), poliy-
isopropilacrilamidaeo-acido propilacrilico) o la polN,N-dietilacrilamida) [Bajpai y
cols., 2008; Kono, 2001, 2002; Maeda y cols., 2006; Malonne y cols., 2005; Szilagyi y
Zrinyi, 2005; Robb y cols. 2007; Ta y cols., 2010].

El estimulo térmico también se genera externamente, con un dispositivo adecuado;
por tanto, la principal limitacibn de esta estrategia es la focalizacion de su accion
exclusivamente a nivel de la masa tumoral sobre todo si se desconoce su ubicacion [Li y
cols., 2013]. En la terapéutica del céncer, esta estrategia aparece con grandes
posibilidades ya que permite aumentar la permeabilidad de los sistemas transportadores
y sustancias activas hacia la masa tumoral, gracias a una extravasacion selectiva sobre el
lugar de accion [Clares y cols., 2013; Stover y cols., 2008; Tagami y cols., 2011].
Ademas el calentamiento ha demostrado cierta toxicyuzdse sobre las células

cancerosas [Wust y cols., 2006]. La técnica implica un incremento del tamafio de poro
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en el endotelio de la microvasculatura que irriga el tumor e incluso un aumento del flujo
sanguineo en esta zona. A una temperatura de 42 °C se observa el efecto maximo de esta
estrategia: el tamafio de poro entre las células endoteliales que componen la pared de
estos vasos sanguineos pasadeé - 20 nm a mas de 400 nm. De esta manera, el
proceso pretende lograr de forma simultdnea el aumento de la permeabilidad de la
microvasculatura tumoral a las nanoparticulas, junto con la induccién de la liberacién
del agente quimioterapico por destruccion del coloide [May y Li, 2013]. Para ello, es

muy importante definir la temperatura a utilizar y el tiempo de calentamiento.

En base a este mecanismo se han logrado disefar liposomas capaces de alterar la
estructura de su membrana lipidica, ante un ligero incremento de la temperatura, lo que
permite la liberacion del principio activo vehiculizado de forma controlada y selectiva
[Hossann y cols., 2010; Koning y cols., Li y cols., 2010]. Existen diferentes estudios
donde han sido utilizados diferentes compuestos fosfolipidicos para la formacién de

liposomas termosensibles, como DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina).

Algunas de dichas formulaciones presentan sustancias adicionales de caracter
lipidico para aumentar la permeabilidad de la membrana cuando se alcanza la
temperatura de transicion, como p. ej., lisolipido u oligoglicerol, para la vehiculizacion
de sustancias hidrosolubles [Koning y cols., 2010]. Asimismo algunos de los
fosfolipidos utilizados no sélo favorecen la liberacién selectiva del principio activo sino
gue prolongan el tiempo de circulacién de estos nanosistemas termosensibles. Asi lo ha
demostrado el uso de 1,2-dipalmitsii-glicerol-3-fosfoglicerologlicerol (DPPGOG) en
la vehiculizacion de doxorrubicina [Hossann y cols., 2007]. Una estrategia muy
interesante para aumentar la termosensibilidad de los liposomas es la introduccion de
polimeros termosensibles en su estructura, p. ej., laNpebfropilacrilamida) o la
poli(N-isopropilacrilamidaco-acido propilacrilico) [Ta y cols., 2010; Han y cols., 2006;

Szilagyi y cols., 2005].
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c.- Control del proceso de liberacién mediante la luz.

El disefio de materiales capaces de responder a estimulos luminosos (luz
ultravioleta, visible e infrarrojos) ha suscitado poco interés en los ultimos afios. Sin
embargo, los sistemas transportadores de farmacos capaces de degradarse ante este tipo
de estimulo (principalmente luz visible), liberando asi el farmaco transportado, son
realmente interesantes por su seguridad, bajo coste y facil manipulacion. La estructura
de la nanoparticula cuenta entonces con grupos croméforos sensibles a la luz visible,
como las sales trisédicas de clorofilina y cobre. Ademas, el estimulo luminoso puede ser
administrado en cantidades bien definidas y de forma muy precisa [Bawa y cols., 2009;
Bédard y cols., 2010]. Existen diferentes estudios que demuestran la aplicabilidad de
diferentes polimeros fotosensibles. Sin embargo, a pesar de las interesantes
posibilidades que ofrece esta estrategia, son necesarias mas investigaciones para
demostrar su eficacia en el transporte y la liberacién controlada de farmacos

quimioterapicos.

d.- Control mediante ultrasonidos

Esta estrategia esta basada en la exposicion de la regién tumoral a la accién de los
ultrasonidos (ondas acusticas que oscilan rapidamente en un campo eléctrico alterno con
una frecuencia de mas de 20 kHz). La aplicacion de ultrasonidos en la region tumoral
provoca un incremento en la permeabilidad de los capilares sanguineos que irrigan las
células cancerosas, la generacion de energia térmica y la alteracion de las membranas de
estas células [Bawa y cols., 2009; Frenkel, 2008]. De forma general, se puede decir que
el sistema transportador llega a la regién tumoral gracias al efecto de EPR caracteristico
de la masa tumoral (estrategias de transporte pasivo). Una vez localizado en esta zona,
la captacion del coloide por las células cancerosas se garantiza mediante la alteracion
con ultrasonidos de la permeabilidad de la membrana celular. Ademas, la nanoparticula
también se degrada bajo la accion de éstos, liberando el principio activo [Husseini y
Pitt, 2008]. Esta estrategia se considera no invasiva, ya que los ultrasonidos tienen una
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muy adecuada capacidad de penetracion corporal. ElI control de la accién de los
ultrasonidos en el lugar deseado se logra ajustando parametros como la frecuencia, la

potencia o el tiempo de aplicacion.

Esta técnica ha sido utilizada con gran éxito en el tratamiento de ratones con cancer
de mama. En este caso el sistema coloidal utilizado para el transporte de doxorrubicina
estaba constituido por nanoparticulas de copolimeros de perfluorocarbono [Rapoport y
cols., 2007]. Recientemente también se ha publicado la utilizacion de liposomas
constituidos por dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) cargados con doxorrubicina, en
combinacion con ultrasonidos de baja frecuencidQ kHz). Las nanoparticulas fueron
administradas en el lugar diana y, 6 minutos después, aproximadamente el 95 % del

farmaco vehiculizado era liberado [Evjen y cols., 2011].

e.- Control del proceso de liberacion de farmaco mediante la utilizacion de

enzimas

En esta estrategia las enzimas presentes de forma natural en la regién tumoral
provocan la liberacion del farmaco vehiculizado desde el sistema transportador [Mahato
y cols., 2011; Meers, 2001]. Una de las principales aplicaciones de esta estrategia es el

transporte activo de farmacos antitumorales en el cancer de colon [Fleige y cols., 2012].

En un reciente estudio se ha comprobado que nanoparticulas a base de lipidos
funcionalizadas con PEG2000 logran transportar eficientemente plasmido ADN
(PDNA) hasta la masa cancerosa, lugar donde son degradadas por enzimas como
elastasa 0 2-metaloproteasa, liberando la sustancia activa [Yingyuad y cols., 2013]. Se
ha propuesto también la utilizacion de liposomas susceptibles a analogos de la
fosfolipasa A(2), dichos nanosistemas vehiculizan metotrexato para el tratamiento de
células humanas de cancer de colon HT-29 y KATO Ill. Esta enzima se encuentra en
gran cantidad en el intersticio tumoral y es capaz de hidrolizar los lipidos de la

membrana de los liposomas [Andresen y cols., 2004; Andresen y cols., 2005]. Otras
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enzimas que han sido propuestas para esta estrategia son la fosfatasa alcalina [Yin y
cols., 2011], la transglutaminasa [Zhang y cols., 2002], la fosfatidilinositol-fosfolipasa

C [Villar y cols., 2001] y gelatinasa y Dnasa [Dong y cols., 2010].

f.- Transporte de farmaco mediante la utilizacién de gradientes magnéticos

Manteniéndolo en este lugar durante el tiempo necesario para que toda la dosis de
farmaco vehiculizado sea liberado [Ciofani y cols., 2009]. La utilizacion de
nanoparticulas magnéticas, constituidos por nucleos de Oxidos de hierro
superparamagnéticos (principalmente, magnetita o0 maghemita) se caracteriza por una
muy limitada capacidad de incorporacién de principios activos en matriz, junto con una
liberacion de éstos excesivamente rapida [Arias, 2008a; Arias y cols., 2001; Duran y
cols., 2008]. Por su parte, los polimeros biodegradables y los sistemas vesiculares de
caracter lipidico tienen una excelente capacidad para el transporte de farmacos en
matriz, con una gran vehiculizacion, junto con una liberacion modificada y controlable
de farmaco gracias a su biodegradacion. Debido a ello, todos los estudios estan
centrados en el desarrollo de nanoplataformas constituidas por un nucleo magnético, y
un recubrimiento biodegradable de origen polimérico o lipidico. El nicleo magnético
conducira a la acumulacion del coloide en el lugar diana en respuesta al gradiente
magneético externo aplicado. Mientras que el material de recubrimiento [p. €j., chitosan,
poli(D,L-lactida-co-glicolida), poli¢-caprolactona), poli(alquilcianoacrilato) en el caso
de polimeros 0 le-fosfatidilcolina, dipalmitoilofosfatidilcolina,
dimiristoilfosfatidilcolina en el caso de lipidos] mejorara la biodegradabilidad y
biocompatibilidad de la nanoplataforma, y permitira el transporte de principios activos
[Duran y cols., 2008; Cho y cols., 2008]. Dado que el gradiente magnético disminuye
con la distancia, la principal limitacién de esta estrategia es asegurar el mantenimiento
de la fuerza del campo magnético para que el coloide magnético permanezca en el lugar

diana, o para activar la liberacién del farmaco.
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Para solventar este problema, ha sido propuesta la colocacion estratégica de
implantes constituidos por pequefios imanes en el interior o las proximidades del lugar
diana mediante cirugia menor [Arias, 2011a; Fernandez-Pacheco y cols., 2007]. La
utilizacion de implantes magnéticos combinados con un gradiente magnético externo
podria acrecentar ain mas si cabe la acumulacién de las nanoplataformas magnéticas en
la region diana, es este caso la zona tumoral [Chorny y cols., 2012; Fernandez-Pacheco
y cols., 2007; Rosengart y cols., 2005; Yellen y cols., 2005]. Junto con el uso de
implantes magnéticos, puede potenciarse la llegada selectiva del coloide magnético por
medio de la modificacion de la superficie de la nanoparticula magnética con ligandos
especificos de receptores presentes en la superficie de las células tumorales [Dehvari y
Lin, 2012; Lin y cols., 2009; Shen y cols., 2013]. También se han propuesto este tipo de
modificaciones para aumentar la selectividad de las nanoparticulas magnéticas por los
nuevos vasos sanguineos tumorales [Coenegrachts y cols., 2010; Reddy y cols., 2006;
Yan y cols., 2013; Zhang y cols., 2007].

1.3. NANOPARTICULAS MAGNETICAS EN EL
TRANSPORTE DE FARMACOS. HIPERTERMIA

Dentro de las diferentes nanoparticulas disefiadas para el transporte especifico de
farmacos destacan, por sus grandes posibilidades, los transportadores magnéticos
coloidales. De las aplicaciones bioldgicas de esta tecnologia destacan algunas como el
tratamiento de aguas residuales, la inmovilizacion enzimatica, la separacion magnética
por afinidad de biomoléculas, la seleccion de un tipo de células entre una poblacion

celular y la terapia celular (separacion y etiquetado celular) [Pankhurst y cols., 2003].

Los coloides magnéticos basados en nanoparticulaséxdéo de hierro
superparamagnético presentan numerosas posibilidades en biomedicina, ya que pueden
actuar comoi) biosensoresj) agentes de contraste por ser visualizados en resonancia

magnética nuclear (RMN) debido a su capacidad para disminuir los tiempos de
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relajacion T* y Ty*, iii) agentes de hipertermia en el tratamiento de tumores por
generar calor en el lugar deseado bajo la influencia de un campo electromagnético
alterno,iv) sistemas utiles en la reparacion y regeneracion tisulgrpgrticularmente,
transportadores de farmacos, ya que permiten acumular el farmaco vehiculizado en el
lugar diana mediante la utilizacion de un gradiente magnético externo adecuado [Arias y
cols., 2007b]. En referencia a la ultima aplicacion enumerada, podemos afadir que
diversos estudios demuestran que estos nanosistemas modifican de forma eficiente las
propiedades farmacocinéticas de los principios activos y su biodistribucion en el
organismo. De esta manera, la nanoplataforma magnética logra dirigir y localizar toda la
dosis administrada en el lugar de accion e incrementar la exposicion de las células diana
a la actividad farmacoldgica de los principios activos [Allen y Cullis, 2004; Arruebo y
cols., 2007; Pankhurst y cols., 2003].

Las caracteristicas fisicoquimicas de los coloidegméticos pueden modificarse
facilmente mediante un procedimiento de sintesis adecuado, para asi controlar su
geometria (forma y tamafo), capacidad de humectacion o mojabilidad
(hidrofilia/hidrofobia), carga eléctrica superficial, composicion quimica, unién a
receptores especificos de la regidén diana, capacidad para absorber/adsorber farmaco,
cinética de liberacion del mismo, biodegradacion y eliminacion, estabilidad en
almacenamientoir{ vitro), estabilidad en fluidos biolégicos(vivo), y capacidad de
respuesta a gradientes magnéticos aplicados. Asimismo para evitar su inestabilidad
vivo, la cual puede comprometer la llegada de las nanoparticulas magnéticas hasta el
lugar de accion, el sistema transportador debe reunir las siguientes caracteristicas [Arias
y cols., 2001; Gupta y Gupta, 2005; Duran y cols., 2008prma esférica y pequefio
tamafio (< 200 nm), para permitir la distribucion a nivel capilar y la perfusion uniforme
al 6rgano o tejido dianai) capacidad para transportar una amplia variedad de agentes
terapéuticos en cantidad suficiente como para permitir el transporte de dosis activas
biologicamente, sin hacer que el organismo se cargue demasiado de material
magnetizable;iii) una respuesta magnética adecuada a los gradientes magnéticos
aplicados, a pesar de la velocidad de flujo sanguineo presente en los sistemas
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fisiol6gicos, soOlo asi podra garantizarse el perfecto control del destino biolégico del
coloide magnéticoiv) velocidad de liberacion del farmaco controlable (o activable) en

la region diana; v) propiedades superficiales que permitan una maxima
biocompatibilidad y una minima antigenicidad. En cuanto a las propiedades eléctricas
superficiales, debe presentar una densidad de carga eléctrica superficial suficiente para
asegurar una repulsion electrostatica entre las particulas que evite su agregacion, y por

altimo vi) una facil y barata produccion a gran escala del sistema.

En la actualidad y a pesar de las caracteristicas idoneas anteriormente descritas, la
introduccion definitiva en clinica de estos los coloides magnéticos debe vencer una serie

de barreras, las cuales requieren de importantes esfuerzos investigadores. En concreto:

* La necesidad de utilizar intensos campos magnéticos para asegurar la perfecta
acumulacion del coloide magnético en el lugar diana. Debido a la pobre respuesta a
gradientes magnéticos de estos sistemas en zonas no tan superficiales del
organismo (> 2 cm de profundidad). Hay que indicar con respecto a la seguridad
asociada a la utilizacion de gradientes magnéticos en humanos, que los organismos
competentes como la FDA sefialan que no pueden utilizarse campos superiores a 7
Teslas (T).

* No hay certeza absoluta de que los mas que prometedores resultados logrados en
animales pequefios (ratones, ratas, conejos, etc.) sean extrapolables al ser humano.
Ademas, la exposicion del ser humano a un campo magnético externo generado por
un iman, debe producirse durante un tiempo prolongado para asegurar la accion del

coloide magnético, con lo que puede ser poco operativo y molesto para el paciente.

 ElI destino biolégico del farmaco vehiculizado debe todavia asegurarse

completamente mediante el perfecto control de los procesos de liberacion, ya que
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puede existir una escasa retencion del sistema transportador en el lugar diana

cuando se retira el gradiente magnético.

 Las nanoparticulas magnéticas podrian agregarse en el torrente sanguineo,
generando una embolia y efectos secundarios en los Organos donde quedan
atrapadas (principalmente, a nivel hepatico). Sin embargo, este fendmeno podria
transformarse en una ventaja si se pretende el tratamiento selectivo de tumores

localizados en alguno de esos 6rganos.

* No hay suficientes estudios que aseguren su facil produccion a gran escala, su

estabilidad y los beneficios econdmicos asociados a este tipo de terapia.

No obstante, cada vez hay un mayor numero de ensayos clinicos que respaldan la
eficacia y las posibilidades de los coloides magnéticos como sistemas transportadores
de farmacos [Dobson, 2006; Duran y cols., 2008; Libbe y cols., 2001; Rudge y cols.,
2000]. Los primeros estudios sobre estos sistemas en animales, aparecen en la década de
los 80 [Poore y Senyei, 1983; Senyei y Widder, 1981; Widder y cols., 1979; Widder y
cols., 1981]. En estas primeras investigaciones fue demostrada que la vehiculizacion de
adriamicina en microesferas magnéticas de albumina permitia mejorar su actividad
antitumoral en ratas con sarcoma de Yoshida. Mas tarde fue estudiada la eficacia de la
epirrubicina (4'-epidoxorubicina) vehiculizada en coloides magnéticos en ratas con
carcinoma de colon e hipernefronas. El coloide magnético disefiado tenia un tamafo
entre 50 y 150 nm, y para su guiado se utilizaron imanes constituidos por tierras raras
como el neodimio (Nd) capaces de crear una fuerza magnética de hasta 500 miliTeslas
(mT) [Libbe y cols., 1996b].

El primer ensayo realizado en fase | con este tipo de materiales se llevo a cabo en
pacientes con cancer con estadios de la enfermedad avanzados y sin respuesta a la

quimioterapia convencional [LUibbe y cols., 1996a]. Este estudio fue de los primeros en
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realizarse dentro de su campo y demostré que la utilizacion de los coloides magnéticos
como vehiculos de agentes antitumorales parecia ser seguro para el organismo humano.
De hecho, se conseguia concentrar de forma selectiva la dosis de farmaco en la region
tumoral, minimizando una extensa biodistribucion sistémica. Este estudio puso de
manifiesto que era necesario aplicar imanes potentes que crearan campos magnéticos lo
suficientemente intensos como para conseguir la completa acumulacion del coloide en
el lugar de accion. El resultado mas claro e interesante de este trabajo fue la observacion
de una marcada disminucion del volumen del tumor en 4 de los 14 pacientes incluidos
en el ensayo clinico. A partir de este momento, numerosas investigaciones se centraron
en establecer una “prueba de concepto” para tratar de demostrar la evidencia de la
acumulacion del coloide magnético en la masa cancerosa, como p.ej., una tincién

histoldgica [Alexiou y cols., 2001; Lubbe y cols., 1999].

Finalmente, parece interesante insistir en la versatilidad de estos coloides para el
transporte y la liberacién controlada de farmacos. De hecho, este tipo de nanomateriales
no solo permite la vehiculizacion de un amplio abanico de agentes antitumorales, sino
gue también tienen un gran potencial para el transporte de otro tipo de sustancias como
farmacos antiinflamatorios (como el diclofenaco sdédico) [Arias y cols., 2009a], vy

material genético [Chorny y cols., 2013], etc.

Podemos decir que el farmaco vehiculizado no estara biodisponible mientras siga
incorporado en la nanoparticula magnética. De esta forma, cuando el coloide magnético
llegue al lugar de accion dirigido por el gradiente magnético externamente aplicado,
liberara el farmaco transportado en la region diana donde debe actuar. Por lo tanto, una
cinética de liberacion demasiado rapida producira un efecto farmacoldgico similar al
obtenido con una dosis de farmaco en solucion [Ak y cols., 2013], mientras que una
cinética de liberacibn demasiado lenta podria limitar seriamente la actividad
farmacoldgica en el lugar diana [Park y cols., 2012]. El transporte del farmaco guiado

magnéticamente generard siempre una concentracion de farmaco en el lugar de accion



Capitulo 1. Introduccion

muy superior a la lograda cuando el principio activo se administra en solucién [Duran y
cols., 2008].

El transporte de farmacos a través de coloides magnéticos también esta relacionado
con las estrategias de transporte pasivo, ya que la biodistribucion de los coloides
magnéticos puede verse también beneficiada por el efecto EPR de la region tumoral
[Allen y Cullis, 2004; Arruebo y cols., 2007; Oh y cols., 2013; Pankhurst y cols., 2003;
Prashant y cols., 2010]. Incluso, el disefio de la nanoparticula permite llevar a cabo las
estrategias de transporte activo anteriormente comentadas, consiguiendo una mayor
acumulacion y potencia del coloide en la regién diana, con lo que la accién
farmacoldgica del agente antitumoral sera mucho mayor. De esta forma, se alcanzara un
efecto farmacoldgico 6ptimo, sin la necesidad de utilizar grandes dosis de principio
activo. Por todo esto, se ha propuesto el disefio de coloides magnéticos con capacidad
de respuesta a estimulos fisicos (diferentes a los estimulos magnéticos) de muy diverso
origen (cambio de temperatura, pH, luz, etc.) y con modificaciones a nivel superficial
(introduccion de cadenas de PEG, biotina, péptidos, anticuerpos monoclonales, etc.) que
potencian aun mas si cabe la accidén de las nanoparticulas magnéticas [Borlido y cols.,
2013; Brigger y cols., 2002; Hodenius y cols., 2002e y cols., 2013; Li y cols.,
2012b; Vauthier y cols., 2003].

A continuacion, es descrita una aplicaciéon de los coloides magnéticos que esta
dando lugar a un gran namero de trabajos de investigacion; hablamos del fenébmeno de
hipertermia [Cervadoro y cols., 2013; Ito y cols., 2013; Jiang y cols., 2012c; Sadhukha
y cols., 2013; Sivakumar y cols., 2013]. Esta aplicacion puede potenciar el tratamiento
llevado a cabo por el transporte del agente antitumoral hasta el lugar de accién
[Babincov y cols., 2008; Clares y cols., 2013; Kumar y cols., 2011; Laurent y cols.,
2011; May y cols., 2013]. La hipertermia aparece como consecuencia de la vibracion de
los momentos magnéticos de las nanoparticulas, debido a la accion de un gradiente
electromagnético alterno que oscila en un rango de frecuencia entre 50 - 500 kHz [Viota
y cols., 2013]. Se ha descrito que este fendmeno es consecuencia de la pérdida de
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histéresis magnética de las nanoparticulas [Gupta y Gupta, 2005; Huber, 2005; Ito y
cols., 2005]. La vibracion generada en los coloides magnéticos genera disipacion de
energia en forma de calor, o que provoca el aumento de temperatura en la zona donde
se encuentren, en este caso la masa tumoral, alcanzando un intervalo de temperatura
aproximadamente entre 42 - 45 °C, rango de temperatura suficiente como para provocar
dafos irreversibles y conducir la destruccion de las células cancerosas [Glockl y cols.,
2006; Hergt y cols., 2006; Huber, 2005; Tanaka y cols., 2005].

Dicha temperatura debera mantenerse duran8d minutos y ello inducird la
muerte de las células tumorales [Clares y cols., 2013; Glockl y cols., 2006; Hergt y
cols., 2006; Hilger y cols., 2006; Pankhurst y cols., 2003]. Ademas, este calentamiento
alterard/destruira el recubrimiento de los nucleos magnéticos, permitiendo el comienzo
de la liberacion controlada del farmaco [Clares y cols., 2013; Steinkea y cols., 2007,
Wagner, 2007].

Si bien algunos estudios apuntan la posibilidad de administrar los coloides
magnéticos por via intratumoral [Brigger y cols., 2002; Fernandez-Pacheco y cols.,
2007; Giustini y cols., 2011], la mayoria de los trabajos cientificos investigan la via de
administracion intravenosa. Esta via de administracion determina que las nanoparticulas
magnéticas entren en contacto rapidamente con fluidos fisiologicos de un pH
ligeramente basico (7.4) y con una fuerza iénica relativamente alta (130-150 meq/L).
Bajo estas condiciones fisioldgicas, las nanoparticulas tienden a agregarse para quedar
estabilizadas termodinamicamente. Esta agregacion se vera aun mas acrecentada si el
coloide presenta una magnetizacion remanente tras la retirada del campo magnético

aplicado.

Dependiendo de si la via de administracion es local o sistémica, se pueden
distinguir dos procesos principales de hipertermia. En primer lugar, las particulas
magnéticas pueden producir hipertermia después de su administracion en una pequefia

zona en el tejido tumoral. Este enfoque fue investigado por el grupo japonés de
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Kobayashi mediante el disefio de liposomas catidnicos magnéticos [Shinkai y cols.,
1999]. En este estudio fueron inyectados magnetoliposomas catiénicos
intratumoralmente en gliomas provocados en ratas, y se observé que las cargas positivas
retenian los liposomas en el sitio de la inyeccion, probablemente debido a interacciones
electrostatica con las membranas celulares. El resultado fue la completa regresion de los
tumores en el 90 % de las ratas tratadas después de tres periodos de hipertermia de 30
minutos cada uno [Yanase y cols., 1998]. En un estudio similar se llevé a cabo la
inyeccion directa de este tipo de coloides en ratones con cancer de mama subcutaneo y
se obtuvieron resultados similares de completa regresion de los tumores por
calentamiento de la masa tumoral [Hilger y cols., 2001]. En segundo lugar, tras
administracion sistémica de los coloides magnéticos, la hipertermia se produce en el
interior de las células tumorales, lo que implica que se produzca un transporte especifico
a las células cancerosas y un mayor dafio sobre las estructuras vitales. Las posibilidades
de este calentamiento intracelular fueron estudiadas en nanoparticulas magnéticas
incubadas con monocitos humanos y macréfagos de raton, a concentraciones a las que
no son capaces de producir por si solas un calentamiento significativo cuando se les
aplica un gradiente magnético alterno. Sin embargo, se observé una citolisis inducida
magnéticamente, probablemente debido a la generacion de hipertermia intracelular tras

la captacion de las nanoparticulas magnéticas [Halbreich y cols., 1998].

Un ejemplo de nanoparticulas magnéticas con capacidad de generar el fenémeno de
hipertermia, son aquellas constituidas por un nucleo d®,Feecubiertas por el
polimero dextrana-poli(N-isopropilacrilamidaN,Ndimetilacrilamida); dichos
nanosistemas logran aumentar claramente la liberacion selectiva de doxorrubicina en el
tumor. En concreto, el calentamiento especifico de este nanomaterial provoca la
degradacion del polimero y la liberacidon del agente antitumoral [Zhang y Misra, 2007].
De forma similar, los geles magnéticos de pblgopropilacrilamida) también permiten
la acumulacién especifica y la liberacién controlada de farmaco mediante hipertermia
[Ang y cols., 2007].
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De entre todos los coloides magnéticos estudiados hasta el momento destacan por su
biocompatibilidad y biodegradabilidad los magnetoliposomas. Precisamente
magnetoliposomas hipertérmicos transportadores de 5-fluorouracilo [Clares y cols.,

2013] han sido desarrollados por nuestro grupo de investigacion.

Coloides de este tipo constituidos por 1,2 dipalmitol-glicero-3-fosfocolina y colesterol

son capaces de vehiculizar mas del 80 % de metotrexato y liberarlo cuando se
incrementa la temperatura de 37 °C a 41 °C. Ademas, consiguen un aumento
significativo de la acumulacion de metotrexato en el musculo esquelético de ratones, si

se aplica un gradiente magnético y se calienta la zona a 41 °C [Zhu y cols., 2009].



Capitulo 2.

CONTRIBUCION
Y
OBJETIVOS

DEL TRABAJO DE DE
INVESTIGACION






Capitulo 2. Contribucion y Objetivos del Trabajo de Investigacion

2.1.0BJETIVOS

La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo central el disefio de
magnetoliposomas transportadores de 5-fluorouracilo con capacidad de respuesta a
campos magnéticos externos aplicados y como agente hipertérmico con actividad
adecuada en el posible tratamiento del cancer. Con este fin, se ha realizado un estudio
exhaustivo de las condiciones éptimas para la sintesis de nanoparticulas biodegradables
y biocompatibles constituidas por nucleos magnéticos de Oxido de hies@)(fFain
recubrimiento lipidico (Le-fosfatidilcolina). La capacidad del transporte lyeliacion

controlada de farmaco en la region diana también ha sido objeto de estudio.

La eficacia del recubrimiento lipidico de los nucleos magnéticos y las ventajas que
aporta a la capacidad de estas nanoparticulas para transportar el farmaco objeto de
estudio, se determinaran mediante un andlisis comparativo de la estructura y
composiciébn quimica de los tres tipos de materiales [magnetita, lipido y
magnetoliposomas], asi como la caracterizacion de las propiedades eléctricas y

termodinamicas superficiales de éstos.

El analisis de las propiedades magnéticas de los nucleos de 6xido de hierro y de los
magnetoliposomas permitira determinar la capacidad de estos sistemas para responder a
gradientes magnéticos aplicados y el grado de influencia del recubrimiento lipidico
sobre estas propiedades. En este sentido, hemos realizado un analisis a nivel

macro y microscopico de una suspensiéon de las nanoparticulas magnéticas.

Una parte fundamental de la investigacion es la determinacion de la capacidad de
vehiculizacion (transporte y liberacion controlada) de 5-fluorouracilo que tienen los
magnetoliposomas disefiados. Para ello, se investigardn extensamente dos meétodos
convencionales de incorporacion de farmacos en este tipo de nanosistemas: adsorcién

superficial 'y absorcion en matriz. Se utilizardn técnicas cuantitativas
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(espectrofotometria UV-Visible) y cualitativas (electroforesis) para caracterizar el 5-

fluorouracilo en las nanoparticulas disefiadas.

Otro objetivo basico ha sido el analisisvitro del proceso de liberacion del agente

antitumoral por medio del fenomeno de hipertermia a través de las nanoparticulas,

determinando espectrofotométricamente la cantidad liberada y caracterizando el tipo de

vehiculizacion en las nanoparticulas.

En términos mas concretos, este trabajo de investigacion pretende alcanzar los

siguientes objetivos:

1-

Sintesis de nanoparticulas biodegradables y biocompatibles constituidas por un
nacleo magnético (magnetita) y un recubrimiento lipidicaxflosfatidilcolina).

Nos basaremos en un procedimiento modificado del método de hidratacion de la
capa fina que simplifica la metodologia previamente desarrollada para la
formulacién de este tipo de nanoplataformas.

Caracterizacion de la geometria, composicion y estructura quimica de los coloides
simples (liposomas y nanoparticulas magnéticas) y coloides mixtos

(magnetoliposomas).

Estudio comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los tres tipos de
nanomateriales [magnetita, d-fosfatidilcolina y magnetoliposomas] mediante
electroforesis. Uso de modelos tedricos para evaluar el potencial eléctrico
superficial de las nanoparticulas. Control del mismo en funcion de las

caracteristicas del medio de dispersion (pH y fuerza ionica).

Andlisis comparativo de las propiedades termodinamicas superficiales de las

nanoparticulas mediante la determinacion del angulo de contacto de liquidos
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seleccionados. Uso de modelos tedricos para evaluar dichas propiedades. Estudio

de la naturaleza hidroéfila/hidréfoba de las nanoparticulas.

Pruebain vitro sobre la toxicidad de los tres tipos de materiales en células

tumorales en ausencia del agente quimioterapico.

Caracterizacion de las propiedades magnéticas de los magnetoliposomas en

comparacion con los nucleos de magnetita puros.

Determinaciéon de la capacidad de vehiculizacion de 5-fluorouracilo por los
magnetoliposomas mediante métodos espectrofotométricos y electrocinéticos.
Estudio de los principales factores que condicionan este proceso (procedimiento de
incorporacion y cantidad de farmaco utilizada), para asi identificar las condiciones

Optimas de vehiculizacion.

Evaluacion de la liberacion de farmaco desde los magnetoliposomas. Andlisis del
efecto del método de incorporacion (absorcion/adsorcion) sobre la liberacion.
Influencia del fendmeno de hipertermia en la liberacion del farmaco. Estudio

cinético.

2.2. CONTRIBUCION

La aportacion principal de la presenfesis Doctorgl en el campo de la

investigacion y el desarrollo de coloides como sistemas transportadores de farmacos, es

el

desarrollo y estudio preliminar de una nanoplataforma biodegradable vy

biocompatible, con potencial aplicaciéon en el transporte dirigido de 5-fluorouracilo

combinado con el fendmeno de hipertermia para el tratamiento del cancer. El disefio del

nanosistema pretende dirigir toda la dosis de farmaco hacia el lugar de accién y retener

el agente quimioterapico en la masa tumoral, mediante la aplicacibn de un campo
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magnético externo. El nanosistema estara constituido por nucleos de 6xido de hierro
superparamagnéticos (magnetitag@¢ embebidos en una matriz lipidica o liposomal
(L-a-fosfatidilcolina). El resultado de dicha asociacida lugar a un nanosistema
denominado magnetoliposoma. Su empleo en clinica permitira minimizar los efectos
secundarios derivados de la extensa biodistribucion y pobre especificidad de accion de
este tipo de principios activos por las células cancerosas. De esta forma, seran precisas
dosis de farmaco claramente inferiores para conseguir la misma accion terapéutica. Por
otro lado, el caracter superparamagnético de los nucleos de magnetita embebidos en el
interior de la matriz lipidica podra dotar al magnetoliposoma como agente de
hipertermia, fendbmeno que puede tener gran influencia en el proceso de liberacion del

farmaco.

Este campo de investigacion es extenso y se encuentra en constante crecimiento,
por lo que consideramos que nuestro trabajo de investigacion podria contribuir en los

siguientes aspectos:

» Disefio de un procedimiento reproducible, sencillo y econémico de sintesis de
nanoparticulas magnéticas. La modificacion introducida en la técnica de hidratacion
de la capa fina desarrollado por otros autores para la sintesis de liposomas, basada
en la incorporacion de los nucleos de oxido de hierro en la fase acuosa, simplifica

notablemente la metodologia de sintesis para magnetoliposomas.

* Aplicacion de métodos de analisis fisico, quimico y fisicoquimico de superficies
muy sensibles a las transformaciones experimentadas por los nucleos de magnetita
al quedar recubiertos por la matriz lipidica. La informacion obtenida puede ser
especialmente util en la identificacibn de los mecanismos de formacién de los

magnetoliposomas.
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Observacion de la respuesta de los magnetoliposomas frente a la aplicacion de
campos magnéticos externos: de forma cuantitativa mediante la determinacion de
su ciclo de histéresis, y de forma cualitativa mediante visualizaciétro de

suspensiones acuosas de las nanoplataformas a nivel macro y microscépico.

En estrecha relacion con la contribucion anterior, se pretende desarrollar
nanoparticulas magnéticas hipertérmicas con posibilidades en el transporte activo
de farmacos hacia el tejido canceroso. Consideramos que esta contribucion es
especialmente importante, ya que este estudio potencia este tipo de nanosistemas

como agentes terandsticos en clinica.

Evaluacion de la biocompatibiliad de las nanoplataformas a nivel in vitro por medio
de la citotoxicidad y compatibilidad sanguinea (hemocompatibilidad) en lineas

celulares tumorales.

Andlisis de la capacidad de este nanosistema mixto como sistema transportador de
farmacos. En este sentido, la capacidad de vehiculizacion del coloide se investigd

con el agente antitumoral 5-fluorouracilo.
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3.1. SINTESIS Y ESTUDIO GEOMETRICO

3.1.1. OXIDO DE HIERRO SUPERPARAMAGNETICO.
NANOPARTICULAS DE MAGNETITA

Dentro de los diversos tipos de nanoparticulas de 6xido de hierro son de especial
interés las de naturaleza superparamagnética por su potencial utilidad en la separacion y
etiquetados celular (detoxificacion de fluidos biologicos), reparacion de tejidos
(ingenieria tisular), transporte de farmacos, resonancia magnética de imagen (como
agente de contraste), hipertermia y magnetofeccion (transporte magnético de genes a las
células diana) [Duran y cols., 2008]. Su pequefio tamafio y su gran area superficial
especifica determinan la gran susceptibilidad magnética y el comportamiento
superparamagnético de estas nanoparticulas [Gupta y Gupta, 2005]. Por este motivo, el
procedimiento de sintesis persigue obtener estas propiedades.

La magnetita, 6xido ferroso-férrico, ¥ (Fe*),(0*); 6 FeO,; es un mineral
encontrado en entornos geoldgicos diversos y en algunos depdsitos en cantidad
suficiente como para constituir un mineral de hierro importante [Gaines y cols., 1997].
La magnetita es un ejemplo de 6xido de hierro ferrimagnético, cuyo comportamiento
estd fundamentalmente asociado a su estructura cristalina. En ella, los iShes Fe
acoplan antiferromagnéticamente y no contribuyen a la imanacion. Por el contrario, los
iones Fé' de cada celda tienen orientacién paralela y son responsables del momento
magnético de dicha celda y, por tanto, del comportamiento magnético de la magnetita.
En organismos vivos como las abejas, los delfines, las palomas o ciertos
microorganismos tales como bacterias (pMjagnetospirillum magneticurAMB-1,
Magnetospirillum magnetotacticuMS-1 o Magnetovibrio MV-1) se han encontrado
pequefios agregados de este 6xido de hierro magnético [Arakaki y cols., 2008; Okon y
cols., 1994; Yan y cols., 2012a].
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En cuanto a si toxicidad, se ha comprobado que es muy bajainai@ [Petri-
Fink y Hofmann, 2007] comm vivo [Gu y cols., 2012]. La bibliografia refleja que la
dosis letal 50 (Do) presenta un valor de 400 mg/Kg [lannone y cols., 1991], por lo que
es bien tolerada por el cuerpo humano [Li y cols., 2012b; Mdiller y cols., 1996]. En lo
referente a su biodegradabilidad, numerosos estudios han demostrado que en el caso de
nanoparticulas superparamagnéticas con tamano inferior a 20 nm, su degradacion puede
ocurrir en los lisosomas de células del SRE (p. ej., macréfagos). En este proceso de
biodegradacion se genera hierro libre, el cual puede utilizarse en la sintesis de
transferrina y ferritina. Si, por el contrario, las particulas de magnetita presentan un
tamafio mayor, su eliminacién del organismo suele tener lugar mediante filtracion renal
[Guy cols., 2012; Okon y cols., 1994]. Debido a sus propiedades de biocompatiblidad y
biodegradabilidad, se ha propiciado el desarrollo de nanoparticulas de 6xido de hierro
comercializadas con el nombre de Res6viBayer) en forma de solucién inyectable,
como medios de contraste para la deteccion de lesiones focales y tumores hepaticos por

resonancia magnética nuclear [Vadémecum, 2013].

Desde mediados del siglo pasado se han desarrollado numerosos métodos para la
preparacion de particulas de magnetita con tamafio micrométrico [Omer-Mizrahi y
Margel, 2009] o nanométrico [Katsnelson y cols., 2012; Laurent y cols., 2008; Sun y
Zeng, 2002]. Es muy interesante comprobar como muchos de ellos permiten incluso
modificar las caracteristicas de la superficie de estas particulas en funcién de la
aplicacién deseada [Charles, 2003; Elaissari y cols., 2003; Tartaj y cols., 2003]. Si bien
es muy dificil establecer una clasificacion que abarque todos los métodos desarrollados
de obtencion de nanoparticulas magnéticas constituidas de o6xidos metalicos,
mencionaremos algunos de los métodos mas utilizados a nivel general [Duran y cols.,
2008; Laurent y cols., 2008]:

« Método de microemulsion: este método se basa en la formulacién de
microemulsiones con fase externa oleosa que conduce al crecimiento de los nucleos

magnéticos. Una modificacion de esta técnica permite la preparacion de
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nanoparticulas compuestas por aleaciones de hierro (Fe) [Feltin y Pileni, 1997;
Pileni, 1997, 2001], cobalto (Co) [Schultz-Sikma y cols., 2011] o niquel (Ni) [Zhu

y cols., 2004] con un tamafio inferior a 10 nm. También se ha usado este método
para formular particulas de hierro recubiertas de capas de metales, p.ej., oro
coloidal, con el objetivo de ralentizar la oxidacion de estos nucleos y facilitar otras

modificaciones superficiales con fines biomédicos (Figura 3.1.) [Carpenter, 2001;

Iglesias-Silva y cols., 2010; Lépez-Pérez y cols., 1997; Rivas y cols., 1994].

Figura 3.1. Microfotografia electrénica de transmision (TEM) de nanoparticulas de
maghemitay(-F,Os) recubiertas por oro (Au), obtenidas por el método de microemulsion.
Reproducido de Iglesias-Silva, 2010. Copyright Elsevier (2010).

Método de los poliolegécnica basada en una disminucion de iones metélicos en
presencia de polioles (p.ej., de etileno, propileno, etilenglicol, polietilenglicol,
dietilenglicol, etc.). Este método permite obtener una gran gama de particulas con
tamafios comprendidos de 10 nm hastarl con una composicién quimica muy
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variable (hierro, aleaciones de cobalto y niquel e, incluso, aleaciones de hierro,
cobalto y niquel) (Figura 3.2.). La formacion de las particulas se produce por

crecimiento y nucleacion, bien espontanea o heterogénea [Fiévet, 2000; Laurent y
cols., 2008; Toneguzzo y cols., 1998, 2000].

Figura 3.2. Microfotografia electrénica de barrido (SEM) de nanoparticulas constituidas
por una aleacioén de hierro, cobalto y niquel, y obtenidas mediante el método de los
polioles. Reproducido de Toneguzzo y cols., 2000. Copyright SpringerLink (2000).

* Método de descomposicién de precursores organometalm®®xidos metélicos

con caracter magnético pueden ser preparados por la descomposicién de

compuestos organometalicos, bien por empleo de altas temperaturas (termdlisis) o

bien a través del uso de ultrasonidos (sondlisis). Con respecto a la primera técnica,

esta se utiliza ampliamente para la sintesis de particulas superparamagnéticas de
hierro, de cobalto y de aleaciones de hierro [Behrens y cols., 2006; Charles, 2003;

Puntes y cols., 2001]. Basicamente, el procedimiento consiste en la descomposicion

térmica por hidroélisis, oxidacion o neutralizacion de mezclas de compuestos

organometalicos de las nanoparticulas en una disolucién de hidrocarburo. En este
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proceso las condiciones de la reaccion, tales como la velocidad de calentamiento, la
temperatura, el tiempo y la composicion del medio de sintesis (disolvente) influyen
en la geometria de las particulas sintetizadas. Este método permite obtener
particulas con un tamafio controlado caracterizado por una distribucion
monodispersa (Figura 3.3.) [Hyeon y cols., 2001; Sun y Zeng, 2002; Yin y cols.,
2004].

-.I.:-':’"'!,':.'.f T

Figura 3.3. Microfotografia electronica de transmision (TEM) de nanocristales de
maghemita(-F,O3) recubiertos con &cido elaidico obtenidos mediante descomposicion
térmica de hierro pentacarbonilo [Fe (G través de una oxidacion controlada cen N
oxido trietilenamina [(CB)sNO]. Reproducido de Yin y cols., 2004. Copyright Materials
Research Society (2004).

Con respecto a la segunda técnica, esta es usada para la obtencién de
nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro por medio de reacciones inducidas
por ultrasonidos denominadas reacciones sonoquimicas [Pinkas y cols., 2008]
(Figura 3.4.). Los procesos sonoquimicos se basan en los efectos de cavitacion
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producidos por el colapso que experimentan las goticulas de precursores férricos,
p.ej., Fe(COy), Fe(NQ); 6 Fe(OAc) [Schmidt, 2001; Vijayakumar, 2001], cuando

son sometidas a ondas acusticas de 20 kHz (ultrasonidos) [Huang y cols., 2002].
Factores tales como la velocidad de enfriamiento, nivel de mezcla atémica, empleo
de disolventes orgéanicos y la naturaleza de las reacciones sonoquimicas influyen en
la composicion, morfologia externa, cristalinidad y en definitiva en el control de la
naturaleza quimica de los fluidos ferromagnéticos obtenidos por esta técnica [Abu
Mukh-Qasem y Gedanken, 200®inkas y cols., 2008].

Figura 3.4. Microfotografia electrénica de barrido (SEM) de nanoparticulas amorfas de
FeOs; obtenidos por sondlisis mediante el precursor férrico acetilacetona [Fe](acac)
Longitud de la barra: 100 nm. Reproducido de Pinkas y cols., 2008. Copyright Elsevier
(2008).

* Método de los aerosolesste método se basa en un proceso quimico continuo, que
permite la formacion de nanoparticulas de 6xido de hierro de forma controlada por
medio de nanogoticulas que constituyen la fase interna del sistema disperso en fase
de vapor (Figura 3.5.). La geometria original de las goticulas influye en la forma y
tamafio de las particulas obtenidas por el proceso de nebulizacion. Este método se
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caracteriza por la obtenciéon de un rango estrecho de tamafios de particula con un
gran rendimiento y una gran versatilidad en la modificacion de la superficie del
material obtenido con polimeros y compuestos inorganicos [Matije\Rartch,

2000; Tartaj y cols., 2003]. Se han desarrollado dos variantes a esta técnica:
aspersion y pirélisis mediante laser [Dumitrache y cols., 2005; Gonzalez-Carrefio y
cols., 1993; Popovici y cols., 2007; Veintemillas-Verdaguer y cols., 2003; Tartaj y
cols., 2007].

Figura 3.5. Microfotografia electrénica de transmisién (TEM) de nanoparticulas de hierro
ultrafino sintetizadas segun el proceso continuo de pirolisis inducida por laser a partir de
hierro pentacarbonilo [Fe (CG))en forma de aerosol. Reproducida de Veintemillas-

Verdaguer y cols., 2003. Copyright Elsevier (2002).

* Meétodo electroquimico: este método se basa en un proceso electrolitico de sales
constituidas por metales. El proceso se realiza a través de electrodos de hierro en
presencia de disolventes organicos. Basicamente, el tamafio de particula puede ser

controlado por medio de la densidad de corriente aplicada [Pascal y cols., 1999].
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Esta técnica permite obtener nanoparticulas magnéticas de Oxidos de hierro o
mezcla de Oxidos metdlicos tales como magnetitaOgfre maghemita F,O;)
(Figura 3.6.), hexaferrita de estroncio (SE#gg), hexaferrita de bario (Bak©;0)

e incluso cobalto coloidal (Co) [Amig0 y cols., 2000; Khan y Petrikowski, 2002;
Pascal y cols., 1999].

Figura 3.6. Microfotografia electrénica de transmisién (TEM) de nanoparticulas de
maghemita(-F,O3) obtenidas por proceso electroquimico aplicando una densidad de
corriente de 3 mA/cfren N,Ndimetilformamida (DMF) como medio orgénico. Longitud
de la barra: 50 nm Reproducida de Pascal y cols., 1999. Copyright American Chemical
Society (1999).

* Método de co-precipitacion en solucion: es probablemente el método mas simple y
eficiente para la obtencién en gran cantidad de particulas magnéticas. Esta técnica
permite la sintesis de coloides inorganicos con una geometria uniforme, obtenidos
por una reaccion estequiométrica de precursores quimicos (sales ferrosas o férricas)
que precipitan en disolucion acuosa, mediante la adicion de sustancias basicas

[Arias y cols., 2001; Bee y Massart, 1995]. Se basa en la separacion, nucleacion y
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crecimiento de particulas de Oxido de hierro. La nucleacién ocurre cuando la
concentraciéon de las especies alcanzan la supersaturacion critica, tras ello, surge un
crecimiento lento por difusion de los solutos hacia la superficie del cristal. Para
producir nanoparticulas de o6xidos de hierro con tamafios monodispersos, la
nucleacion deberia estar separada durante el periodo de crecimiento [Tartaj y cols.,
2006]. El posterior proceso de envejecimiento u oxidacion en la solucién determina
la formacién de nanoparticulas de magnetita@k)e sus formas oxidadas como
maghemita jFe,O3) [Pérez-Artacho y cols., 2012] u otras ferritas. La cinética de
esta reaccion ha sido ampliamente investigada [Matije@apieszko, 2000; Ocafia

y cols., 1995]. Para el caso de la magnetita, la reaccion quimica de formacion (1) es

la siguiente:

Fe* + 2F€" + 80OH — Fe0, + 4H,0 1)

De acuerdo con la termodinamica de la reaccion, la completa precipitacion de
magnetita puede producirse a pH 8 y 14, con una relacion estequiométrica 2:1
(FE"'/IFE€") en ausencia de oxigeno. En el caso de la maghemita, est4d puede
producirse por la oxidacidon de magnetita en presencia de oxigeno, aunque no es la
Gnica forma de transformar magnetita en maghemita, ya que los fendmenos redox
dependen del pH de la suspension. La reaccion quimica de formacion (2) de la

maghemita a través de magnetita es [Laurent y cols., 2008]:
F&O4 + 2H — y-Fg03+ FE" + H,0 2)
La variante mas ampliamente utilizada por su versatilidad y sencillez es la

propuesta por Massart (Figura 3.7.) [Frimpong y cols., 2010; Massart, 1981; Viota
y cols., 2007].
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Figura 3.7. Microfotografia electrénica de transmisién (TEM) de nanoparticulas de
magnetita (F£0,) obtenidas mediante co-precipitacion en solucién. Figura insertada:
Histograma de tamafos de las nanoparticulas. Reproducido de Viota y cols., 2007.
Copyright Elsevier (2007).

En este trabajo de investigacion, el procedimiento para la sintesis de nanoparticulas
de magnetita superparamagnéticas es el de co-precipitacion en solucién [Massart, 1981].
La experiencia adquirida y reflejada en diversosidéss permite afirmar que esta
metodologia permite la obtencién de nanoparticulas de magnetita con morfologia
cubica, tamafio muy pequefio (< 20 nm) y una baja polidispersién de tamafios [Arias y
cols., 2011c; Arias y cols., 2012a; Clares y cols., 2013; Viota y cols., 2007].
Precisamente ha sido este método el seguido para la sintesis de nanoparticulas de
magnetita objeto de esfieesis Doctoral La metodologia de sintesis comienza con la
combinacion de dos disoluciones acuosas de sales férricas y ferrosas en presencia de
una base fuerte. Hay que indicar que todos los reactivos quimicos utilizados tenian
calidad analitica [Panreac, Espafia]. La reaccion consiste en la adicion de 40 mL de una
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disolucién de cloruro férrico (Fe£I1 M) y 10 mL de una disolucion de cloruro ferroso
(FeCb, 2 M) acidulada (HCI, 2 M). Ambas disoluciones son afadidas poco a poco, a
temperatura ambiente, sobre 500 mL de una solucién acuosa de amonigdd. {NW

y bajo agitacion mecanica (700 r.p.m.) durante 1 hora. Bajo estas condiciones, las
nanoparticulas de magnetita se forman espontaneamente y son recogidas en el fondo del
recipiente de reaccion, gracias a la aplicacion de un iman de 400 mT, para

posteriormente eliminar el sobrenadante del medio por sedimentacion magnética.

Las nanoparticulas de magnetita tienden a formar agregados, debido a su pequefio
tamafio. Por tanto, es necesario conseguir que estas permanezcan aisladas en el medio
de dispersion. El tratamiento quimico a realizar depende del pH que presenten las
suspensiones con la que se trabajara. Si el medio es basico, las particulas se van a
dispersar en una disolucién acuosa de hidroxido de tetrametilamaiigNO, 1 M);
en cambio si el medio es acido, como es nuestro caso, las particulas se mantienen
dispersadas en una disolucion de acido perclorico (lJAOM) durante 12 horas. A
continuacion, las nanoparticulas son retiradas de la disolucion de acido perclérico con
ayuda de un iman de 400 mT y se redispersan en agua bidestilada. En el caso de que las
nanoparticulas no se empleen de forma inmediata, las suspensiones se desecan en un
horno de conveccion a 60 = 0.5 °C [Digitronic, J.P. Selecta, S.A., Espafia],

conservandolas en estado seco hasta su utilizacion.

La caracterizaciéon de la geometria (forma y tamaf®)las nanoparticulas de
magnetita se realiz6 mediante microscopia electronica de transmision (TEM) [LIBRA
120 PLUS Zeiss SMT, Alemania], microscopia electronica de transmision de alta
resoluciéon (HRTEM) [STEM PHILIPS CM20, Holanda] y microscopia electronica de
barrido de alta resolucion por emision de campo (FeSEM) [Zeiss DSM 950, Alemania].
Como puede apreciarse en la Figura 3.8. las paticdé magnetita presentan una

morfologia cubica, superficie aparentementeylisa tamafio inferior a 20 nm.
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La determinacion del tamafio de particula se obtuvo mediante espectroscopia de
correlacion de fotones (PCS) [Malvern 4700 analyzer, Malver Instruments, Inglaterra].
Esta técnica se basa en el analisis de la funcion de autocorrelacion de la luz laser
dispersada por la suspension de particulas en movimiento térmico. La determinacion es
independiente de factores externos, salvo la viscosidad y la temperatura del medio v,
como hace que las orientaciones de las particulas sean aleatorias, minimiza cualquier
posible efecto de su forma. La muestra analizada fue una suspension acuosa diluida de
magnetita€ 0.1 %, p/v), la cual fue sonicada previamente der&rminutos. EIl angulo
de scattering se fij6 en 60°. De esta manera se determin6 que el tamafio medio de las
particulas de magnetita era 11 +* 2 nm, por lo que pueden considerarse
superparamagnéticas [Liu y cols., 2006; Lopez-Lopez y cols., 2005; Taupitz y cols.,
2003].

Estepequefio tamafio se confirmé mediante el andlisisidefotografias TEM y
HRTEM. Para llevar a cabo dichas técnicas, fue sonicada una suspension acuosa diluida
de magnetitax 0.1 %, p/v) durante 5 minutos y a continuacioneggoditaron una gotas
de ésta sobre una rejilla de cobre con pelicula formvar. Por dltimo, estas rejillas se
secaron a 35.0 £ 0.5 °C en un horno de conveccion. Para la observacion de las
nanoparticulas de magnetita por medio de microscopia FeESEM, la preparacion de las
muestras se realiz6 mediante sonicacion durante 5 minutos de una suspension acuosa
diluida de particulas de magnetita, posteriormente se colocd 100 pL de la solucion de
magnetita en un portamuestras de FeESEM (stubs o setas). A continuacién, se secaron a
37.0 °C £ 0.5 °C durante 24 horas en un horno de conveccion. Tras ello, con el fin de
hacer conductoras las muestras, éstas fueron recubiertas con carbon y se sometieron a
una presion de 10 torr para conseguir la sublimacién de dicho material de

recubrimiento.
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Figura 3.8. (a) Microfotografia electronica de transmision de alta resolucién (HRTEM),
(b) microfotografia electrénica de transmision (TEM) y (c) microfotografia electrénica de
barrido de alta resolucion de emision de campo (FeSEM) de nanoparticulas de magnetita.
Longitudes de barra: 100 nm (a), 200 nm (b) y 20 nm (c).

3.1.2.L-a-FOSFATIDILCOLINA. LIPOSOMAS

La L-a-fosfatidilcolina (PC), también llamada 1,2-diasil-glicero-3-fosfocolina es
un tipo de fosfolipido o lipido anfipatico perteneciente al grupo de ésteres de &cidos
grasos cuyo componente alcohdlico contiene un grupo fosfato. Presenta un peso
molecular aproximado de 768 g/mol [Sigma Aldrich, Alemania]. De forma general, esta
constituido por dos cadenas de &cidos grasos esterificadas con los hidroxilos en posicion
1 y 2 de una molécula de glicerina. El hidroxilo en posicion 3 de la glicerina esta
esterificado a su vez con una molécula de acido fosférico, que a su vez se encuentra

conjugado con una sustancia basica como es la colina (Figura 3.9.).
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Figura 3.9. Férmula estructural ded-fosfatidilcolina.
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La principal fuente de fosfolipidos es la lecitina, sustancia natural obtenida de las
habas de soja o de la yema de huevo. A nivel general, los fosfolipidos poseen dos
cadenas apolares (o hidréfobas) y un grupo polar (o cabeza hidréfila) unida a ambas
cadenas. Esta ultima zona suele estar constituida por un acido graso saturado (palmitico

0 estedrico) y un acido insaturado (oléico, linoléico o araquidénico).

Los fosfolipidos no presentan olor y son préacticamensolubles en aceites
(animales y vegetales) a bajas temperaturas, disolventes polares y agua. Sin embargo,
son solubles en hidrocarburos alifaticos y aromaticos, hidrocarburos halogenados (como
el cloroformo), aceites minerales, acidos grasos, éter y éter de petréleoa-la L-
fosfatidilcolina es soluble a temperatura ambiente en cloroformo, etanol y hexano con
un 3 % de etanol. En agua adquieren una forma de agregacion diferente en funcion del
pH, la temperatura, la fuerza iénica y la presencia de sustancias cargadas. El caracter
anfipatico de estos compuestos provoca la formacion de una capa bimolecular de

manera rapida y espontanea en el agua.

Algunas de las materias primas, aparte de los fpgflols, que pueden ser utilizadas
en la formacién de liposomas, son el colesterol, el cual condiciona la permeabilidad de
las bicapas lipidicas [Kunikazu y cols., 2000; Redondo-Morata y cols., 2012; Socaciu y
cols., 2000]; otros lipidos de caracter idnico, los cuales confieren carga a los liposomas,
negativa en el caso de lipidos anionicos (p.ej., fosfatidilserina o fosfatidilglicerol) o
positiva para lipidos cationicos (p.ej., estearilamina o esfingomielina) [Barenholz y
cols., 2011; Hong y cols., 1997; Webb y cols., 1995; Yasuhara y cols., 2012; Zhigaltsev
y cols., 2002] y otros componentes que mejoran la estabilidad del liposoma, aumentan
su capacidad de vehiculizacién de farmacos o retrasan los fendmenos de aclaramiento
plasmatico, como esteroles, glucolipidos o] polimeros, p.€j., el
dimiristoilfosfatidilglicerol, el diclorato de glicerol/colesterol/polioxietileno-10-
estearico éter y PEG [Laverman y cols., 2000; Momo y cols., 2000; van den Hoven y
cols., 2013; Zalipsky y cols., 1995].



Capitulo 3. Disefio y Caracterizacién Fisicoquimica

Los liposomas fueron descritos por primera vez por Bangham y cols., en 1965, tras
estudiar el caracter lipidico de las membranas celulares [Bangham y cols., 1965;
Baumgart y cols., 2003; Lasic y cols., 2001]. Estos trabajos permitieron definir los
liposomas como vesiculas microscopicas constituidas por bicapas fosfolipidicas
concéntricas alternadas con compartimentos acuosos. En las bicapas, los fosfolipidos se
disponen orientados con las cadenas hidréfobas situadas paralelamente entre si (lo cual
constituye una capa) y enfrentados a las cadenas hidrofobas de la otra capa. De esta
forma, se aisla una amplia zona hidréfoba, ya que todas las cabezas polares se
encuentran en ambos lados. El resultado de esta especial distribucién son estructuras
concéntricas de naturaleza lipidica que alternan con compartimentos acuosos (Figura
3.10.). Su formulacién debe ser tal que se obtengan estructuras biodegradables, no

toxicas y no inmunogénas.

Figura 3.10. Esquema de la estructura de un liposomas. Reproducido de Kamaly y Miller, 2010.
Copyright Molecular Diversity Preservation International, Basel, Switze(R01tD).

Pueden destacarse, resumidamente, las siguienteser#sticas de estas vesiculas
lipidicas [Huang, 2008; Zasadzinski y cols., 20l}]presentan una o mas paredes
integradas por moléculas fosfolipidicas, las cuales constituyen una o mas bicapas

concéntricasii) el compartimento central de la vesicula es acuaig ks sustancias
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hidréfilas ocupan el compartimento acuoso, las lipofilas se sitian entre los fosfolipidos
de la pared y las anfifilicas se unen a las bicapas por su resto lipdfilo.

La formacién del liposoma se produce de manera aapidspontanea en el agua
gracias a interacciones hidréfobas entre las zonas apolares del fosfolipido, interacciones
de van deer Waals entre las cadenas hidrocarbonadas, e interacciones electrostaticas
entre grupos polares y el agua. Las moléculas de agua son liberadas de las colas
hidrocarbonadas a medida que quedan secuestradas en el interior apolar de la bicapa.
Los fosfolipidos se agregan para formar los liposomas, debido a la tendencia del medio
acuoso circundante a adquirir un sistema en el que las moléculas lipidicas se disponen
de forma que reducen al minimo el nimero de cadenas hidrocarbonadas expuestas al
agua. De esta forma, las bicapas lipidicas tienden a cerrarse en si mismas, de tal manera
gue no existan extremos con cadenas expuestas, o que da como resultado la formacion
de un compartimento central acuoso. La cabeza polar del fosfolipido se orienta hacia la
fase acuosa, en tanto que la region hidrofoba se sitla hacia el interior, protegida del
contacto con el agua [Huang, 2008; Thirawong y cols., 2008; Zasadzinski y cols.,
2011]

La formacidon de un liposoma sélo tiene lugar a teatpeas superiores a aquella
en la que las cadenas acilicas grasas de los fosfolipidos estan en estado cristal-liquido.
Esta temperatura de transicién critica es una propiedad caracteristica de los lipidos y
estda asociada con la transformacion de un estado ordenado de las cadenas
hidrocarbonadas grasas (estado de gel) en otro mas desordenado (estado de cristal-
liguido) debido a la fusion de éstas. En general, la temperatura de transicion es
directamente proporcional a la longitud de las cadenas hidrocarbonadas. La hidratacién
de los fosfolipidos origina la aparicion de numerosas fases de estructura variada [Peng y
cols., 2012]. Por debajo de la temperatura de transicion critica, los fosfolipidos se
encuentran en estado de gel, con cadenas ordenadas paralelamente tipicas de estructuras
anhidras.
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A priori puede considerarse que la estructura vesicular de un liposoma es, al menos,
termodinAmicamente muy estable. Sin embargo, su estabilidad en el tiempo
caracteristica de los fosfolipidos en esta estructura depende de numerosos factores.
Desde un punto de vista quimico, los fosfolipidos de los liposomas pueden oxidarse,
especialmente aquellos que contienen acidos grasos con dobles enlaces en su estructura.
Esta peroxidacion lipidica puede verse favorecida por la presencia de metales, luz y un
pH elevado, e inhibida por agentes quelantes, como el acido etilendiaminotetracético
(EDTA) y antioxidantes, como ettocoferol (vitamina E). Otro factor a considerataes
hidrolisis de los acidos grasos de los fosfolipidos, proceso que depende del tiempo, la
temperatura y el pH. Dicha hidrélisis es minima a pH 6.5 [Gabriéls y Plaizier-
Vercammen, 2003]. Desde un punto de vista fisico, el principal problema de estabilidad
de un liposoma es su agregacion, proceso que condiciona enormemente la
permeabilidad de la pared lipidica y que puede desencadenar la liberacion de la dosis de
farmaco vehiculizado. La agregacion de vesiculas lipidicas puede controlarse
incrementando la carga eléctrica superficial del liposoma [Brisaert y cols., 2001]. Esto
puede lograrse mediante la introduccion en su composicion quimica de lipidos
anionicos, e incluso catidnicos, como la estearilamina. Otra posible solucién a este
problema seria la liofilizacion del liposoma. Investigaciones al respecto manifiestan la
facil rehidratacion de las vesiculas liofilizadas, constatandose una retencion entorno al
70 % del producto inicialmente encapsulado. Incluso se ha descrito que la incorporacion
de la dosis de farmaco en el liposoma se puede realizar durante el proceso de
rehidratacién [Peer y Margalit, 2000]. También se ha propuesto la congelacién como
método de conservacion de los liposomas, si se combina con el empleo de

crioprotectores a bajas concentraciones [Medina y cols., 1986].

Si bien puede establecerse numerosos criteriosaddichcion (tamafio, método de
formulacioén, etc.) quizas el mas comunmente utilizado sea el que considera el nimero
de compartimentos que constituyen la estructura vesicular [Arias y cols., 2011a], de
manera que podemos considerar liposomas unilamelares (0 unicompartimentales), con

una unica bicapa lipidica que engloba al compartimento central acuoso, de pequefias
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dimensiones (SUV) con tamanos entre 20 y 100 nm, de grandes dimensiones (LUV) con
tamafios entre 0.1 y 1um o gigantes (GUV) con tamafios de mas de 1um; liposomas
plurilamelares, pluricompartimentales o vesiculas multilamelares (MLV), con varias
bicapas lipidicas (entre cinco y veinte) y compartimentos acuosos con tamarfos entre 0.1
y 10 um; y vesiculas multivesiculares (MVV), aquellas que engloban en su interior a
otros liposomas, con tamafios de mas de 1um [Akbarzadeh y cols., 2013] (Figura 3.11.).

Suv Luv GUV Multilamellar Multivesicular
<100 nm 100-1000 nm >1um
T
(//-\-\\ %/-"--."\
Ef |

Figura 3.11. Clasificacion de liposomas segun el tamafio y lamelaridad. Reproducido de van
Swaay y deMello, 2013. Copyright Royal Society of Chemistry (2013).

Los liposomas tienen aplicacién en biomedicina debidu gran capacidad para el
transporte de farmacos de una muy diversa naturaleza quimica, ya que pueden
incorporar en su estructura sustancias activas hidrofilas, lipdfilas y anfifilicas [Arias y
cols., 2011a; Knudsen y cols., 2011; Thomas y cols., 2011; Tseng y cols., 2009]. La
vehiculizacion de la dosis de farmaco puede lograrse tanto en la fase acuosa como en la
lipidica. La eficacia de vehiculizacion de farmacos depende de diversos factores,
principalmente el tipo de vesicula, la composicion de la pared lipidica, la concentracion
de fosfolipido, la carga eléctrica del liposoma, asi como la naturaleza del farmaco a
transportar [Fang y cols., 1997]. En lo referente a este Ultimo aspecto se ha descrito
coémo la capacidad de encapsulacion en liposomas multilaminares de distintos esteroides
(hidrocortisona, triamcinolona, acetonido de triamcinolona, y hexacetonido de
triamcinolona) se ve influenciada por la hidrofobia, el peso molecular y la

concentracion inicial utilizada de otras sustancias activas [Kulkarni y Vargha-Butler,
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1995]. Es un hecho ampliamente contrastado que las moléculas altamente polares y
relativamente pequefias se vehiculizan en el compartimento acuoso, siempre que no
interfieran en la formacion de los liposomas, y su tamafio sea compatible con las
dimensiones de estos compartimentos. Por el contrario, las moléculas no polares se
intercalan entre las bicapas fosfolipidicas, mientras que las sustancias anfifilicas se fijan
a la vesicula por el resto lipofilo. La extension y lugar de union de un farmaco a un
liposoma dependen fundamentalmente de las interacciones electrostaticas e hidrofébicas
principio activo-estructura vesicular [Karewicz y cols., 2011; Pereira-Leite y cols.,
2013; Zhao y Feng, 2005].

En la actualidad, la utilizacion de liposomas enaghpo terapéutico ha dado lugar
al desarrollo de numerosas formulaciones con resultados muy significativos de mejora

en la farmacoterapia (Tabla 3.1.) [Zhang y cols., 2008; Arias y cols. 2011a]:



Capitulo 3. Disefio y Caracterizacion Fisicoquimica

SUSTANCIA NOMBRE T <
ACTIVA COMERCIAL COMPANIA INDICACION
Anfotericina B Abelcét Enzon Infecciones por hongos
Anfotericina B Ambisom& Gilead Sciences Infeccion por hongos y
protozoos
Pacira Meningitis linfomatosa
Citarabina Depociit (anteriormente gmali na
SkyePharma) 9
Daunorrubicina DaunoXorfle | Gilead Sciences Sarqoma de Kaposi
relacionado con VIH
Terapia de combinacién con
Doxorrubicina Myocet Zeneus ciclofosfamida en cancer de
mama metastasico
- Janssen Cancer de ovario metastasico
Doxorrubicina Doxif : )
Biotech, Inc. y el sarcoma de Kaposi
Vacuna de Epaxal
virosoma de virus P ’ Berna Biotech Hepatitis A, Influenza
Inflexal V®
Influenza (IRIV®)
Morfina DepoDuf’ SkypEenF;r:)arma, Analgesia postquirdrgica
Degeneracion macular
Verteporfina Visudyn@ QLT, Novartis reIaqoqada con I‘T" edad,
miopia patoldgica,
histoplasmosis ocular
Estradiol Estrasofb Novavax Terapia menopausal

Tabla 3.1. Ejemplos de medicamentos basados en liposomas.

Aunque es muy dificil establecer una clasificacion que abarque todos los métodos
desarrollados de obtencion, mencionaremos algunos de los procedimientos cominmente
utilizados a nivel general para la sintesis de liposomas de diferente tamafio y
lamelaridad [Akbarzadeh y cols., 2013; Jesorka y Orwar, 2008; Martins y cols., 2007,
Meure y cols., 2008]:

* Método de extrusion: esta técnica permite la obtencion de liposomas unilamelares
con tamafio definido [Berger y cols., 2001]. Esta técnica consiste en hacer pasar una
suspension heterogénea de liposomas MLV a través de filtros de membrana con un
tamafio de poro determinado (50-200 nm) a una presion determinada. Dicho
proceso es aplicable a grandes volimenes de suspensiones concentradas de

vesiculas [Mui y cols., 2003]. En este proceso, inicialmente las vesiculas son
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sometidas a varios ciclos de un procedimiento de congelacién-descongelacion para
posteriormente ser extruidas de cinco a diez veces hasta conseguir el tamafo
deseado (Figura 3.12.).

Figura 3.12. Microfotografia Crio-TEM de vesiculas de fosfatidilcolina-colesterol
(relacién molar 55:45) obtenidas por extrusion en agua destilada. Longitud de barra:
200 nm. Reproducida de Mui y cols., 2003. Copyright Elsevier (2003).

* Método de sonicacion: es un método simple para la formacion de liposomas SUV
(Figura 3.13.) homogéneos en cuanto a tamafio [Pereira-Lachataignerais y cols.,
2006; Woodbury y cols., 2006; Yamaguchi y cols., 2009]. Se basa en someter, a
ultrasonidos con frecuencias de20 kHz, una suspensiéon de liposomas MLV
durante varios segundos con una sonda con punta de titanio a temperatura
controlada. Durante el proceso de formacion puede producirse la degradacion
guimica del lipido o contaminacion del medio de sintesis por parte de la sonda de
ultrasonidos, lo que puede afectar a la estabilidad de los liposomas formados
[Zasadzinski, 1986].
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Figura 3.13. Microfotografia electrénica de transmision por crio-fractura de liposomas
SUV tras sonicacion durante 10 segundos. Reproducidasialzinski, 1986. Copyright
The Biophysical Society (1986).

» Método de liofilizacion de soluciones monofasicaste método consiste en la
formacién de una dispersion de una fase, homdgenea e is6tropa, mezcla de
fosfolipidos solubilizados con codisolventes en sistemas acuosos (p.ej., sistema
sacarosa/butanol/HO), para méas tarde someter dicha dispersién a un proceso de
liofilizacion para eliminar los disolventes. Este proceso permite la formacion de un
liofilizado denominado proliposoma [Wang y cols., 2009], que tras ser rehidratado
forma espontdneamente liposomas LUV estériles, libres de pirégenos y con

tamafios estrechos y submicrométricos [Li y Deng, 2004] (Figura 3.14.).
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Figura 3.14. Microfotografia electrénica de transmision de liposomas reconstituidos de
proliposomas compuestos de lecitina/sorbitol/nicotina (relacién molar 1:10:0.162,

respectivamente). Reproducidalderangy cols., 1997. Copyright Elsevier (1997).

Método de hidratacion, deshidratacion e hinchamiento: esta técnica esta basada en
el hinchamiento de capas de lipidos, deshidratados previamente, en medio acuoso.
La separacion de las moléculas de agua (deshidratacion) de las bicapas lipidicas y
las lamelas que forman el liposoma, se produce por la presencia de sustancias
tampdn y gradientes de presion osmotica. Este procedimiento es frecuente en la
obtenciébn de liposomas gigantes unilamelares (GUV) (Figura 3.15.) o
multilamelares (MLV) [Karlsson y cols., 2000; Manley y Gordon, 2008]. El
proceso de obtencion de vesiculas ocurre rapidamente y con rendimiento alto; no
obstante hay factores que afectan al rendimiento en la formacién de particulas como
el grado de separacion de las bicapas, la temperatura, la composicion lipidica
(lipidos con carga negativa inducen la separacion de las lamelas), la fuerza idnica
del medio y la agitacion mecanica aplicada para la separacion de los liposomas de

las capas de lipidos desecados.
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Figura 3.15. Microfotografia electrénica de fluorescencia de liposomas GUV obtenidos
por el método de deshidratacion/hidratacion. Longitud de la barra: 10 um. Reproducida de
Manley y Gordon, 2008. Copyright John Wiley & Sons, Inc (2008).

Método de electroformacion: este método permite obtener liposomas GUV con un
alto rendimiento [Kuribayashi y cols., 2006]. Se basa en la formacién de liposomas
por crecimiento de una fina capa de lipidos inducido por un campo eléctrico
aplicado; dicho campo causa fluctuaciones en las bicapas, induciendo asi la
separacion de las lamelas y posterior formacion de las vesiculas (Figura 3.16.).
Diversos factores influyen en este proceso tales como el espesor de la capa lipidica,
la diferencia de potencial aplicado, el tiempo de aplicacion, la frecuencia y la fuerza
i6nica del medio [Estes y Mayer, 2005]. Esta técnica suele aparecer combinada con
el proceso depin-coating(recubrimiento por rotacién), el cual permite el control

del espesor de las capas lipidicas que depende de la velocidad de rotacion, la

concentracion lipidica y la viscosidad del disolvente [Krapf y cols., 2011].
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Figura 3.16. Microfotografia electrénica de transmisién de liposomas GUV obtenidos por
el método de electroformaciéon en una solucion de glicerol durante dos horas. La solucién
tampon fosfato fue introducida lentamente (velocidad de flujo = 5 mL/h) para sustituir la
solucion de glicerol. Figura insertada: detalle de los liposomas formados por la misma
técnica. Longitudes de barra: 100 um. Reproducida de Ester y Mayer, 2005. Copyright
Elsevier (2005).

Método de inyeccién (ink-jet) en fase acuosa: esta técnica permite obtener una
suspension de liposomas GUV. En este método son inyectadas goticulas de una
solucién de lipidos en un disolvente miscible en medio acuoso. La formacion de las
vesiculas es producida por nucleacién (micelizacién) y posterior crecimiento
[Hauschild y cols., 2005]. La distribucion controlada y monodispersa de las
goticulas conduce a un nivel de supersaturacion estable, el cual determina el
namero de particulas y tamafio de las vesiculas [Stachowiak y cols., 2009] (Figura
3.17)).
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Figura 3.17. Vesiculas lipidicas formadas por inyeccién en fase acuosa, observadas por
microscopia de alta velocidad (500-30000 fotogramas por segundo, Photron 1024 PCI).
Longitud de barra: 100 um. Reproducida de Stachowiak y cols., 2009. Copyright The

Royal Society of Chemistry (2009).

* Método de eliminacion del detergentesta técnica se basa en la obtencion de
liposomas SUV por interposicion de fosfolipidos en medio acuoso por formacion
de micelas mixtas con ayuda de agentes tensioactivos. La separacion y posterior
eliminacién del detergente se realiza por centrifugacion, didlisis o cromatografia
liquida de exclusion [Holzer y cols., 2009; Schubert, 2003]. A través de esta técnica
pueden obtenerse liposomas con tamafios homogéneos entre 20-100 nm (Figura
3.18.). No obstante, la persistencia del agente tensioactivo en los liposomas

formados puede alterar sus propiedades fisicas, quimicas o fisicoquimicas.
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Figura 3.18. Microfotografia obtenida por microscopia Crio-TEM de liposomas obtenidos
por eliminacién del detergente. Reproducida de Holzer y cols., 2009. Copyright Elsevier
(2009).

Método de infusién en etanol/étesta técnica permite obtener liposomas LUV, se
basa en la inyeccion de una solucidon de fosfolipidos (disueltos en etanol o éter) en
otra solucion acuosa a una temperatura de 55-65 °C [Justo y Moraes, 2005; Pham y
cols., 2006;Stano y cols., 2004]. Posteriormente, es eliminado el disolvente por
evaporacion y es aplicada una filtracion para obtener particulas con un tamafo

homogéneo comprendido entre 50-250 nm (Figura 3.19.).
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Figura 3.19. Microfotografia de TEM de liposomas obtenidos por inyeccion de una

solucién de fosfolipidos en éter y colesterol en una solucion acuosa. Reproducida de Pham
y cols., 2006. Copyright Elsevier (2006).

» Método de evaporacion en fase reversa (RESé) basa en la formacion de un
sistema disperso formado por la rapida inyeccién de una soluciéon acuosa en una
fase organica que contiene lipidos [Chen y cols., 2013; Ko y Bickel, 2012]. Las
vesiculas obtenidas por esta técnica presentan un tamafio comprendido entre 0.1-1
Um y una capacidad de vehiculizacion de hasta un 50 % (Figura 3.20.). Los pasos
fundamentales de este método son: la sonicacién del sistema disperso para obtener
una emulsion, la cual se estabiliza con micelas inversas, evaporacion parcial del
disolvente orgénico que da lugar a un gel viscoso y por ultimo tras un proceso de
agitacion se obtiene una suspension concentrada de vesiculas. El inconveniente de
esta técnica es su limitacién en productos labiles como p.ej., proteaszh [y
cols., 2003].
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Figura 3.20. Microfotografia de TEM de liposomas obtenidos por el método de
evaporacion en fase reversa. Longitud de barra: 100 nm. Reproducida de Ko y Bickel,
2012. Copyright American Association of Pharmaceutical Scie(281<).

Método de emulsion: la produccién de liposomas a través de este método se lleva a
cabo por la formacion de una emulsion A/O, dicha emulsion se forma por adicion
de una pequefia cantidad de medio acuoso en un volumen considerable de una
solucién organica inmiscible que contiene fosfolipidos. El proceso de formacién de
liposomas finaliza cuando dicha mezcla es llevada a agitacibn mecanica para
interponer el medio acuoso con el medio organico donde estan dispersos los lipidos.
Existen diferentes variantes del método como el de doble emulsién [Shum y cols.,
2008] o el de emulsion inversa [Nishimura y cols., 2012; Pautot y cols., 2003]
(Figura 3.21.), que conducen a la obtencion de liposomas de diferente tamafio
dependiendo de la cantidad de lipido y velocidad de agitacién aplicados [Meure y
cols., 2008].
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Figura 3.21. Microfotografia de contraste de fase de liposomas LUV obtenidos por el
método de emulsion inversa estabilizada por el lipido POPC (1-palmitoil-2-sheoil-
glicero-3-fosfocolina)Reproducida de Pautot y cols., 2003. Copyright American Chemical
Society (2003).

» Método de hidratacion del film (thin layer evaporation methad) una técnica
simple para la obtencién de liposomas MLV. Este procedimiento se basa en la
formacion de liposomas por hidratacion de una fina capa de lipidos desecados en
las paredes de un matraz redondo. Previamente, los lipidos son disueltos en un
disolvente orgénico volatil y es evaporado el disolvente a través de rotacion y vacio
en rotavapor. Este procedimiento se debe realizar por encima de la temperatura de
transicion de fase de los lipidos y conduce a la formacion de vesiculas heterogéneas

en cuanto a tamafio y lamelaridad (Figura 3.22.).
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Figura 3.22. Microfotografia TEM de liposomas MLV obtenidos por el método de
hidratacion del filmReproducida de Hwang y cols., 2011. Copyright Elsevier (2011).

En este trabajo de investigacion, el procedimieefguiglo para la sintesis de los
liposomas multilamelares (MLV) esta basado en el método de hidratacifmdghin
layer evaporation technigyigClares y cols., 2009; Glavas-Dodov y cols., 2005]. Las
condiciones de trabajo se mantuvieron de tal manera que la temperatura (37.0 £ 0.5 °C)
mantenida mediante un bafio termostatizado, superé a la temperatura de transicion
critica de los lipidos presentes en la formulacign=25 °C). Dichas condiciones deben
favoreceri) la evaporacion del disolvente organico en la primera etapa de la sintesis; vy,
ii) la incorporacién de la fase acuosa gracias a que las membranas de los liposomas son

mas fluidas en la segunda etapa de la sintesis.

Brevemente, en primer lugar se preparo la fase lipidica u organica, para ello se
solubilizaron todos los componentes de la fase lipidica (238 mg de fosfatidilcolina) en
50 mL de cloroformo (triclorometano, CH{Lldicha cantidad de lipido dara lugar a una

reaccion estequiomeétrica (mol a mol) con los componentes incluidos en el volumen de
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la fase acuosa, dicho procedimiento ha sido empleado en trabajos anteriores [Clares y
cols., 2009; Medina y cols., 1986]. El disolvente empleado es volétil, a fin de permitir
su eliminacion durante la siguiente etapa del método. En una segunda etapa, dicha
solucion organica se adiciond a un matraz redondo y se afadi6 mas cantidad de
cloroformo hasta un volumen final de 250 mL, la finalidad del empleo de un volumen
elevado de cloroformo radica en la necesidad de asegurar una uniformidad en la
superficie y grosor de la pelicula, tras la evaporacion. La evaporacion del disolvente se
efectio a través de un rotavapor (rotavapor RIl, Bichi, Suiza) a vacio y a 300 r.p.m.
prolongandose el proceso el tiempo necesario hasta total desecacién y formacién de una
pelicula lipidica adherida a las paredes del matraz.

Finalmente, se prepar0 la fase acuosa constituida por agua bidestilada. La fase
acuosa se adiciond al matraz que contiene la pelicula lipidica adherida a sus paredes,
obteniéndose asi una suspension de liposomas mediante agitacion continua durante 45
minutos a 200 r.p.m., se produjo la hidratacion de la pelicula lipidica, la cual se
desprendio de las paredes del recipiente y dio lugar a la formacién de una suspension de
liposomas de aspecto lechoso. Finalmente, la suspension se mantuvo en reposo durante
24 horas a 4.0 £ 0.5 °C, para favorecer el crecimiento y la formacién final de las
vesiculas [Medina y cols., 1986]. El pH de las suspensiones acuosas de liposomas oscilo
entre 5.6 y 6.0. Antes de llevar a cabo la caracterizacion de las nanoparticulas, la
suspension de liposomas fue sometida a repetidos ciclos de centrifugacion (6000 rpm, 1
hora) (Centrikon T-124 high-speed centrifuge, Kontron, Francia) y redispersion en agua
bidestilada hasta que se comprob6 que la conductividad del sobrenadante era inferior a

10 puS/cm (Crison microcm 2202, Espafa).

La caracterizacion de la geometria (forma y tamafio) de los liposomas fue estudiada
mediante microscopia TEM, HRTEM y microscopia electronica de barrido ambiental
(eSEM) [FEI, Quanta 400, EE.UU]. Para llevar a cabo las técnicas de TEM y HRTEM
fue agitada en vértex una muestra de una suspension acuosa diluida de lipsghinas (

%, p/v) durante 5 minutos para a continuacion realizar una tincién negativa con acetato
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de uranilo depositando una gotas de la suspension sobre una rejilla de cobre con pelicula
formvar. Por ultimo, estas rejillas se secaron a 35.0 £ 0.5 °C en un horno de conveccion.
Con respecto a la microscopia eSEM, utiliza un proceso fisico denominado efecto
Peltier, el cual permite controlar la temperatura, presion y humedad relativa del entorno
de forma precisa [Jansson y cols., 2013; Mohammed y cols., 2004], para ello una
muestra de una suspension acuosa diluida de liposom@sl (%, p/v) fue agitada
durante 5 minutos en voértex para mas tarde depositar una gota de dicha suspension en
un soporte de Aluminio o acero inoxidable, a continuacion es realizado un ciclo de
purga (de 3.5 a 9.5 torr y 9.5 a 3.5 torr, realizado en 5 repeticiones) para alcanzar un
estado de equilibrio en el sistema, dicha condicion queda establecida con una presion de
4.4 torr, una temperatura de 2 °C y una humedad relativa de un 40 %. Asimismo, fueron
realizadas medidas de PCS para determinar el tamafio medio de particula de los
liposomas, para ello fue analizada una suspension acuosa diluida de liposOrie# (

p/v), la cual fue agitada en voértex previamente durante 45 minutos para evitar posibles
agregados, no se emplea la sonicacion para individualizar las nanoparticulas, ya que este
tipo de técnica promueve que los liposomas MLV sintetizados puedan ser destruidos y a
la vez transformados en liposomas SUV [Mura y cols., 2007]. El analisis de las
microfotografias TEM, HRTEM y eSEM de las suspensiones acuosas de liposomas,
permitié identificar su morfologia esférica y una superficie lisa. Hay que indicar que se
observa una sucesion de bandas claras y oscuras, debido a la alternancia entre capas
lipidicas y acuosas, respectivamente (Figura 3.23.). Ademas, el andlisis PCS de los
liposomas nos posibilité determinar un tamafio de particula de 635 + 310 nm y una

elevada heterogeneidad de tamafio.
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Figura3.23. (a) Microfotografia electronica de transmision de alta resolucion (HRTEM),
(b) microfotografia electrénica de transmision (TEM) y (c) microfotografia electrénica de
barrido ambiental (eSEM) de liposomas MLV. Longitudes de barra:

500 nm (a), 400 nm (b) y 300 nm (c).

3.1.3. NANOPARTICULAS MAGNETITA/LIPOSOMAS.
MAGNETOLIPOSOMAS

El término magnetoliposoma debe ser diferenciado del término magnetosoma,
ambos términos se refieren a nanoparticulas magnéticas constituidas por un
recubrimiento de caracter lipidico, aunque difieren en el modo de obtencion, ya que los
magnetosomas son formados por biomineralizacion en organismos vivos (sintesis
biolégica) de forma natural, mientras que los magnetoliposomas son formados por
procesos fisicoquimicos (sintesis artificial) en el laboratorio [Arakaki y cols., 2008;
Soenen y cols., 2011]. Basicamente, los magnetosomas son estructuras celulares
(organulos) encontradas en ciertos microorganismos unicelulares, por €j., en especies de
bacterias comdlagnetospirillum(Figura 3.24.) dMagnetovibrio[Yan y cols., 2012b],
gue consisten en cristales de o6xidos de hierro (como magnetita) envueltos por
fosfolipidos que constituyen la membrana celular bacteriana. Este tipo de bacterias
denominadas bacterias magnetostaticas, son capaces de sintetizar cristales magnéticos,

como magnetita o greigita (}%) [Lins y Farina, 2001; Schiler, 2008], que les permite
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orientarse en la direcciébn del campo geomagnético (campo magnético de la tierra)
[Lefévre y cols., 2011; Lohsse y cols., 2011]. El tamafio, morfologia y composicion de
los cristales magnéticos esta sujeto a un proceso genético propio de cada bacteria [Lins
y Farina, 2001].

Figura3.24. Microfotografia TEM de una bacteria magnetotactitaghetospirillum
magneticuncon magnetosomas intracelulares dispuestos linealmente en cadena. Longitud
de barra: 500 nm. Reproducida de Arakaki y cols., 2008. The Royal Society (2008).

El mecanismo de formacién de los magnetosomas es un proceso complejo
relacionado con la fisiologia, biologia molecular y citoquimica ultraestructural de
las bacterias magnetostaticas. Aunque la formacién de los magnetosomas no es
entendida todavia completamente en detalle, existen varios trabajos que proponen
posibles modelos de formacion [Arakaki y cols., 2008; Schiiler y cols., 2008; Jogler y,
Schuler, 2006]. A nivel general, el mecanismo de formacion incluye varias etapas,
las cuales estan relacionadas con la formacion de la vesicula lipidica a partir de la
membrana de la pared bacteriana, la captacion extracelular de hierro por parte de la
célula, el transporte de hierro dentro de la vesicula lipidica y la mineralizacion
biolégicamente controlada de magnetita dentro de las vesiculas lipidicas [Yan y
cols., 2012b]. Los magnetosomas, segun la especie bacteriana, presentan una

morfologia, composicion, tamafio (generalmente distribucion estrecha y uniforme)
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y disposicion determinada, todo ello depende en gran medida de la composicién
proteica de la membrana fosfolipidica bacteriana que envuelve los nucleos
magnéticos [Soenen y cols., 2011]. Es por ello, que los magnetosomas han
suscitado mucho interés como agentes de contraste en resonancia magnética por
imagen (RMI), ya que ha sido demostrado que estos nanosistemas pueden ser una
alternativa a ferrofluidos semisintéticdsahg y Schiler, 2006].

La obtencion de nanoparticulas magnéticas, a nivel de laboratorio (sintesis
artificial), se produce por recubrimiento de los nucleos magnéticos en una matriz
biodegradable, principalmente de caracter polimérico o lipidico. Algunos
polimeros como a) poli(alquilcianoacrilatos), p.ej., poli(etil-2-cianoacrilato) [Arias
y cols., 2001, 2005, 2012b] o poli(butilcianoacrilato) [Arias y cols., 2006],
polihexilcianoacrilato o polioctilcianoacrilato [Arias y cols., 2008b]; b) derivados
celulésicos, p. e€j., etilcelulosa [Arias y cols., 2009a, 2010a]; c) quitosano
[Elmizadeh y cols., 2013]; d) poticaprolactona [Arias y cols., 2010b; Gloria y
cols., 2013; Nanaki y cols., 2011] y e) poli(D,L-lactidaglicolida) [Lee y cols.,
2012; Pérez-Artacho y cols., 2012], por citar algunos ejemplos.

Si la cubierta es lipidica, se habla de los magnetoliposomas, estos son
nanoparticulas magnéticas, obtenidas a nivel de laboratorio (sintesis artificial),
constituidos por nucleos de 6xido de hierro superparamagnético embebidos en una
matriz biodegradable de caracter lipidico, algunos autores definen estas
nanoparticulas magnéticas como liposomas constituidos por bicapas fosfolipidicas
que encapsulan o6xidos de hierro en los compartimentos acuosos (liposomas
magnéticos) [Frascione y cols., 2012; Laurent y cols., 2008; Martina y cols., 2005].
Diferentes métodos han sido descritos para sintetizar magnetoliposomas; algunos
de ellos han sido ya descritos para la obtencidon de liposomas como el método de
hidratacion de la capa lipidica, método de sonicacion [Giri y cols., 2005], extrusion
[Lesieur y cols., 2003], evaporacion en fase reversa [Garcia-Jimeno y cols., 2011],

por citar algunos ejemplos.
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Para la sintesis de los magnetoliposomas objetivo de este trabajo (basados en
magnetita y fosfatidilcolina) se sigue el mismo método de obtencién que para los
liposomas MLV, es decir el método de hidratacionfitel, con la Unica variante de la
inclusion de los nacleos de magnetita en la fase acuosa utilizada para la rehidratacion de
la fina capa lipidica. Brevemente, sobre la fina capa lipidica, formada por evaporacion
de 238 mg de fosfolipidos disueltos en 300 mL de cloroformo en rotavapor, fue afiadida
una suspension acuosa de nanoparticulas de magnetita (4.5 mg/mL, pH = 6), en
agitacion continua durante 45 minutos a 200 r.p.m hasta total desprendimiento de la

capa lipidica y formacién de una suspension de magnetoliposomas.

Finalmente, la limpieza de las nanoparticulas de magnetoliposomas fue realizada
mediante un procedimiento de sedimentacion magnética, donde las nanoparticulas
fueron separadas del medio de dispersién, tras aplicar dos ciclos consecutivos de
exposicion a un iman de 400 mT durante 10 minutos, procediendo posteriormente a la
eliminacion del sobrenadante y a la redispersion de las nanoparticulas sedimentadas en

agua bidestilada, hasta que la conductividad del sobrenadante fue inferior a 10 pS/cm.

En estas condiciones de sintesis, y tal como se muestra en la Figura 3. 25., se
obtuvieron magnetoliposomas (Figura 3. 25. ¢) con una morfologia esférica y estructura
vesicular caracteristica de los liposomas (Figura 3.25. b), tras el recubrimiento de los
ndcleos de magnetita (Figura 3.25. a). El microanalisis de las muestras de
magnetoliposomas fue realizado durante la microscopia TEM a través de un detector de
energia dispersiva de rayos X (EDX) (INCA 350 Sistema EDX, Reino Unido). Dicho
microanalisis revelo el contenido en hierro en las muestras de magnetoliposomas, el
cual es asumible a la presencia de magnetita (Figura 3.25. d). El resto de metales
identificados corresponden a contaminaciones de la muestra durante su preparaciéon para
microscopia. Estas microfotografias definen la gran eficacia de la inclusién de los

nacleos magnéticos por parte de la matriz lipidica biodegradable.
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Figura 3.25. (a) Microfotografia HRTEM de particulas de magnetita, (b) TEM de liposomas

y (¢c) TEM de magnetoliposomas. Longitudes de barra: 100 nm (a), 400 nm (b) y 50 nm

(c). (d) Microanalisis de la composicion quimica de la muestra de magnetoliposomas. La
banda resaltada corresponde al contenido en hierro de los nicleos de magnetita (a)

presentes en la muestra de magnetoliposomas (c).

El andlisis en detalle de las microfotografias HRTEM de los magnetoliposomas
refleja la estructura (MLV) de éstas. A este respecto la Figura 3.26. muestra una
sucesion de bandas claras y oscuras, debido a la alternancia entre capas lipidicas y
acuosas distancia media entra lamelas de 6 nm asi como un grosor medio de 10 nm
correspondiente a la cubierta fosfolipidica. Como puede apreciarse en la microfotografia
TEM (Figura 3.26.a), las bicapas fosfolipidicas que aparecen en los liposomas

ejemplifica la estructura vesicular lipidica de los magnetoliposomas. Finalmente, es
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importante destacar que los nucleos magnéticos localizados en el espacio interlamelar
parecen inducir una reduccion considerable en el tamafio final del sistema vesicular, lo
gue puede ser debido a una contraccién considerable del volumen acuoso liposomal
[Chen y cols., 2010; Clares y cols., 2013]. Este hecho junto a otros, argumentados en el
Capitulo 4 sobre propiedades electrocinéticas y Capitulo 5 sobre termodinamica

superficial, ayudaran a explicar el mecanismo de formacién de los magnetoliposomas.
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Figura 3.26. Microfotografia TEM (a) de liposomas y HRTEM (b) de magnetoliposomas que
revela una estructura vesicular multilaminar y algunos ejemplos de distancias entre capas

laminares.

El andlisis PCS de los magnetoliposomas permiti6 determinar el pequefio
tamafio de éstos observado en las microfotografias obtenidas por microscopia
electrénica. El tamafio medio y desviacion estandar determinado es 120 + 25 nm, siendo
este un tamafio adecuado para la via de administracion parenteral. Adicionalmente este
tamafio probablemente posibilitara el transporte de farmacos hasta el lugar de accion
(masa tumoral), ya que permite estimar una mayor acumulacién de las nanoparticulas al
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minimizarse los fendbmenos de reconocimiento y retirada por el SRE [Decuzzi y cols.,
2009].

El procedimiento de sintesis que hemos desarrollado simplifica de manera
considerable otros procedimientos propuestos previamente [Garcia-Jimeno y cols.,
2011; Giri y cols., 2005; Sabaté y cols., 2008]. En concreto, se evita un paso intermedio
gue consiste en la obtencion de particulas de magnetita de caracter hidrofobo, material
que complica las etapas siguientes del proceso (muy dificil manipulacion de estas
particulas hidrofobas por su tendencia arraigada a formar agregados) y que encarece la
sintesis de las nanoparticulas. Por tanto, podemos afirmar que el procedimiento
propuesto para la obtencion de magnetoliposomas es reproducible, sencillo y

econdmico.

Para la obtencion de los nanosistemas mixtos, se sintetizaron por triplicado
diferentes proporciones PC4&®, en concreto, desde 1:4 a 4:1 manteniendo el resto
de la metodologia como ya se ha indicado. La Tabla 3.2. recoge cada una de las
formulaciones ensayadas, rendimientos y tamafios obtenidos, asi como el aspecto
macroscopico del sobrenadante no magnético. La formula seleccionada fue de 4
partes de fosfolipidos por 3 partes de magnetita (4:3). Estas condiciones posibilitan

el mayor rendimiento en la obtencion de magnetoliposomas y un tamafo idéneo.

Las diferencias mas significativas se observaron entre las nanoparticulas
obtenidas utilizando una relacién PC;6g 1:4 y 4:1, en comparacion con las otras
posibilidades investigadas. Si la relacion inicial entre las masas es 1:4, el
recubrimiento lipidico de los nucleos magnéticos es bajo. En el caso contrario,
cuando la relacién es 4:1, las particulas dgOkguedaban totalmente englobadas
por una matriz liposomal. El analisis de la influencia de esta relaciéon de masas
iniciales PC:FgO, sobre el rendimiento de la sintesis, permitié comprobar que éste
era maximo para una proporcion 4:3§8 %), seguido de la proporcion 42 §7
%) (Tabla 3.2.). El analisis del tamafio por PCS de cada una de las proporciones
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estudiadas permite concluir que la proporcion 4:3 presenta el tamafio mas bajo con
respecto al resto de formulaciones. El rendimiento de la reaccion de sintesis fue

calculado mediante la ecuacion 3:

masdotabbtenidalenagnetolimsomagmg)

— : x 100 (3)
masdotaltilizadademateria(mg)

P%(EP,\?ES(':AI\(S)N TAMANO MEDIO RENDIMIENTO APARIENCIA DEL
INICIALES + DESVIACION (%) SOBRENADANTE
PCFe.0 ESTANDAR (nm) NO MAGNETICO

:Fe30,

1:4 171+ 15 16 Marrén oscuro
2:4 170+ 14 19 Marroén claro
3:4 220+ 67 40 Marrén anaranjado
4:4 317+ 33 45 Amarillento oscuro
4:3 120 £ 25 68 Transparente
4:2 337+ 54 67 Anaranjado oscuro
4:1 303+ 26 42 Anaranjado claro

Tabla 3.2. Tamafio medio en didmetro + desviacion estandar (nm), rendimiento (%) de la
reaccion de sintesis y apariencia del sobrenadante no magnético de magnetoliposomas para

cada una de las proporciones de masas iniciales #;.:Besde 1:4 hasta 4:1.

En estudios anteriores, donde fueron utilizadas matrices poliméricas, ha sido puesto
de manifiesto [Arias y cols., 2001, 2006, 2008d] que cuando hay un exceso en la
cantidad de nucleos magnéticos utilizados con respecto a la masa del material de
recubrimiento, como ocurre en el caso de la proporcion 1:4 (R)Fpuede esperarse
gue un gran numero de nanoparticulas de magnetita quede sin recubrir por parte del
material lipidico (sin formar parte de los magnetoliposomas) y, por su particular
caracter superparamagnético, permaneceran en el sobrenadante de la suspension en
lugar de formar parte del sedimento magnético atraido por el iman. Lo
anteriormente comentado, puede ser extrapolado para nanoparticulas magnéticas
recubiertas por lipidos. En estas condiciones, el sobrenadante no magnético

presenta un caracteristico color marrén oscuro (indicativo de la presencia de estos
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nudcleos superparamagnéticos). Por el contrario, si la relacion es 4:1 P4 Eé
sobrenadante no magnético obtenido es anaranjado claro, consecuencia de la
formacion de liposomas puros en exceso [Chen y cols., 2010]. Ademas, de acuerdo
con lo observado en estudios anteriores [Arias y cols., 2001, 2006, 2008c, d], a
medida que se incrementa la cantidad de material de recubrimiento con respecto a
la masa de magnetita, el grosor del recubrimiento de los nucleos magnéticos tiende
a ser algo mayor. Esto podria tener como consecuencia una mayor vehiculizacion
de farmaco, debido al aumento de compartimentos acuosos formados que se
formarian al aumentar el niamero de bicapas lipidicas. EI hecho de que el
sobrenadante de las nanoparticulas compuestas obtenidas con la relacién 4:3 sea
transparente, hace pensar que todo el material utilizado en la formulacién de
magnetoliposomas ha sido transformado en estas nanoparticulas magnéticas. De
hecho, el rendimiento es 68 % (Tabla 3.2.). En el caso donde hay exceso de
nanoparticulas de magnetita sobre el fosfolipido (en concreto, en la relacion 3:4)
todo el material lipidico forma parte del recubrimiento de los nucleos de
magnetita. No obstante, el exceso de magnetita hace que haya nucleos magnéticos
no recubiertos quedando individualizados y suspendidos en el medio de dispersion.
Este hecho da lugar a un rendimiento de sintesis mas bajo y tamafio mayor con

respecto al obtenido en la sintesis 4:3.

Por ultimo, se analizé la estabilidad de las formulaciones elaboradas de liposomas
y magnetoliposomas en base a su geometria. Los ensayos se realizaron a los 0, 7, 15, 30,
60 y 90 dias. Se realiz6 un andlisis PCS de las suspensiones y microfotografias TEM, en
el caso de liposomas (Figura.3.28.) y magnetoliposomas (Figura. 3.29.), vy
microfotografias eSEM en el caso de liposomas (Figura. 3.27.) tras 90 dias desde su
preparacion. Los resultados del analisis PCS se recogen en la Tabla 3.3.
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TAMANO (+ DESVIACION ESTANDAR) (nm)
MATERIAL Tiempo: | Tiempo: | Tiempo: | Tiempo: | Tiempo: | Tiempo:
0 dias 7 dias 15 dias | 30 dias 60 dias 90 dias
Liposoma 635+ 310 | 400+ 85| 348+91 | 507+ 150 401+ 200 | 284+ 19
Magnetoliposoma 105+ 15 | 115+ 70| 143+49 | 171+45 | 192+ 94 | 225+ 53

Tabla 3.3. Evolucion temporal del tamafio de particula en liposomas y magnetoliposomas.

Si bien los nucleos de magnetita, mantienen su tamafio durante este periodo de
tiempo, no ocurre lo mismo en el caso de los otros dos tipos de particulas. Mientras que
en los liposomas va disminuyendo el tamafio de particula a lo largo de los 90 dias de
estudio, en los magnetoliposomas ocurre todo lo contrario. Este cambio en el tamafio de

los magnetoliposomas puede condicionar su eficacia in vivo [Decuzzi y cols., 2009].

En ambos nanosistemas la distribucion de tamafios es heterogénea como
consecuencia del fendmeno de agregacion, pese a ello, el valor del indice de

polidispersion fue inferior a 0.5.

-107-



Capitulo 3. Disefio y Caracterizacion Fisicoquimica

Figura 3.27. Microfotografias eSEM de la evolucion temporal de la morfologia de liposomas a
diferentes tiempos tras la sintesis: (a) 0 dias, (b) 7 dias, (c) 15 dias, (d) 30 dias, (e) 60 dias, (f)
90 dias. Longitudes de barra: (a) y (b) 400 nm, (c) 300 nm, (d) 500 nm, (e) y (f) 300 nm.

Como puede apreciarse en las microfotografias eSEM de liposomas, estos sufren un
acusado cambio en su morfologia a lo largo del periodo de estudio. Tras 24 horas
después de su elaboracion, los liposomas muestran una morfologia esférica (Figura
3.27. a) propia de una estructura vesicular compuesta por fosfolipidos [Clares y cols.,
2013], la cual se mantiene hasta el dia 15, a partir del cual comienza a apreciarse una
superficie irregular, llegando incluso a perder la forma esférica transcurridos 90 dias

desde la sintesis (Figura 3.27. f).
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Figura 3.28. Microfotografias TEM de de la evolucién temporal de la morfologia de liposomas
a diferentes tiempos tras la sintesis: (a) 0 dias, (b) 7 dias, (c) 15 dias, (d) 30 dias, (e) 60 dias, (f)
90 dias. Longitudes de barra: (a) y (b) 500 nm, (c) 300 nm, (d) 200 nm, (e) y (f) 300 nm.

Al contrario que los liposomas, para los magnetoliposomas la morfologia se
mantiene durante mucho mas tiempo (Figura 3.29.) llegando a presentar una forma y
superficie similar a la inicial a los 60 dias tras su elaboracion (Figura 3.29. e). No
obstante es significativo el engrosamiento sufrido por la pared lipidica a medida que

transcurre el tiempo.
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Figura 3.29. Microfotografias TEM de la evolucion temporal de la morfologia de

magnetoliposomas a diferentes tiempos tras la sintesis: (a) 0 dias, (b) 7 dias, (c) 15 dias, (d) 30
dias, (e) 60 dias, (f) 90 dias. Longitudes de barra: (a), (b) y (c) 50 nm, (d) 75 nm, (e) 50 nm y (f)
75 nm.

3.2. ESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA

3.2.1.DIFRACTOMETRIA DE RAYOS X

La difractometria de rayos X permite definir la estructura interna de un cristal y
evaluar el tipo de red cristalina que lo caracteriza. A nivel farmacéutico, esta técnica
presenta una serie de aplicaciones [Billmeyer, 1975; Suryanarayanan, 19954) @mo
andlisis cualitativo de materiales solidos, basado esencialmente en la identificacion de
estructuras sélidas. Dicha aplicacién es posible, debido a que cada forma cristalina de
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un compuesto es unica, lo que hace que esta metodologia sea especialmente util, para la
identificacién de las diferentes formas polimérficas de un compuesto. El tratamiento de
preformulacion de sélidos algunas veces genera una estructura inactiva
farmacologicamente. Es por ello que es importante confirmar las estructuras cristalinas
en cada etapa de una formulacién durante el proceso de desarrollo. Esta técnica también
puede ser utilizada para identificar las formas solvatadas y no solvatadas (anhidras) de
un compuesto, si redes cristalinas de las dos formas son diferentes. Sin embargo, esta
técnica tiene una escasa utilidad en la identificacion de materiales no cristalinos
(amorfos). Ademas, esta técnica permite realizar byinanalisis cuantitativo de
materiales soélidos, gracias a que en una mezcla de solidos cristalinos de interés
farmacéutico, cada uno de los componentes de la mezcla tiene un patron de difraccion
caracteristico, independiente del resto de solidos. Tras realizar las correcciones
apropiadas, la intensidad de los picos de cada uno de los componentes sera proporcional
a la fraccion de peso de ese componente en la mezcla total. De esta manera, puede
determinarse en qué cantidad se encuentra un determinado producto en una mezcla de
sélidos farmacéuticos. Este analisis puede realizarse con un estandar interno o sin él.
Otra aplicacién importante que presenta esta técnica es la determinacpgrddb de
cristalinidad de productos farmacéuticos, en especial de los polimeros. Muchos de ellos
muestran caracteristicas tipicas de materiales cristalinos como la evolucién con el
tiempo del calor latente al enfriar el polimero fundido, pero también propias de los
materiales no cristalinos como el patron de rayos X difuso. Este comportamiento se
puede explicar mediante el modelo de los dos estados. Este modelo indica que los
materiales poliméricos estan constituidos por pequefias, aunque perfectas, regiones
cristalinas (cristalitos) que estan embebidas dentro de una matriz continua. La
metodologia de rayos X asume implicitamente este modelo. Por dltimo, con este método
de caracterizacion puede explicarsé)@inética de reacciones en estado sdlido, puede

ser posible caracterizar de forma fiable la cinética con la que transcurren reacciones en
el estado sélido si el patron de rayos X del reactivo y el producto final de la reaccion

son diferentes.
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En este trabajo de investigacion, el empleo de la difractometria de rayos X tiene
como objetivo el andlisis cualitativo de los tres tipos de materiales sintetizados. Para
obtener datos reproducibles y fiables, es importante cuidar la preparacion de la muestra.
Los puntos criticos son el tamafio cristalino, la orientacion preferida de la muestra en el
soporte y, la coplanaridad de la muestra y el soporte superficial. Al depositar la muestra
pulverizada sobre el soporte de rayos X, la distribucién de las orientaciones del cristal
puede que no se produzca al azar, ocurriendo lo que se conoce como la distribucion
preferida de la muestra. La manera en que la muestra es depositada sobre el soporte
puede afectar a la orientacion de los cristalitos con lo que puede ejercer un efecto
negativo en el andlisis del material. Para solventar en la medida de lo posible este
fendmeno, los soportes mas comunmente utilizados son platos rectangulares de
aluminio y de vidrio, que contienen una ventana rectangular en la que se empaqueta el

polvo.

Los difractogramas de rayos X de los tres tipos de materiales (magnetita, liposomas
y magnetoliposomas) fueron realizados mediante el método de Debye-Scherrer. El
dispositivo utilizado fue un difractémetro Philips PW 1710 (Holanda) y la longitud de
onda fue 1.5404 (Cu-Ko). La masa empleada en el estudio fue la mismatpeos
los materiales~ 0.5 g). Estas muestras se obtuvieron mediante @géacde las
correspondientes suspensiones acuosas a 35.0 + 0.5 °C en una estufa de desecacion con
circulacién forzada de aire [Digitronic, J.P. Selecta S.A., Espafia].

En la Figura 3.30. se recogen los difractogramas obtenidos para la magnetita,
liposomas y magnetoliposomas. Al comparar los difractogramas de la magnetita y los
magnetoliposomas con el patrén deAmerican Society for Testing and Materials
(patron ASTM) de la magnetita (ver imagen insertada en la Figura 3.30.), se comprueba
la perfecta coincidencia de las lineas de estos difractogramas con las del patrén, lo que
permite identificar las nanoparticulas de magnetita sintetizadas y apreciar la elevada
cristalinidad de ésta (tamafio de gramd®00 A), incluso tras ser embebida en la

estructura vesicular. Las caracteristicas no cristalinas (amorfas) tipicas de los liposomas
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guedan reflejadas ligeramente en el difractograma de los magnetoliposomas, si bien no
aparece una sefal pronunciada. Pensamos que esto es debido al menor contenido
lipidico presente en los magnetoliposomas para la misma masa de muestra que los
liposomas. Por lo tanto, la difractometria de rayos X nos permite constatar la presencia
de ambos materiales (magnetita y liposomas) en la muestra de magnetoliposomas. De
esta manera, esta técnica constituye una prueba cualitativa de la eficacia de la
metodologia de sintesis de magnetoliposomas. Otro aspecto muy importante como se ha
indicado, es que la técnica permite comprobar que los magnetoliposomas presentan la
estructura cristalina tipica de la magnetita, la cual debe asegurar una excelente

capacidad de respuesta a gradientes magnéticos aplicados.
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Figura 3.30.Difractograma de rayos X de las nanoparticulas de magnetita (linea negra),
liposomas (linea azul) y magnetoliposomas (linea roja). Figura insertada: Patron ASTM
de difraccién de rayos X de la magnetita. La intensidad estd expresada en unidades

arbitrarias (u.a.).

3.2.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS POR
TRANSFORMADA DE FOURIER

La radiaciéon infrarroja se encuentra localizada en el espectro electromagnético
entre la zona de la radiacion visible y la zona de la radiacion de microondas. Como es
bien sabido, un gran nimero de moléculas organicas de interés farmacéutico absorben la
radiacion infrarroja en el intervalo de nimeros de onda entre 4000 y Z0éncemergia

de vibracién molecular. Esta absorcion es cuantificable y el espectro aparece en forma
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de bandas, ya que un cambio simple de energia vibracional es acompafado por diversos
cambios de energia rotacional. Las posiciones de las bandas en el espectro de infrarrojos
se suelen presentar en funcion del nimero de ondads intensidades de las bandas

pueden expresarse como transmitan€)ao(absorbancial).

Hay dos tipos de vibraciones moleculares [Silverstein y Webster, 1998]. la
vibracion de elongacion y la vibracion de flexion. Sélo aquellas vibraciones que
provocan un cambio ritmico en el momento bipolar de la molécula se observan en el
infrarrojo. Esto es debido a que la alternancia del campo eléctrico, producido por el
cambio en distribucion de cargas que acompafia a una vibracién, acopla la vibracion de
la molécula con el campo eléctrico oscilante de la radiacion electromagnética. En
general, los grupos funcionales que tienen un dipolo intenso dan lugar a absorciones
fuertes en el infrarrojo. El conjunto de vibraciones fundamentales (frecuencias de
absorcion) raramente se observara debido a la existencia de factores que aumentan el
namero de bandas (la presencia de arménicos y los tonos de combinacion) y de factores
que reducen el nimero de bandas (frecuencias fundamentales fuera de la regién de 400
a 4000 crit, bandas fundamentales demasiado débiles para ser observadas, ausencia de

un cambio en el momento dipolar, etc.).

Por tanto, el objetivo de este ensayo es analizar los tres tipos de sistemas coloidales
(magnetita, liposomas y magnetoliposomas) para dotar a nuestra investigacion de una
nueva prueba de la eficacia de la metodologia de sintesis de magnetoliposomas. Mas
concretamente, los magnetoliposomas deben tener un espectro de infrarrojos en el que
aparezcan las bandas caracteristicas de los liposomas, junto con la banda propia de la
magnetita. De ser esto asi, quedard demostrado que los magnetoliposomas estan
constituidos por magnetita y liposomas. Para la preparacion de las muestras a analizar
tras la sintesis de las suspensiones acuosas de las nanoparticulas, estas fueron sometidas
a desecacion a 35.0 £ 0.5 °C en un horno de desecacion por conveccion [Digitronic, J.P.
Selecta S.A., Espafa]. A continuacion, se tomé una pequefia cantidad de material sélido
(0.5 mg - 1.0 mg) y se mezcl6é con 100 mg de bromuro potasico (KCI) pulverizado y
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seco. La mezcla se realiz6 en un mortero de agata y fue prensada a 10000 - 15000 kPa
para obtener un disco transparente. Como consecuencia de este tratamiento, es de
esperar la aparicién de bandas en el espectro de infrarrojos en torno a 3450640

cm® debido a la humedad [Silverstein y Webster, 1998]. Para la obtencién del
interferograma se utilizé un espectrometro de infrarrojos [Nicolet 20 SXB, EE.UU ],
con una resolucién de 2 &mnlLa técnica implica la division de una radiacién que
contiene todas las longitudes de onda (en nuestro caso: 4000 a #06ncdos rayos
[Silverstein y Webster, 1998]. Uno tiene un camino Optico fijo y el otro variable
(mediante un espejo movil). La superposicion de los rayos dara lugar a un patrén de
interferencias que por transformada de Fourier se convierte en un punto en el dominio
de la frecuencia. La transformada de Fourier a sucesivos puntos a lo largo de esta
variacion da lugar a un espectro de infrarrojos completo cuando la radiacion pasa a
través de la muestra, o que hace que el material a analizar quede expuesto a una banda

amplia de energias.

Como se ha comentado previamente, el objetivo de este estudio es confirmar
cualitativamente la formacién de los magnetoliposomas. No se pretende una
caracterizacion exhaustiva de los materiales estudiados, ya que para ello seria necesario
utilizar esta técnica analitica junto con la espectrometria de masas y la resonancia
magnética nuclear. Es bien sabido, que solo con el analisis de todos estos resultados es
posible determinar la estructura molecular de un material. En referencia a la
interpretaciéon de un espectro de infrarrojos no hay reglas establecidas para ello. Sin

embargo, si existen ciertos requisitos previos [Silverstein y Webster, 1998]:

» El espectro debe tener una resolucion y una intensidad adecuadas, y debe ser el de

un compuesto razonablemente puro.

» El espectrofotometro debe estar calibrado.
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* ElI método de manipulacion de la muestra debe estar perfectamente definido.

La frecuencia o la longitud de onda de absorcion dependen de las masas relativas de
los atomos de la molécula, de las constantes de fuerza de los enlaces entre éstos, de la
geometria de los atomos y del entorno molecular. Una molécula por simple que sea
puede generar un espectro extremadamente complejo, que es caracteristico de la
molécula entera (excepto en el caso de los compuestos enantiomeros). Existe una gran
dificultad a la hora de realizar un tratamiento preciso de las vibraciones de una molécula
compleja, por este motivo, el espectro de infrarrojos debe interpretarse a partir de la
comparacion empirica y la extrapolaciéon a estudios de moléculas sencillas, ya que
determinados grupos de atomos dan lugar a bandas de igual o similar frecuencia
independientemente de la estructura del resto de la molécula. La persistencia de estas
bandas caracteristicas permite la obtencion de informacion estructural, mediante simple
inspeccion y comparacion con tablas de referencias que recogen la absorcion
caracteristica de grupos funcionales. No obstante, toda conclusién alcanzada tras
examinar una banda debe confirmarse cuando sea posible mediante el examen de otras

zonas del espectro.

De forma general, en un espectro de infrarrojo se distinguen tres zonas

caracteristicas [Silverstein y Webster, 1998]:
« La regi6n de los grupos funcionales (de 4000 a 1300)aie la molécula.
Generalmente, si no hay absorcion en esta zona podria considerarse que la molécula

problema carece de grupos funcionales.

+ La zona de l&uella dactilar(de 1300 a 900 ch). La absorcién en esta regién es

Unica y caracteristica para cada especie molecular.
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« La regién entre 900 y 650 ¢m La ausencia de absorcién en esta zona

generalmente indica una estructura no aromatica.

La Figura 3.31. recoge el espectro de infrarrojos de los tres tipos de nanoparticulas
(magnetita, liposomas y magnetoliposomas). Su analisis constituye una nueva prueba de
la eficacia del recubrimiento ya que permite la identificacion de los grupos funcionales
de los liposomas en los magnetoliposomas. Es decir, las bandas tipicas del liposoma y la
caracteristica de las nanoparticulas de magnetita estan presentes en el espectro de los
magnetopliposomas. Sin embargo, las bandas son menos intensas como consecuencia de

la menor cantidad relativa de lipidos presentes en las vesiculas mixtas.

En concreto, las bandas observadas son:

A: banda debida a la humedad que adquieren las muestras como consecuencia de su

proceso de manipulacién. Se localiza a 3428.cm

* B: grupo de dos bandas que corresponden a la vibracion de estiramiento de enlaces
C-H. A 2922 crit se localiza la banda caracteristica de la vibracién de elongacion
asimétrica del grupo GHoas CH,) y a 2852 cnt observamos la perteneciente a la

vibracion de elongacion simétrica del £fdas CHy).

* C: banda que corresponde a la vibracion molecular de enlaces C=0 en liposomas

(aparece a 1732 ¢ En el espectro de magnetoliposomas aparece a 1734 cm

* D: banda que corresponde a la vibracién de estiramiento de grupos alquenos (C=C)
en liposomasx 1500 cnt).

» E: banda correspondiente a la vibracién de flexién de enlaces C-H (aparece a 1219

cm?).
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F: banda correspondiente a la vibracion de estiramiento de enlaces C-N (aparece a
972 cm).

G: banda debida a la humedad que adquiere la muestra como consecuencia de su
proceso de manipulacién. Se localiza a 1622 [f@iri y cols., 2005].

H: banda que corresponde a la vibracion de flexion asimétrica de(vadiCH,)

en los liposomas (aparece a 1465'%nEn magnetoliposomas aparece a 143%.cm

I banda intensa localizada a 1088@orrespondiente a la vibracién de tensién de
enlaces P=0 en grupos éxidos de fosfina por la presencia de grupos fosfajo (PO
en magnetoliposomas. En liposomas aparecen a 108F3iry cols., 2005].

J: banda ausente en el espectro de los liposomas. Aparece a 826 esnuna
banda ancha e intensa caracteristica de la absorcion en la magnetita [Lyon, 1967].
Se trata de la frecuencia “Restrahl” (o rayo residual), de maxima absorbancia de

cristales idnicos (o parcialmente i6nico) en el infrarrojo [Gartstein y cols., 1986].
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Figura 3.31. Espectro de infrarrojos de las nanoparticulas de magnetita (a), liposomas (b) y
magnetoliposomas (c). Las flechas resaltan la Unica banda ausente en el espectro de los

liposomas, y que es caracteristica de los 6xidos de hierro.
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Si consideremos una particula sélida esférica de 1 cm de diametro, su superficie
su volumenV son 3.14-10 m? y 5.24.10 m® respectivamente, y la relacion
superficie/volumen esS/V =~ 600 ni'. La division de la particula eN particulas
esféricas de radio 100 nm tal que su volumen total sea igual al de la esfera original, sin
embargo, provocara que la superficie sea de 15y lmrelacionSN ~ 3-10 m ™. Este
sencillo ejemplo explica que la principal contribucion a las propiedades de un sistema,
formado mediante la dispersién de edgsarticulas en 1 L de agua, vendra dada por las
superficies e interfases de las particulas. En particular, el estado eléctrico de la
superficie de las particulas puede ser determinante: si cada una de ellas tiene un
potencial superficial de 100 mV (en torno al orden de magnitud tipico de las particulas
coloidales en medio acuoso), la fuerza electrostatica repulivadntre dos de estas
particulas dispersas en agua y localizadas a una distancia entre superficies de 10 nm es
2.12-10" N. Esta fuerza tiene que compararse con la fuerza de otras interacciones que
deben o pueden existir entre ellas. Asi, su atraccién gravitaf)aa( la misma
distancia sera 6.3-T®N, si su densidad es 18g/m? y la fuerza de van der Waals
(F*") 8-10™ N, utilizando los valores tipicos de la constante de Hamaker [Hunter,
1987, van Oss, 2006]. Estos ejemplos muestran que, en la mayoria de los casos, las
interacciones electrostaticas son las principales responsables de las propiedades

macroscopicas de las suspensiones.

En este contexto, los fenOmenos electrocinéticoagsytécnicas asociadas a ellos
demuestran su importancia. Son manifestaciones de las propiedades eléctricas de la
interfase, y de aqui que merezcan atencion por si mismas. Ademas, son una fuente de
informacion importante (Unica en muchos casos) de estas propiedades eléctricas por
poder ser determinadas experimentalmente. Como describiremos, la electroforesis
(como los demas fenomenos electrocinéticos) constituye una poderosa técnica para
obtener informacién directa sobre el estado eléctrico de la interfase [Delgado, 2002]. En
este trabajo hemos investigado la movilidad electroforétigade los tres tipos de

particulas (magnetita, liposomas y magnetoliposomas), como método de evaluacion de
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la calidad y eficiencia del recubrimiento para las diferentes proporciones de masa
ensayadas PC:g@, (1:4 a 4:1). Esto es posible dado que las propiedades eléctricas
superficiales de la magnetita y del liposoma son claramente diferentes, como veremos.
Por lo tanto, cabe la posibilidad de que los nucleos de 6xido de hierro adecuadamente
embebidos en la estructura lipidica puedan ser diferenciados de los no recubiertos,
analizando su comportamiento electroforético. Idealmente, el magnetoliposoma

sintetizado deberia incluso mostrar un potencial zeta idéntico al de un liposoma.

Dada la sensibilidad de la electroforesis a las caracteristicas de la interfase, esta
técnica puede ser Util para analizar el proceso de degradacion de la estructura lipidica
gue recubre a la magnetita en los magnetoliposomas sintetizados. Algunos estudios han
sido llevado a cabo para estudiar el fendmeno de degradacién en una estructura
polimérica como material de recubrimiento de nucleos de 6xidos de hierro [Arias y
cols., 2001; Delgado, 2002]. Por tanto también se analizara la evolucion temporal de la
movilidad electroforética de magnetoliposomas, como método de seguimiento de la
degradacion del recubrimiento fosfolipidico.

4.1.DESCRIPCION CLASICA DE LA DOBLE CAPA
ELECTRICA

Se admite como un hecho experimental que la mayoria de los sélidos adquieren
carga eléctrica superficial cuando se dispersan en un disolvente polar, en particular, en
una disolucion de electrolito. Los origenes de esta carga son diversos y, generalmente,
comprenden algunos de los siguientes procesos [Hunter, 1981, 1987; Lyklema, 1987,
1995; van Olphen, 1977]: adsorcién/desorcion de iones de la red, disociacion o
ionizacién de grupos superficiales o sustitucion isomorfica. Un caso caracteristico de la
adsorcion preferente de iones en disolucion es la adsorciéon de tensioactivos idnicos. En

este caso, las entidades cargadas deben tener una elevada afinidad por la superficie, para
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evitar la repulsion electrostéatica por los iones ya adsorbidos. La disociacion o ionizacion
de grupos superficiales es el mecanismo mediante el cual la mayoria de los coloides
poliméricos de latex adquieren carga. Asi, los grupos acidos como el sulfato o el
carboxilo son responsables de la carga negativa de los polimeros anidnicos. Cuando el
pH esta por encima del gide disociacion de estos grupos, la mayoria de ellos estaran
ionizados, generando la carga negativa. En el caso de los o6xidos, los grupos
superficiales anféteros MOH pueden generar carga positiva o negativa, dependiendo del
pH; los iones Ay OH seran, por lo tanto, los iones determinantes del potencial para los
oxidos. Por ultimo, la red de carga incompleta (o0 sustitucion isomorfica) es el
mecanismo tipico, casi exclusivo, de adquisicion de carga por los minerales de arcilla.

En ellos, parte de los catione$*Si Al**

de la estructura ideal son sustituidos por otros
iones de menor carga y, practicamente, del mismo tamafio. Como consecuencia de esto,
el cristal podra estar cargado negativamente y esta carga estructural habra de ser

compensada por cationes superficiales, facilmente intercambiables en disolucion.

Puede darse la posibilidad de que participe mas de un mecanismo, en cualquiera de
los casos, la carga neta superficial debe estar compensada por iones en torno a la
particula de modo que se mantenga la electroneutralidad del sistema. La carga
superficial y su contracarga compensadora en disolucién forman la doble capa eléctrica
(DCE). A pesar de utilizarse la palabra doble, la estructura de esta capa puede ser muy
compleja, no totalmente resuelta en la mayoria de los casos, y puede contener tres 0 mas
capas, que se extienden a lo largo de distancias variables desde la superficie del sélido.
Cerca de la superficie del sélido o sobre ella, se pueden encontrar cargas responsables
de la carga superficialo). En su proximidad inmediata, podrian localizarse los iones
capaces de sufrir adsorcidén especifica: la distancia al sélido sera del orden de un radio
i6nico, dado que se puede suponer que han perdido su capa de hidratacion, al menos en
la direccién de la superficie del sdlido. Llamemgsa la carga superficial en un
determinado plano de atomos, localizados a una distghdasde el solido (Figura

4.1.). Si aceptamos que la interfase tiene una geometria plana,xyegua distancia
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externa normal a esta, podemos decir que la regién xntré yx = S esta libre de
carga, y podemos identificar un condensador cuyas placas son la superficie y el plano

. Si G es su capacidad especifica (por unidad de area):

Yo -~ == (4)

dondeyy, es el potencial en la superficie del sélido. Los iones responsahjesasdlo
desarrollaran interacciones electrostaticas con la superficie, sino que, a menudo superan
la repulsion eléctrica y son capaces, por ejemplo, de aumentar la carga positiva de una
superficie de caracter ya positivo. Es habitual decir que las interacciones desconocidas
son de naturaleza quimica, a pesar de que este no es siempre el caso. Hay una amplia
variedad de situaciones, desde la formacion de uniones quimicas (covalentes) a
interacciones mas débiles como la atraccion de van der Waals, los enlaces por puentes
de hidrégeno, las fuerzas hidréfobas-hidrofilas, etc. [Lyklema, 1987]. Debido a la
ausencia habitual de informacién sobre la parte mas interna de la atmdsfera idnica, el

tratamiento a menudo no esta exento de hipétesis y suposiciones mas o0 menos realistas.
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Distancia

Potencial

Figura 4.1. Distribucién del potencial en una interfase solido-liquido cargada negativamente.
A partir del planox = £ se localizan los iones que solo poseen interacciones
electrostaticas con la superficie y ademas estan sujetos a colisiones con las moléculas

del disolvente. Estos iones estan distribuidos en un cierto volumen cuya densidad de

carga eso(x), aunque en la practica se introduce una densidad superficial de carga

difusa (gy), localizada en x £y, de acuerdo con la expresion:
g, = [ p(¥dx (5)
By

para una interfase plana, o:
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o0

_ 1 2
o —mﬁ[r p(r)dr (6)

para una interfase esférica de raajsiendor la coordenada radial con origen en el

centro de la particula.
Debido a la electroneutralidad:

Oy =70, =04 (7)

Con respecto a la descripcion de la doble caparedactde forma general se

acepta la siguiente nomenclatura:

e La distribucion volumétrica de carga que se extiende desd@ se denomina

capa difusa o parte difusa de la doble capa.

 La regiéon entrex = 0 y x = Sy se denomina a menudo capa Stern parte

interna de la doble capa o parte densa de la doble capa.
 El planox = 5 es el plano interior delelmholtz(PIH) y ax = f4 se le llama
plano exterior deHelmholtz(PEH). El PEH identifica el comienzo de la capa
difusa.
La capa difusa puede definirse matematicamente de una manera simple. La
condicion de equilibrio para los iones en esta capa puede escribirse [Lyklema,

1995]:

- eZdy - kT Inn =0, i=1,...,N (8)

-128



Capitulo 4. Propiedades Eléctricas Superficiales

donde el primer término corresponde a la fuerza electrostatica sobre losi iones
(carga ez, concentracionn;) y el segundo es la fuerza termodinamica. La

integracion de la ecuacion 8 bajo la condicigr n’(«) paray = 0, da lugar a la

distribucién de Boltzmann:

n )=n’ (oo)exd— e;l//(?)/kBT]' i=1,..,N 9

donde n’(»x) es la concentracién de los ionedejos de la particulakg es la

constante de Boltzmann,Tyes la temperatura absoluta. Finalmente, la ecuaciéon de

Poisson determina la relacion entre el potencial y las concentraciones iénicas:

() =-Lp(r) =- LY egn’ o ex —e“"(ﬂ (10)

8rs.so 8rsso i=1 kBT

siendo ¢, la permisividad eléctrica del medio de dispersién. La ecuacion 10

(ecuacion de Poisson-Boltzmann) es el punto de partida de la descripcion de Gouy-
Chapman de la capa difusa.

En la practica, no hay una solucion general a estem@on en derivadas

parciales, excepto en los siguientes casos [Dukhin, 1974; Russel y cols., 1989]:

% Una interfase plana con potencial bajo. Donde:
W=y e (11)

dondex® es la longitud de Debye, y claramente es una medida del espesor de

la capa difusa. Su valor es:
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%
4 E kT

. (12)
D €7(«)

Para hacerse una idea de los valores tipicos Jees til la siguiente férmula
practica para un electrolito 1:N= 2,2z, = 1,2 = -1) en agua como disolvente
a 25 °C:x* = 0.308c™? nm, sic es la concentracién molar de electrolitg;=

n, = 10°Nac para un electrolito 1:1.

Una interfase plana en un electrolito simétriegalente ¢ = -z, = z) para un

potencial arbitrariaqgy:

y(x) = 2In 1+ e_ tanh(y, /4) (13)
1- e“tanh(y, /4)
dondey es el potencial adimensional:
_zap
y= KT (14)

y puede darse una expresion similar para

Una interfase esférica de radiy a potenciales bajos (aproximaciéon de
Debye):

w(r) =y, [?je‘“"a’ (15)
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mientras que deben aplicarse soluciones numéricas o expresiones analiticas
aproximadas en otros casos. Esto es ilustrado en la Figura 4.2., donde se
comparan las ecuaciones 11 y 13 para la interfase plana; y en la Figura 4.3.,
donde la solucion aproximada (ecuacion 13), se representa junto a resultados

numeéricos [Lopez-Garcia y cols., 1996].

150

Potencial (mV)
5

50

Figura 4.2. Distribucién del potencial en una interfase plana para electrolitos
monovalentes calculado mediante la férmula aproximada de Debye-Huckel
(ecuacion 11, ---) y el célculo completo (ecuacion-)Fara los valores dgy

indicados.
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imensional ()
- on

Potencial ad

Figura 4.3. Potencial adimensionay) en torno a una particula esférica en funcion de la
distancia reducida a la superficie para electrolitos monovalddksaproximacion de
Debye-Huckel;NUM: calculo totalmente numérico
[Russel y cols., 1989].
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4.2. FENOMENOS ELECTROCINETICOS.
POTENCIAL ZETA

Supongamos que se aplica un campo eléctrico panxelze a la interfase
solido/disolucion de la Figura 4.1., y que la superficie sélida esta fija en nuestro
sistema de coordenadas. De lo expuesto anteriormente, se deduce que el liquido
adyacente al sélido tiene una carga eléctrica neta, opuesta a la de la superficie de
éste. De forma general, parte de los iones de este liquido estan unidos fuertemente
a la superficie mediante fuerzas atractivas de corto alcance y pueden considerarse
inmaoviles. Sin embargo, esto es una aproximacion, ya que tales iones pueden ser
moviles y, en ese caso, no es raro que su movilidad tenga un valor proximo a la del
nucleo de la disoluciéon. En las condiciones generales comentadas, los iones y el
liquido externo pueden ser desplazados por el campo externo. De hecho, la fuerza
eléctrica actuara sobre los iones (principalmente, contraiones) y arrastrara liquido
en su movimiento. De esta manera, se producird un movimiento relativo entre el

solido y el liquido; lo que constituye el fundamento del fen6meno electrocinético.

El potencial existente en el limite entre las fasgwil e inmovil es conocido
como potencial electrocinético o potencial zetd. (La localizacion exacta
(distancia en la Figura 4.1.) del también llamado plano de cizalladura o plano de
deslizamiento es un aspecto ampliamente investigado. De hecho, incluso la
existencia de este plano y del mismo potencial zeta son estrictamente una
abstraccion [Lyklema, 1977], ya que se basan en la aceptacion de que la viscosidad
del medio liquido varia discontinuamente desde infinito en la capa de Stern a un
valor finito en la atmésfera difusa. Una posible forma de salvar, al menos
formalmente, esta incertidumbre es suponer una variacién gradual de la viscosidad
n desde la superficie hasta el inicio de la parte difusa [Dukhin, 1974; Lépez-Garcia

y cols., 1996; Lyklema, 1977], pero la verificacion experimental cuantitativa de tal
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variacion no es accesible. Como todos los tratamientos del fendmeno

electrocinético se basan en la existencia del potencial zeta, admitiremos el modelo
de la variacion de la viscosidad como razonablemente aceptable. Esto significa que
las técnicas electrocinéticas nos daran informacion sobre el potencial zeta, alla
donde quiera que esté localizado. Tratar de obtener mas informacion es dificultoso

y muy dependiente del modelo de doble capa elegido [Dukhin, 1974].

Los numerosos avances en la teoria de los fendmenos electrocinéticos [Dukhin
y Derjaguin, 1974; Lyklema y Minor, 1998; Mangelsdorf y White, 1990, 1998a, b;
Zukoski y Saville, 1986] nos han permitido relacionar los efectos electrocinéticos
observados no solo con el potencial zeta, sino también con otros pardmetros de la
doble capa y con la existencia de una capa de Stern con iones capaces de moverse
bajo la acciéon de campos externos. Este numero creciente de parametros a
determinar requiere una investigacion experimental bien planificada y, a menudo,

utilizando diferentes técnicas electrocinéticas.

4.2.1. ELECTROFORESIS: TEORIA ELEMENTAL

Los diferentes fendmenos electrocinéticos puedeindisirse mediante la fase
movil-inmovil, la naturaleza del campo aplicado y la magnitud que debe
determinarse experimentalmente. Comentaremos brevemente la técnica de la

electroforesis por ser la que hemos empleado en nuestra investigacion.

Sea una particula esférica de radien presencia de un campo eléctrico que,
lejos de la particula, ek, . Se considera que la particula no es conductora y tiene

una permisividad eléctrica mucho menor que la del medio de dispersion. Por el
momento, también aceptaremos que la concentracion de electrolito es muy baja y
guea es también muy pequefio, por lo que se da la siguiente desigualdad entre el

grosor de la doble capa (ecuaciéon 12) y el radio:
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K'>>a o0 ka<<1 (16)

es decir, estamos en la aproximacion de la doblea ggpesa (o de Huckel).
Debido a que la atmésfera de iones se extiende a lo largo de estas grandes
distancias, la densidad de carga en su interior sera muy pequeifia y, por lo tanto, el
campo aplicado no provocara casi ningin movimiento de liquido en torno a la
particula. Como resultado, las Unicas fuerzas que actuaran sobre ésta son las
fuerzas de arrastre de Stokéﬁ@) y la eIectrostética(ﬁE). Como la particula se
mueve a velocidad constante (velocidad electroforétich,la fuerza neta debe ser

nula:

F, = -6mav,
r:E = QEOO
IES + HE =0 (17)

En estas ecuacioneg, es la viscosidad del medio de dispersionQyes la

carga total superficial de la particula. De la ecuacion 17:

Q g

v :6nna

e

. (18)

Si recordamos que el potencial en la superficie gga y Phillips, 1975],

bajo la condicion de la ecuacioén 16, es:

V(@)= 4TIEl € % (19)
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la identificacion de/(a) con el potencial zet&), da lugar a:

(E., (20)
o la movilidad electroforéticauf):

u, :EM( (21)
3 7

lo que se conoce como férmula de Hickel.

Consideremos la situacién opuesta, para la que &améxiste una solucién
analitica, correspondiente a la doble capa delgada:

kK'<<a o ka>>1 (22)

En este caso, los iones de la doble capa apantallaarga superficial en una
distancia corta, lo que significa que, como hemos descrito antes, se pierde la
electroneutralidad en esta region. El campo provocara, por lo tanto, movimientos
del liquido cargado que afectaran al propio movimiento de la particula. La solucién

en este caso es mas complicada pero es posible cualitativamente.

Para ello se ha de suponer que el potendi@o es muy elevado, lo que
permite admitir que la doble capa no se deforma por accién del campo aplicado.
Por ello, la distribucién de potencial eléctrico es la simple superposicion del
potencial debido al campo mas el inducido en la interfase (Figura 4.4.).
Especificamente [Ohshima, 1998; Panofski y Phillips, 1975]:
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W(B| =" E,DaCos9—% E,aCo¥ = —g E aCo¥ (23)

Que se puede interpretar como si la polarizaciorseditfugar a un campo
aumentado en un factor 3/2, lo que modifica la ecuacion (21) para dar la de
Smoluchowski:

— arso
He N

¢ (24)

Figura 4.4.Flujo de liquido en torno a una particula esférica cargada negativamente.

Lejos de la interfase, el liquido se mueve con una velocidad constante

De todo lo expuesto, debe entenderse que la ecuacion 24 es vélida para

cualquier geometria siempre que [Delgado y cols., 1986; Morrison, 19713:
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particula dispersa adquiera carga superficial, que se compensa mediante un exceso
de carga de signo opuesto en el medidp;la particula sea rigida y de forma
arbitraria, con potencial eléctrico superficial unifornf® ¢on respecto al liquido

lejos de la interfasdji) las dimensiones de la particula sean tales que el radio de
curvatura de la interfase en cualquier posiciéon sea mucho mayor que el grosor de
la doble capaiv) la particula no sea conductorg;los efectos de la conductancia
superficial sean despreciableg) la constante dieléctrica y la viscosidad del
medio sean independientes de la posicion [ver, sin embargo, Hunter, 1966; James,
1979; Lyklema y Overbeek, 1961a,b; Overbeek, 1952¥iiy,el campo aplicado, a

pesar de estar deformado por la presencia de la particula, se suma vectorialmente

al campo local en equilibrio de la doble capa.

4.2.2. ELECTROFORESIS: TRATAMIENTOS MAS
ELABORADQOS

Henry fue el primer autor que elimind la restricci@n) anterior, y resolvio el
problema para esferas (también para cilindros infinitos) de cualquier aadis
decir, cualquier valoka, aunque para pequefos potenciales zeta, ya que se acepta
gue la ecuacién 15 determina la distribucion de potencial en la doble capa en
equilibrio [Henry, 1931]. Restringiéndonos al caso de la esfera, la ecuacion de

Henry para particulas no conductoras es:

b, =§%Zf(xa) (25)
donde:
_. . (ka)f  (xa)’
f(ka)=1+ 16 5 28 +.. (26)
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Una férmula aproximada parféka) fue publicada a finales del siglo pasado
[Ohshima, 1998].

Gracias a Overbeek, podemos entender y evaluar lalidad electroforética

y, en general, la fisica del fendmeno electrocinético [Overbeek, 1943, 1952].
Booth también elaboré una teoria que siguié lineas similares, para esferas en
ambos casos [Booth, 1948a; Booth, 1948b; Booth, 1950]. Estos autores, fueron los
primeros en considerar que durante la migracion electroforética la doble capa
pierde su simetria original y se polariza: la distribucién del potencial fuera del
equilibrio no es la simple adicion del creado por el campo externo en torno a la
esfera no conductora y el de la doble capa eléctrica en equilibrio [Derjaguin y
Dukhin, 1974]. El problema mateméatico es mucho mas complejo y hasta la
aparicion de los ordenadores solo estaban disponibles teorias aproximadas (bajo
gran ka) [Booth, 1948a; Booth, 1948b; Booth, 1950; Overbeek, 1943; Overbeek,
1952]. Los primeros tratamientos numeéricos del problema, validos para valores
arbitrarios del radio, el potencial zeta o las concentraciones ionicas, aparecieron a
partir de la década de los sesenta [O’'Brien y White, 1978; Wiersema y cols.,
1966].

Como no es relevante describir estos tratamientos, simplemente mostraremos
algunos resultados en la Figura 4.5. La validez de la férmula de Smoluchowski
para valores elevadoga y valores bajos a moderados dees claramente
apreciable. También es evidente que el tratamiento de Henry es validg lpem

independientemente del grosor de la doble capa.
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Figura 4.5. Movilidad electroforética frente a potencial zefep@ara particulas esféricas de
radio a = 100 nm y parea = 1.25 y 100 en disoluciones de KCI. Linea discontinua (---):
ecuacion de Smoluchowski; lineas discontinuas — punteadas (---): formula de Henry; lineas

continuas <): teoria de O’Brien y White.

4.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La determinacion de las movilidades electroforéticag de las distintas
suspensiones acuosas de nanoparticulas se llevdo a cabo utilizando un dispositivo
Malvern Zetasizer 2000 [Malvern Instruments, Inglaterra]. La medida esta basada en el
analisis de la autocorrelacion de la luz laser dispersada por las nanoparticulas en
movimiento. El aparato utilizado permite determinacon errores del 5 % o menores.

La temperatura de medida (25 °C) se mantuvo constante (hasta £ 0.2 °C) utilizando un

modulo Peltier.
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Las suspensiones estudiadas tenian una concentracion de nanoparticulas de
aproximadamente el 0.1 % (p/v). Antes de preparar la suspensién se fija la
concentracién del electrolito (KNPDdeseada y se ajusta, en su caso, el pH congldNO
KOH. Debido a la dificultad que presenta el ajuste de ciertos pHs, la preparacion de las
suspensiones se realizé cuando estos eran estables. De esta manera, evitamos que las
nanoparticulas estén demasiado tiempo en disolucién antes de medir sus propiedades
eléctricas superficiales, lo que podria comprometer la estabilidad de dichas propiedades,
al favorecerse fenomenos de oxidacion y de degradacion [Arias y cols., 2001; Plaza y
cols., 2002]. Las medidas se realizaron tras 24 horas de contacto de las nanoparticulas
con el medio de dispersion a 25.0 °C £ 0.5 °C y bajo agitacion mecanica (50 rpm). Los
datos presentados son el promedio de 12 determinaciones, cambiando la muestra cada
tres. La teoria de O’Brien y White se utiliz6 para convertir los valorese da {

[O’Brien y White, 1978].

En el caso del estudio de la estabilidad de lasigdagdes eléctricas superficiales de
los magnetoliposomas, las medidas se realizaron de igual forma. La Unica diferencia
introducida fue la composicion del medio de dispersion de las nanoparticulas (tampon
NaOH-KH,PO,, pH = 7.4 £ 0.1) y la temperatura de las suspensiones (37.0 £ 0.5 °C).

4.4, EFECTOS DEL pH Y DE LA FUERZA IONICA
SOBRE ___LAS PROPIEDADES _ELECTRICAS
SUPERFICIALES

Las propiedades eléctricas superficiales de los oxidle hierro son
extremadamente sensibles a las variaciones del pH [Plaza y cols., 2002], lo cual no
es predecible en el caso de los sistemas vesiculares de tipo liposomal, debido a la
naturaleza de los grupos responsables de su carga, como restos de grupos fosfato

[Woodle y cols., 1992]. Por ello, centraremos en primer lugar nuestro estudio en el
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efecto del pH sobre la movilidad electroforétier) (y el potencial zetad] de las

nanoparticulas.

La Figura 4.6. muestra ambos parametros en funce&npH bajo una fuerza
iobnica moderada constante (KNO10® M). Como puede observarse, las
nanoparticulas de magnetita presentan un punto isoeléctrico o pH de potencial zeta
cero bien definido en torno a 7.0, de forma que a pHs &cidos los valogesote
positivos y a partir del punto isoeléctrico pasan a ser negativos. Estos resultados
concuerdan con investigaciones previamente realizadas [Arias y cols., 2001,
Matijevi¢, 2002; Plaza y cols., 2002; Regazzoni y cols., 19B8sulta interesante
resaltar como el comportamiento electrocinético de los magnetoliposomas es muy
similar al de los liposomas, debido a la naturaleza de los grupos responsables de su
carga eléctrica superficial. En concreto, los grupos fosfato de la cabeza polar de la
fosfatidilcolina (localizada en la parte externa de los sistemas vesiculares) se encuentran
neutralizados a pH &cido (por los hidrogeniones del medio de dispersiéon). Por el
contrario, conforme el valor del pH crece, es decir aumenta la concentracion de grupos
hidroxilos en el medio, cada vez un mayor numero de grupos fosfato superficiales
estardn disociados. Esto determina el aumento de la carga eléctrica superficial del
coloide [Chen y cols., 2010].

Esta diferencia entre el comportamiento electrocinético de los nuacleos de
Fe;0O4 y los coloides vesiculares hacen que la electroforesis sea una herramienta
muy til para evaluar cualitativamente la eficacia del recubrimiento corroborando
de esta manera la obtencion de magnetoliposomas. De hecho, la Figura 4.6.
muestra claramente como los magnetoliposomas (relacion de masas iniciales
Fes04:PC, 4:3) presentan un comportamiento electrocinético similar al de
liposomas. Por lo tanto, podemos concluir que el recubrimiento vesicular oculta
muy eficazmente al nucleo magnético, haciendo que la superficie de los

magnetoliposomas sea muy parecida a la de los liposomas, hecho que se ha
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observado en otros trabajos de nuestro grupo de investigacion donde fue empleado
como material de recubrimiento una matriz polimérica [Arias y cols., 2001, 2006,
2008c; Clares y cols., 2013].
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Figura 4.6. Movilidad electroforéticauf) (a) y potencial zet&) (b) de las nanoparticulas de
FeO, (»), Liposomas k), y Magnetoliposomas&) en funcién del pH, en presencia d&’\0
KNOs.
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Para confirmar estos resultados, evaluamos las propiedades eléctricas
superficiales de los tres tipos de coloides en funcion de la concentracién dg KNO
(fuerza idnica) a pH = 6.0, siguiendo la misma metodologia. Los resultados de este
andlisis representan una evidente electrosimilitud entre el componente vesicular
lipidico y los magnetoliposomas, y las diferencias con respecto a los nucleos de 6xido
de hierro. Como puede apreciarse en la Figura 4.7., los valoresydeée  de los
magnetoliposomas son muy similares al de los liposomas, presentando ambos
nanosistemas carga negativa en todo el intervalo de concentracion de RNGu
parte, la magnetita mantiene valores positivos en todo el intervalo fijado de
concentraciones de KNOEs interesante destacar que la carga eléctrica superficial
de los magnetoliposomas no es tan negativa como la de los liposomas, creemos que
esto es debido a la presencia de nanoparticulas de magnetita (con carga positiva)
en la superficie de los magnetoliposomas (detalle de la Figura 4.7. b.), lo que
reduce la carga eléctrica superficial negativa global del coloide mixto. Asi, este
andlisis constituye una nueva prueba de la eficacia de la metodologia desarrollada
para la sintesis de magnetoliposomas.
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Figura 4.7. Movilidad electroforéticax) (a) y potencial zet&l) (b) de de las nanoparticulas
de FgO, (o), Liposomasx), y Magnetoliposomas&) en funcion de la concentraciéon de
KNO; a pH = 6. Figura insertada: microfotografia TEM de un magnetoliposoma en la que

pueden apreciarse nlcleos magnéticos en la superficie de la nanoparticula.
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Los resultados del analisis electrocinético de los magnetoliposomas en funcién de
la fuerza i6nica del medio podrian ser utilizados para predecir la estabilidad de éstos en
suspension. Como puede apreciarse en la Figura 4.7. b, los valores absoliis de
estas nanoparticulas estan muy cercanos, siendo iguales o ligeramente superiores a
30 mV, excepto para las concentraciones de KN@.1 M. Esta elevada carga
eléctrica superficial debe impedir la agregacién de las particulas en suspension,
asegurandose asi la estabilidad de la formulacion en las condiciones
experimentales estudiadas [Pradhan y cols., 2007].

Finalmente, la técnica de electroforesis fue utilizada adicionalmente, siguiendo
la misma metodologia y rutina, para analizar las caracteristicas y la eficacia del
recubrimiento cuando varia la relacion de masas iniciales PO, Bglizada en la
formulacion de los magnetoliposomas. La Figura 4.8. muestra los valotgside
coloide mixto en un medio de dispersién acuoso, en ausencia (Figura 4.8. a) o en
presencia (Figura 4.8. b) de una fuerza iénica moderada constante (KON®1).

De forma muy patente, puede apreciarse como los valoras alracteristicos de

los nacleos magnéticos tienden a acercarse hacia los valores de los liposomas
puros al aumentar la cantidad de fosfatidilcolina (PC) utilizada en la relacion de
masas iniciales PC:E®,, principalmente por encima de 4:3. Por lo tanto, desde un
punto de vista electroforético podemos justificar la utilizacion de una relacién de
masas iniciales 4:3 para la formulacion de los magnetoliposomas. De esta manera,
los valores deu. de los coloides mixtos son indistinguibles de los del coloide
lipidico puro y, por lo tanto, el recubrimiento vesicular de los nacleos magnéticos

serd optimo y eficaz.
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Figura 4.8. Histograma de las movilidades electroforétic@sde los magnetoliposomas (a)
en agua y (b) en presencia de KNIO™® M para diferentes relaciones de masas iniciales

fosfatidilcolina:magnetita (PC:E@®,). También se incluyen los valores ulede las

nanoparticulas R®,y de PC (Liposomas puros).
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Con toda la informacién obtenida tras la caracterizacion de las propiedades
electrocinéticas de los nanomateriales estudiados, podemos argumentar el
mecanismo de formacion por el que una matriz lipidica actia como material de
recubrimiento de los nucleos de magnetita, quedando estos embebidos en su
interior. Dicho mecanismo de formacién, ademas, es apoyado por la
caracterizacion de la termodinamica superficial de los nanosistemas (ver Capitulo
5). Con respecto a la caracterizacion electroforética, recuérdese que las
condiciones ligeramente &cidas (pH = 6.0) determinan las cargas eléctricas de la
superficie (Figura 4.6.), y bajo estas condiciones, es posible una interaccion
electrostatica atractiva entre las cargas positivas de los nucleos;@g yéas
cargas negativas de las cabezas polares de los fosfolipidos, lo que permite la
formacion de diferentes bicapas lipidicas entorno a los 6xidos de hierro. Este es un
mecanismo ampliamente descrito en la literatura y que justifica la formaciéon de
este tipo de coloides magnéticos compuestos [Arias y cols., 2001, 2007a, 2008b;
Chen y cols., 2010; Clares y cols., 2013]. Ademas, esta hipotesis podria explicar el
pequefio tamafio de particula de los magnetoliposoma8(Q nm) en comparacion
con los liposomas ~ 600 nm). Esto podria ser debido a una contraccion
considerable del volumen acuoso liposomal. Las particulas de magnetita presentan
carga eléctrica superficial positiva y las bicapas fosfolipidicas negativas, por lo
gue es de esperar que se produzca una interaccion electrostatica entre ambos
materiales. Como consecuencia de este proceso, debe producirse la atraccion de las
lamelas hacia los nucleos magnéticos, lo que contraera el volumen ocupado por las
vesiculas. Asi, el tamafio final del nanosistema debe reducirse considerablemente,
haciéndolo aiin méas idoneo para la via de administracién parenteral [Chen y cols.,
2010].
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4.5. ANALISIS ELECTROCINETICO DE LA
ESTABILIDAD DEL RECUBRIMIENTO LIPIDICO

La experiencia adquirida en nuestro grupo de investigacion en la caracterizacion
electrocinética de nanoparticulas magnéticas recubiertas por una matriz polimérica
[Arias y cols., 2001, 2005, 2006, 2007a, 2008a, 2009a, 2010a, 2010b; Pérez-Artacho y
cols,. 2010], nos hace pensar que la técnica de electroforesis puede ser muy Util para
caracterizar la velocidad a la que la matriz lipidica se degrada y deja zonas cada vez
mayores de magnetita expuestas a la disolucion [Arias y cols., 2001]. Las medidas
electroforéticas de las suspensiones acuosas de magnetita y de las nanoplataformas
magnéticas (concentracién0.1 %, m/v) se realizaron reproduciendo las cond&s
fisiologicas (pH 7.4 = 0.1, y 37.0 £+ 0.5 °C) [Malvern Zetasizer 2000, Malvern
Instruments Ltd., Reino Unido]. El experimento se considero finalizado cuando los
valores de movilidad electroforética: de los magnetoliposomas coincidian con los de
las nanoparticulas puras de;®Bg sefial inequivoca de la pérdida del recubrimiento
lipidico.

En la Figura 4.9. se aprecia como los valoresidde la magnetita permanecen
constantes durante todo el periodo del estudio:(-3.5 pm-8/V-cm?). Este valor
negativo deu. tan elevado podria atribuirse a la formacion en la superficie de la
magnetita de una fina capa de oxidacion (maghemita, un estado mas oxidado de ésta),
como se ha descrito en medios acuosos [Plaza y cols., 2002]. De hecho, los valores de
U de nanoparticulas de maghemita (de igual tamafio as@, Febajo las mismas
condiciones experimentales) eran muy similares a los de nuestros nucleos de Oxido de
hierro Ue= -3.6 um-&/V-cm™).

Es muy interesante comprobar en esta representacion grafica como los valgres de

de los magnetoliposomas se aproximan progresivamente a los caracteristicos de los
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nacleos magnéticos. En concreto, se hacen iguales tras practicamente 24 horas. A partir
de entonces, no se observan diferencias significativas enigedéaambos materiales.

Por tanto, podria decirse que la superficie de los nucleoss;@r #el coloide mixto

queda cada vez mas expuesta al medio de dispersion (de ahi los valores cada vez mas
negativos deug), por la degradacion progresiva del recubrimiento. Asi, cuando la

cubierta de lipido se degrada los valoresggethacen indistinguibles.

-2,6
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9 '3!0'
Z Magnetoliposomas
A '352'
»
£
B34 115
= "My ls k
\ =~
§cl:i 1 _I_j r\]j}\ vl
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Fe,O,
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Figura 4.9. Evolucion de los valores de movilidad electroforétighade las particulas
coloidales de R©, (o) y magnetoliposoma®] en funcién del tiempo (horas), apH=7.4 £
0.1,y 37.0+0.5°C.

Esta evolucién progresiva de hacia los valores tipicos de lazBg, pone de

manifiesto cualitativamente que la velocidad de degradacion de la cubierta lipidica
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ocurre rapidamente, lo que ha sido asociado a la estabilidad del lipido. En el caso de que
el mecanismo de liberacién de un farmaco vehiculizado en este sistema transportador
sea consecuencia del proceso de degradacion de ésta, la electroforesis se convierte en
una herramienta cualitativa indirecta para caracterizar ese proceso de liberacion [Katas
y cols., 2013; Viota y cols., 2011].
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Capitulo 5. Termodinamica Superficial

La metodologia seguida para la identificacion y la cuantificacion de las
interacciones no electrostaticas en la interfase nanoparticula/medio acuoso, utiliza una
teoria termodinamica de la tensién superficial o energia libre de los sélidos. Con este
fin, usaremos un modelo termodinamico que incluye las interacciones de van der
Waals y acido-base entre las nanoparticulas, o entre ellas y el medio de dispersion. El

modelo permite caracterizar el sélido mediante tres componentes de su energia libre

superficial: ys" (Lifshitz-van der Waals, representativa de las interacciones no
polares o dispersivas de la interfasg), (aceptor de electrones o &acido de Lewis) y

¥s (donante de electrones o base de Lewis). Estas dos ultimas contribuciones

(polares) contienen informacion sobre interacciones de corto alcance, a las que se
suele llamar fuerzas de solvatacion, estructurales o, en caso de un medio acuoso,

fuerzas de hidratacion.

De esta manera, estimaremos la relevancia de lasbramones no electrostaticas
al balance total de la energia de interaccion entre las nanoparticulas de los sistemas
analizados. Para llevar a cabo esta determinacion, seran utilizados los datos
experimentales de los angulos de contacto formados por liquidos seleccionados con
nuestros tres tipos de sistemas: nanoparticulas de magney@) (Hgosomas y
magnetoliposomas. Ademas, se prestara especial atencién al analisis comparativo de la
energia libre superficial de los diferentes tipos de materiales puros: nacleo magnético
(Fe0,), fosfatidilcolina  (recubrimiento  lipidico) y  magnetoliposomas

(F&Od4lliposomas).

5.1. INTERACCIONES SUPERFICIALES

La principal interaccion interfacial a tener en daeantre particulas coloidales
cargadas, inmersas en un medio acuoso, es la electrostaticaEste tipo de
interaccion nos da idea del alcance e intensidad de la repulsion eléctrica. Sin embargo,
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también existen otro tipo de interacciones entre las moléculas que constituyen las
distintas fases en disolucién y que pueden adquirir valores significativos. De entre

ellas, vamos a destacar dos como mas significativas:

» Interacciones dispersivas, interacciones electrodindmicas o Lifshitz-van der Waals
(LW). Se denominan asi por su relacion con fenomenos de dispersion de luz en el
visible y el ultravioleta. Estan siempre presentes, al igual que sucede con la
interaccion gravitatoria. EI modelo clasico DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-
Overbeek) las considera, junto con la interaccion electrostatica, responsables de la

energia total de interaccidn entre particulas.

» Otras interacciones no dispersivas (fuerzas de solvatacion, estructurales y de
hidratacion) o interacciones no-DLVO: electron-donante/electrén-aceptor, o
acido-base de LewisAB). EI modelo tedérico que permite analizarlas fue
desarrollado a finales del siglo pasado [van Oss y cols., 1986].

5.1.1. INTERACCIONES DISPERSIVAS

Johannes Diderik van der Waals fue el primer investigador que sugirio que entre
atomos y moléculas de liquidos y gases no ideales existe una interaccion de naturaleza
diferente de la electrostatica (interaccion de van der Waals). Mas adelante, diversos
investigadores analizaron la naturaleza de esta forma de interaccion [Debye, 1921,
Langbein, 1974; London, 1930]. Segun estos autores, cuando dos atomos o moléculas
se encuentran en el vacio, se pueden considerar tres contribuciones diferentes a la

interaccion de van der Waals:

» Interacciones entre dipolos permanentes o fuerzas de orientacion de Keesom.
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» Interacciones entre dipolos permanentes y dipolos inducidos en otros atomos o

moléculas (fuerzas de induccion de Debye).

* Interacciones entre dipolos instantaneos (originados por fluctuaciones de carga

eléctrica) y dipolos inducidos: fuerzas de dispersion de London.

El conjunto de estas fuerzas dispersivas entre &ampequefias moléculas
disminuye muy rapidamente con la distancia entre particulasd&da su
dependencia coti® en el vacio. Las interacciones de London son universales y
aparecen entre cualquier par de atomos o moléculas en fase condensada. La
contribucién de este tipo de interacciones es muy superior a las de Keesom y
Debye [Fowkes, 1963], las cuales requieren que haya dipolos permanentes
[Chaudhury y Good, 1983; Fowkes y Mostafa, 1978]. En efecto, se ha
demostrado que, macroscopicamente, las interacciones en fase condensada son
principalmente de dispersion (van der Waals-London), siendo la contribucion
neta de las otras dos formas de interaccion del orden del 2-3 % del total de la
energia de interaccion dispersiva [Chaudhury y Hamaker, 1987]. En todo caso, en
este tipo de sistemas macroscoépicos las interacciones van der Waals-Keesom y
van der Waals-Debye se pueden tratar de igual forma que las interacciones van
der Waals-London [Abrikossova y Derjaguin, 1992; Chaudhury y Good, 1983].
Por eso, todas ellas se pueden agrupar como interacciones electrodinamicas,

denominadas genéricamente interacciones Lifshitz-van der Wa#)s (

Debe tenerse en cuenta que las interacciones digpgrson débiles en
comparacion con las electrostaticas responsables del enlace i6nico o del
covalente, no obstante las interacciones dispersivas afectan de forma considerable
a un variado conjunto de fendmenos relacionados con los sistemas coloidales,
tales como la adhesion, la adsorcién, la agregacion de particulas en suspension o

la estructura de macromoléculas condensadas, como polimeros o proteinas
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[Israelachvili, 1991]. Resumiendo, las caracteristicas esenciales de estas

interacciones son:

* Pueden ser efectivas a una distancia entre 0.2 y 10 nm.

* En general, son atractivas, aunque, como ya indic6 Hamaker, para particulas de

materiales diferentes inmersas en un liquido, pueden ser repulsivas.

* Son fuerzas no aditivas, pues la interaccién dispersiva entre dos sistemas fisicos se

ve afectada por la presencia de otros cercanos.

Matematicamente, es posible obtener mediante un término global la contribucion
a la tension superficial de todas las interacciones de tipo dispersivo. Esto se realiza
mediante la teoria de Lifshitz de la atraccion entre sistemas macroscopicos [Ninhan y
Parsegian, 1970; Parsegian y Ninhan, 1969] y se denomina componeotieifistitz-
van der Waals ) a la componente de la tensién superficial o energia libre

superficial asociada a estas interacciones.

5.1.2. INTERACCIONES NO-DLVO

Hay una serie de fendmenos relacionados con lailedabcoloidal, que no se
pueden explicar sélo mediante la interaccion electrostatica entre dobles capas
eléctricas y las fuerzas de van der Waals. Algunos ejemplos de dichos fendmenos
inexplicables son, el hinchamiento espontdneo de arcillas secas cuando estan en
contacto con agua [van Olphen, 1977]; tampoco puede explicarse por qué las
dispersiones de silice no coagulan en el punto isoeléctrico (o pH de potencial zeta
cero) en el seno de disoluciones salinas concentradas [Allen y Matij69];
recientemente, se han encontrado comportamientos similares en suspensiones de

sulfuro de zinc [Duran y cols., 1995] o de latex de etilcelulosa [Vera y cols., 1996],
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entre otros ejemplos [Laskowski y Pugh, 1992; Pashley, 1992]. Por ello ha sido
necesario introducir las denominadas fuerzas no-DLVO (cuyo alcance es del orden de
pocos nandmetros), entre las que se incluyen la repulsién hidréfila, la atraccion
hidrofoba, los enlaces de hidrogeno, los enlageso la presion osmotica en
suspensiones muy concentradas de polimeros. Las fuerzas mas conocidas son las que
tienen su origen en la solvatacion de las superficies (por lo que se denominan
estructurales), pudiendo ser atractivas (efecto hidrofobo), repulsivas (efecto hidrofilo)
e incluso oscilatorias. Son interacciones de tipo polar y pueden llegar incluso a
alcanzar un valor dos Ordenes de magnitud superior a las interacEibbnesW.
Analizaremos a continuacion los aspectos fisicos fundamentales de estas fuerzas no-
DLVO.

A diferencia de las teorias sobre las fuerzas dedearWaals y de interaccion
entre dobles capas eléctricas, que son teorias del continuo basadas en las propiedades
macroscopicas del medio liquido (por ejemplo, su constante dieléctrica, densidad o
indice de refraccion), las fuerzas no-DLVO actian a pequefias distancias de la
interfase. Asi, los valores de estas magnitudes son diferentes de los que adquieren en
el seno del liquido. Por lo tanto, el potencial de interaccion entre moléculas situadas a
esas distancias, puede ser muy distinto del esperado en teorias del continuo. De esta
forma, la densidad en el caso de los liquidos contenidos entre dos paredes muy
préximas entre si es oscilatoria, con una periodicidad del orden de magnitud del
tamafio molecular [Israelachvili, 1991]. En efecto, so6lo con consideraciones
geomeétricas, sin tener en cuenta interacciones atractivas entre las moléculas de
disolvente y las paredes, puede argumentarse que las moléculas se acomoden
forzadamente entre las dos superficies, siguiendo un cierto ordenamiento que origina
la fuerza oscilatoria de solvatacion [Christenson y Horn, 1985; Christenson, 1988;

Horn y Israelachvili, 1981].
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La situacion es mucho mas compleja en los sistemas fisicos reales: en el caso de
existir una interaccién atractiva entre la superficie y las moléculas de liquido
adyacentes, el empaquetamiento molecular descrito serd& mas denso y la fuerza
resultante entre las fases solidas, aunque oscilatoria, tendra una componente repulsiva
de largo alcance. Si, por el contrario, la interaccion superficie-liquido es mas débil que
la interaccion liquido-liquido, la fuerza de solvatacién oscilatoria presentara una

componente monGtona atractiva.

A la componente de la tension superficial asociadestas interacciones no

dispersivas, se le engloba en un término general denominado &cidg?Base (

5.1.3. CONTRIBUCIONES A LA ENERGIA LIBRE
SUPERFICIAL. TEORIA DE VAN OSS, GOOD Y COLS.

Para poder predecir el valor que adquieren lasaotenes ya descritas en este
capitulo [Lifshitz-van der WaalsL{V) y acido-base AB)] es necesario hacer
previamente una caracterizacion termodinamica de la superficie. Para ello,
consideraremos el proceso reversible de acercar dos sistemas fisicos en el vacio,
formados por un sdlido o liquid@, hasta formar una fase continua donde entran en
contacto superficies iguales unitarias [Good, 1993]. Se denomina energia libre de
cohesion 4Gc ;) a la variacion de energia libre que tiene lugar en el proceso, y trabajo
de cohesion al opuesto de esta magnitud. A partir de ello podremos definir la tension

superficial (o energia libre superficial) del materia)s) de la forma:

AG,; =W, =2y, (27)

indicando el factoR que al unir las dos superficies de los sistemas fisicos desaparecen

dos interfases.
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Si se considera un proceso también reversible, igual al anterior, pero con dos
sistemas fisicos de materiales diferenteg2, se habla de adhesion, sierid, 1, la
energia libre de adhesionwa 12 el trabajo de adhesion. En este caso, se destruyen las
interfasesl-vacio y2-vacio, pero se crea la interfds2. Se define entonces la tension

interfacial (42) mediante la ecuacién de Dupré [Adamson, 1982].

AG 1, = Wy = Y= Vi~ Vo (28)

De igual forma cuando se unen dos sistemas fistmsnateriales diferentes
1y 3, en un medio liquid®, desaparecen las interfask® y 3-2 y se crea la

interfasel-3. En este caso, la ecuacion de Dupré queda de la forma:

AG 3 =Y13= V12~ Va3 (29)

Esa variacion de energia libre sera una medida dméagia de interaccion
entre los sistema% y 3 en el medio2. Si lo que se produce es una interaccion
entre particulas idénticas en suspension en un medio liqLig®, son el mismo

material,1, en el medi®:

DG, = -2y, (30)

La energia libre interfacial esta relacionada con las fuerzas de interaccioén que
las superficies de las fasgsy 2 se ejercen entre si (cohesion) o con la otra fase
(adhesion). La caracterizacion termodinamica superficial de este tipo de sistema
fisico permite determinar los valores de energia libre superficial e interfacial y, a
partir de ellos, evaluar la naturaleza y alcance de las interacciones de origen no

electrostatico en la interfase.
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La ecuacion que constituye la base para el desarrollo del modelo de van Oss
y cols., sobre la tensién superficial y sus componentes es la que expresa la
tension superficial total de cualquier fase como suma de dos contribuciones o
componentes, que son las asociadas a interacciones Lifshitz-van der Wsgals (
y acido-baseAB) [van Oss, 2006]:

250 7 (31)

El siguiente paso es postular una regla de combinacién para calcular la
contribucién del caracter acido y basico a las energias libres de adhesion a través

de la interfase, 0 a la energia interna de cohesion de una fase.
La ecuacion 31 se puede hacer extensiva a la energia libre de la inte2fase
— LW AB
Yi2= VY2 + Vi (32)

A continuacion, se expresa matematicamente cadadarnios dos sumandos

de la tension superficial de la ecuacion 32. Utilizando la regla de Good-Girifalco
[Good y Girifalco, 1960; Overbeek, 1952], el primer térmipg’ queda de la

forma:

Vi = (\/ Vit \/EW)2 =YY 20, (33)

La obtencién del segundo sumandg;{) no puede hacerse mediante la regla

anterior, pues no es aplicable a las interacciones asiméftgfisSowkes, 1963].
Se postula entonces la siguiente regla de combinacion para la compABeige

la tension interfacial:
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vee =2 iy +\Vavs —vev - =2l - e W ;) 34

donde )i y ) representan, respectivamente, la contribucién electrén-aceptor

(Acido de Lewis) y electron-donante (base de Lewis) a la tension superficial de la

fasei. La ecuacion 34 para una fase queda de la forma:
Voo =2\ViYs (35)
Sustituyendo la ecuacion 35 en la ecuacion 31:

Vi= Vit 2YiYs (36)

Sustituyendo las ecuaciones 33 y 34 en la ecuaciyny3teniendo en

consideracion la ecuaciéon 36, se obtiene:

Vo=vi+ v, - 20"y ) - 2/lvivs) - 2/lvav3) (37)
gue expresa la tension interfacial entre las fasg8.

Es usual hacer una clasificacion de los materiatefuacion de los valores
gue adquieren las componentes acido y base de Lewis: bipolares, si las moléculas
se comportan como acidos y bases de Lewis simultaneamente; monopolares,
cuando una de esas dos componentes (acido o base) es despreciable o nula frente
a la otra; y apolares, si se anulan ambas componentes. Si un material es
monopolar, no existe el térming”?, y la tensién superficial totalj es igual al
términoLW. No obstante, tales materiales pueden interaccionar fuertemente con
materiales bipolares y materiales monopolares de polaridad opuesta, a pesar de la
aparente naturaleza apolar de su tension superficial. Ambas interacchgs
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AB entre dos cuerpos idénticos o entre dos diferentes en el vacio, son siempre
atractivas. Sin embargo, cuando estos cuerpos estan inmersos en un liquido,
puede surgir una interaccién repulsiva. Con respecto a la interataMn
solamente aquella que tiene lugar entre dos materiales difefegt8sinmersos

en un liquido2, puede ser repulsiva [Derjaguin, 1954; Fowkes y Mostafa, 1978;

Hamaker, 1937; Visser, 1972] siempre que la componente apolar del liquido

(y5"), cumpla: ' < 3" <y [Neumann y cols., 1979; van Oss, 2006].

En cuanto a la componen#d, la interaccién neta entre dos cuerpos polares

en un medio liquido puede ser repulsiva, siempre y cuando los dos cuerpos sean

del mismo material y se verifique que los valoresydey y~ del liquido estén

comprendidos entre los valores g& 'y y~ del material polar [van Oss, 2006].

El punto importante que queremos resaltar por swifsgégcion en la

determinacion de la energia total de interaccion entre dos particulas coloidales es
que el conocimiento de los componentgs’ y y* para las fases implicadas
permite calcular dicha energia. En efecto, la energia libre de interaccidon (por

unidad de superficie) entre dos particulas de mat&riainersas en un liquid®

sera:

NGy, = -2y, = —Z(W—JVZW)Z —4(Jyfy£ v ~\vivs —\/VIVS) (38)

Noétese que un valor positivo dis;,; implicaria una repulsion neta entre las

superficies (presion de hidratacion o interaccion hidrofila). Teniendo en cuenta
que AG)), es siempre negativo, el caracter atractivo o repulsivo de la interaccion,
representado por el valor déGi,;, dependerd de la contribucion acido-base

AG/y. En medio acuoso, la compone®B de la energia de cohesién del agua,
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debido a sus enlaces por puentes de hidrégeno es 10Z.nEHte valor es lo
suficientemente elevado como para imponer un efecto atractivo neto entre

superficies de particulas apolares o débilmente polares (efecto hidréfobo).

En otras ocasiones, como sucede en especial con las superficies monopolares
(y= ", Y8 =0, usualmentey = 0y y # 0) [van Oss y cols., 1988], el elevado
valor del caracter basico de estas superficies las hace muy hidrofilas, existiendo

fuertes interacciones repulsivas (presion de hidratacion) por la presencia del

factor (y[y;)"?y, por lo tanto se verificara qqa ‘;ﬂ >‘AGIL2‘A1" :

Desde este punto de vista, el modelo de van Ossopeopna interpretacion
de las interacciones de solvatacion, segun la cual tienen su origen en
intercambiosAB (acido-base de Lewis) entre la superficie de las particulas
dispersas y el medio de dispersion (agua generalmente). La compéieded
incremento de la energia libre de Gibbs asociado a dicha interaccion seria la

fuerza termodinamica responsable de las mismas.

5.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La tensién superficial de un liquido y la tension interfacial entre dos liquidos
son dos magnitudes a las que se puede tener acceso experimental de forma
directa. Sin embargo, en el caso de los solidos, es necesario recurrir a medidas de
otras magnitudes para poder obtener a partir de ellas los valores de las tensiones
superficiales. Junto con la técnica de penetracién de liquidos en capa fina, la
técnica de medida de angulos de contacto es la mas importante y habitual. Ambas
han sido descritas con detalle en trabajos anteriores [Arias y cols., 2001;

Chibowski y cols., 1993; Durén y cols., 1994, 1995]. A continuacion, realizamos
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una breve descripcion de la técnica de medida de angulos de contacto, la cual se

ha utilizado en este trabajo.

El sistema fisico al que se aplica esta técnica esta constituido por una
superficie sdlida, una gota de liquido depositada sobre ella y el aire. Mediante la
medida del angulo de contacté) entre la fase liquida y la gaseosa que la rodea
(interfase liquido-gas) se obtienen los valores de las componentes de la tension
superficial del sélido. La aplicacién de este método esta limitada para casos en
los que la superficie del soélido sea plana, homogénea y rigida a escala

macroscopica.

La definiciobn termodindmica del angulo de contacto viene dada por la
ecuacion de Young. Para una superficie sélida con las caracteristicas
mencionadas, sobre la que se deposita una gota de liquido puro, el angulo de

contacto de equilibrio es una magnitud Unica que cumple la ecuacién de Young
[Neumann y Good, 1972]:

Ysv~Ys. =Y, COSO (39)

donde sy, JsL Y K SON, respectivamente, las tensiones interfaciales solido-vapor
y solido-liquido, y la tension superficial del liquido. La ecuacidon 39 se puede

escribir de la forma:

Ys=VYg Y. COSO+TL (40)

donde s es la tension superficial del solidorg es la presion superficiafilm

pressuré, definida por:

TM=Ys™ Vs (41)
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esto es, la presion bidimensional que ejerce el vapor adsorbido sobre la superficie
solida. En el caso de qug sea superior g, esta adsorciéon provoca una
disminucion de la tension superficial del sdélido hasta alcanzar, en caso de
saturacion, el valor de la tensién superficial del liquido [Janczuk y cols., 1984,
1987]. Bajo estas condiciones limit& = )5 - ) [Janczuk y cols., 1989]. En el

caso contrario, que corresponde generalmente a soélidos de poca energia
superficial, como los utilizados en este trabapes despreciable y la ecuacién

de Young se puede escribir:

Ys =Yg Y COS (42)

Un factor importante a considerar en las medidaardgilo de contacto es el
fendmeno de histéresis. Cuando una gota de liquido se deposita sobre la
superficie de un soélido, se puede producir dependiendo del método utilizado un
avance (la gota se deposita sobre una superficie seca) o una regresion (la gota
depositada se retrae, desplazandose sobre zonas ya mojadas) de esta. De esta
forma, los respectivos angulos de contacto sinlavance) yé (retroceso). Se
verifica que 8 es siempre inferior &, Este fendmeno puede dificultar la
estimacion del verdadero angulo de contacto, pues existe una gran dependencia
entre la amplitud de la histéresis y el volumen de la gota utilizado. Este efecto se
puede minimizar disminuyendo el volumen de la gota de liquido. Nuestras
medidas experimentales se han realizado sobre el angulo de avance. Un trabajo
reciente explica los valores de los angulos de retroceso como consecuencia de la
disminucion de la energia superficial del sélido causada por la presion superficial
asociada a la adsorcion del vapor del liquido utilizado [Chibowski y Gonzalez-
Caballero, 1993].
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Una vez medidos los éangulos de contacto, es posible determinar los
componentes de la energia superficial del sélido. Sustituyendo en la ecuaciéon 42

el valor deys. dado por la ecuacion 37, se obtiene:

2JVEYEY + 2)vayL + 2y Vayl =y, (1+ cosB) (43)

Midiendo los angulos de contacto formados por tres liquidos diferentes, de
los que se conocen las componentes de su tensidn superficial, se puede establecer
un sistema de tres ecuaciones con tres incégnitas como la ecuacion 43, a partir de
la cual se calcularan los valores de las componentes del sélido. Por lo general, se

suelen utilizar dos liquidos polares y uno apolar.

El andlisis termodinamico superficial se efectu6 en los tres tipos de
nanoparticulas sintetizadas: nucleo magnético (magnetit@, - eecubrimiento
lipidico (liposomas) y nanoparticulas compuestas obtenidas utilizando la relacion
de masas iniciales 4:3 [fosfatidilcolina:magnetita, P@JzEe Los liquidos
empleados fueron: agua filtrada y desionizada con un sistema Milli-Q Academic
[Millipore, Francia], formamida [Carlo Erba, Italia] o-bromonaftaleno [Merck,
Alemania]. En la aplicacién del modelo de van Oss se utilizaron los valores de las
componentes de la tension superficial de los liquidos de prueba utilizados (Tabla 5.1.)
[van Oss, 2006].

LIQUIDO T v Y
Agua 21.8 25.5 25.5
Formamida 39.0 2.28 39.6
a-Bromonaftaleno 43.6 0.0 0.0

Tabla 5.1. Componentes de la tension superficial (nf)/a20 °C de los liquidos

utilizados en el experimento de medida del A&ngulo de contacto.
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La medida de los angulos de contacto se realizé con un goniometro Rameé-Hart
100-0.7-00 (USA), que permite observar las gotas de liquido depositadas sobre un
sélido. Este aparato dispone de un conjunto de tornillos micrométricos que permiten
los desplazamientos verticales y horizontales del sustrato, asi como de un limbo
graduado para la medida del angulo con una precisioee de. El uso de una
microjeringa Gimont (EE.UU.) permite controlar el volumen de la gota depositada
entre 2 y 4uL. Las medidas se realizaron a 25.0 £ 0.5 °C, utilizando una camara
termostética. Las imagenes capturadas de las gotas de los liquidos depositados sobre la
superficie de los materiales se obtuvieron mediante una camara CCD [Pixelink PL-
A662, Canadd] y un sistema de andlisis digital de imagenes.

Los angulos de contacto de los liquidos selecciana#o determinaron sobre
capas delgadas de los tres tipos de materiales, depositadas sobre portaobjetos de
microscopio. Estas superficies lisas se obtuvieron tras la adicion de manera uniforme
de una suspension acuosal0 %, p/v) de cada tipo de coloide sobre la sugerfi
limpia y seca de una placa de vidrio. En la preparacion de la muestra pudimos
comprobar que con la adicion de 15 mL de suspension acuosa de nanoparticulas se
obtenia una capa de material suficientemente gruesa y uniforme. La desecacién de los
portaobjetos con cada una de las muestras se realizé a 35.0 + 0.5 °C, utilizando un
horno de desecacion durante 24 horas. De esta manera, se obtuvo una capa de material
muy uniforme a nivel macroscopico, que permitio que la medida de los angulos de

contacto se realizara en gotas muy estables.

En la Figura 5.1. se recogen los valores promeditogledngulos de contacto
obtenidos tras realizar 16 determinaciones midiendo sobre una nueva gota después de
cada dos medidas. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la existencia de
importantes diferencias entre los nucleos de 6xido de hierro y los magnetoliposomas.
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Figura 5.1. Angulos de contacto (grados) de los liquidos utilizados en las determinaciones con

nanoparticulas de Ke,, liposomas y magnetoliposomas.

5.3. COMPONENTES DE LA ENERGIA LIBRE
SUPERFICIAL DE LAS NANOPARTICULAS

Para proporcionar una informacion fisica veraz stdbtermodinamica de los tres

tipos de superficies es fundamental la evaluacién de las componenjes Laes

datos representados en la Figura 5.2. confirman en gran medida nuestras
estimaciones sobre la eficacia del recubrimiento de los nulcleos magnéticos
basadas en las propiedades electrocinéticas (ver Capitulo 4) y analisis
microscopico (ver Capitulo 6). En particular, para cualquier componente de la
energia libre superficial, sus valores para las nanoparticulas magnéticas,
magnetoliposomas, coinciden casi totalmente con los correspondientes al

liposoma puro.
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Ademas, a pesar de que la componente Lifshitz-van der Wagl§ es la

menos afectada por el tratamiento superficial, como suele ser habitual [Arias y
cols., 2001, 2006, 2008d], su valor para los magnetoliposomas.5 mJ/m) es

casi el mismo que para liposomas 39.5 mJ/m). En cuanto a la componente
electron-aceptor ):), aun presentando valores muy bajos para los tres tipos de

materiales, esta es virtualmente cero para el liposoma y los magnetoliposomas y

adquiere valores finitos superiores para la magnetita. La contribucidon electron-

donante {;) muestra una diferencia mucho mas notable entre los nucleos de

oxido de hierro y los magnetoliposomas. El elevado valor de esta u(ltima
componente en el caso de la magnetita confirma su caracter monopolar electron-
donante [Arias y cols., 2001; van Oss, 2006]. Segun van Oss, esto quiere decir
gue la magnetita puede tener interacciones acido-base con fases de cualquier
polaridad {*, y, o ambas, diferentes de cero) pero las fueA#80 contribuyen

a su energia libre de cohesion. Resultados similares se han obtenido
anteriormente con diferentes compuestos inorganicos [Chibowski, 1992;
Chibowski y Holysz, 1992; Duran y cols., 1994, 1995]. Es bastante general el
comportamiento monopolar en los materiales inorganicos, si bien se ha descrito
un caracter bipolar en materiales como la calconita y la galena [Janczuk y cols.,
1984, 1987, 1994].
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Figura 5.2. Componentes de la energia libre superficial (mMyta las nanoparticulas de

Fe0,, liposomas y magnetoliposomat,éW es la componente de Lifshitz-van der Waals;

y;(yg) es la componente electron-aceptor (electron-donante).

Con los resultado obtenidos y junto con el andlisis electrocinético de los tres
tipos de coloides, podemos afirmar que el recubrimiento de los nucleos
magnéticos es completo cuando se utiliza la relacion de masas iniciales 4:3

(fosfatidilcolina:magnetita, PC:E®,).

5.4. ANALISIS DE LA NATURALEZA
HIDROFILA/HIDROFOBA

Como vya hemos comentado anteriormente, una caracterizacion
termodinamica tan exhaustiva como la descrita sdlo tiene interés desde el punto

de vista fundamental. Las interacciones implicadas en la determinacion de la

-172



Capitulo 5. Termodinamica Superficial

energia libre superficial de los materiales se manifiestan a través de fenOmenos
como la agregacion de nanoparticulas en suspensién o su adhesiéon a diferentes
sustratos. La idea que prevalece en nuestro estudio es que las metodologias
empleadas, junto con su base teodrica, permiderspecificar completamente la
componenteL W de la energia de interaccion entre las nanoparticulas dispersas
(contemplada, junto con la repulsion electrostatica entre dobles capas eléctricas,
en la teoria clasica DLVO); i) cuantificar igualmente las contribuciones no-
DLVO a la energia total del sistema, las cuales se relacionan con la componente

AB de la teoria superficial tanto del sélido en suspension como del liquido.

Consideramos aqui la importancia de los térmiodsy AB de la energia de
interaccion entre los materiales descritos en este trabajo IJase un medio

acuoso (fase@):

DGy, = AG,) +AG], (44)

Haciendo uso de la ecuacion 38, pueden obtenerse los valoras ey
AG/E, que se muestran en la Tabla 5.2. En la misma se puede apreciar que para la

magnetita, el intercambio energético debido a la componEWees bastante
menor que el asociado a la componehBs siendo ademas negativo. Por tanto, la
variacion de la energia libre de interaccion total es debida, principalmente, a la
componentéB [Arias y cols., 2001, 2008a].
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SOLIDO AGHY (MI/m?) | AGAB(MJIIM?) | AG, (MJI/m?)
Fe0, -2.8+ 0.6 8.4+ 2.2 5.6+£1.9
Liposomas -52+1.2 -16.2+ 0.8 -21.4+ 6.6
Magnetoliposomas -6.3+1.9 -9.4+ 0.5 -15./4 5.4

Tabla 5.2.Energia libre de interaccion (mJFentre las nanoparticulas y sus

componente&By LW en medio acuoso.

El hecho de que sea positiva la contribucKBy en el caso de la magnetita,
indica que su naturaleza fuertemente monopolar provoca una significativa
repulsion entre las nanoparticulas. La interacdi®y debida a la contribucion
apolar, siempre atractiva en estos casos, es mucho menos intensa, provocando por

ello un valor neto positivo pans,. Por el contrario, tanto los
magnetoliposomas como los liposomas tienen valores negativosaGig

(atraccion hidrofoba), que se afiaden a la atraccion de van der Waals.

Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se manifiestan en
las caracteristicas hidréfobas/hidréfilas de los diferentes materiales estudiados.
Puede utilizarse el siguiente criterio para determinar cuando un material puede
considerarse hidroéfilo o hidréfobo [van Oss, 2006]as|,, resulta ser negativo,
las interacciones interfaciales favorecen la atracciéon entre si de las

nanoparticulas, y se consideran hidrofobas. Por el contrario, la hidrofilia se

corresponde con valores positivos A@,,,.

La Figura 5.3. muestra los resultados obtenidos para los tres tipos de
nanomateriales. Como puede apreciarse, la naturaleza hidro6fila de la magnetita se
pierde al ser recubierta por el fosfolipido hidréfobo. Esto puede considerarse un

indicio muy claro de que dicho recubrimiento ha sido efectivo.
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Figura 5.3. Valores deAG,,, (mJ/nf) y caracter hidrofilo/hidrofobo de los tres tipos de

nanomateriales: F@,, liposomas y magnetoliposomas.

La informacion ya descrita sobre las caracteristicas superficiales de los
materiales estudiados, permite argumentar el mecanismo por el que los nucleos
de magnetita son recubiertos por las vesiculas lipidicas. Dicho mecanismo de
formacion, es apoyado a través de la caracterizacion de las propiedades eléctricas

superficiales de dichos nanosistemas (ver Capitulo 4). Ademas, podemos dar un
razonamiento termodinamico a partir de los datogyd@&igura 5.2.), la energia

libre de interaccion entre la magnetita (M) y la estructura multilamenar lipidica
(S) en el medio aucoso (AWG,,s, puede calcularse utilizando la ecuacion de

Dupré [van Oss, 2006; Arias y cols., 2011d; Chen y cols., 2010]:

AGyas = Vs = Vin ~ Vsa (45)

donde las energias libres interfaciales pueden ser calculadas facilmente a través

del modelo desarrollado [van Oss, 2006; Arias y cols., 2011d] para cada par de
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interfases involucradas. El resultado de este célculo es -16.8 + 1.3.rE¥m

significa que las interacciones de van der Waals y acido-base entre los nulcleos de
magnetita y las vesiculas lipidicas multilamelares son netamente atractivas. En
otras palabras, termodinamicamente es mas favorable para la estructura lipidica
multilamelar permanecer en contacto con la magnetita antes que estar aislada en

el agua [Arias y cols., 2001; Clares y cols., 2013].
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Capitulo 6. Propiedades Magnéticas

6.1. PROPIEDADES MAGNETICAS

Las propiedades magnéticas macroscopicas de los materiales son consecuencia de
los momentos magnéticos asociados con sus atomos individuales. En un atomo, cada
electron tiene momentos magnéticos que se originan de dos fuentes distintas. Una de
estas fuentes esta relacionada con el movimiento angular orbital del electron alrededor
del nucleo y la otra tiene su origen en su espin. El electrén, siendo una carga en
movimiento, puede ser considerado como una pequefia espira de corriente que genera
un gradiente magnético muy pequefio con un momento magnético asociado a lo largo de
su eje de rotacién. Por lo tanto, el momento magnético neto de un atomo es justamente
la suma de los momentos magnéticos de cada uno de los electrones constituyentes,
incluyendo tanto las contribuciones orbitales como de espin y tomando en consideracion
la cancelacion de los momentos. Entre los distintos tipos de magnetismo se incluyen el
diamagnetismo, el paramagnetismo y el ferromagnetismo. Junto a éstos, el
antiferromagnetismo y el ferrimagnetismo son considerados subclases del

ferromagnetismo [Callister, 1996a].

« Diamagnetismo. Es una forma muy débil de magnetismo que no es permanente y
persiste solo mientras el campo externo esta presente. Esta asociado a atomos cuyo
momento magnético neto es nulo y se debe a un cambio en el movimiento orbital
de los electrones debido al campo magnético aplicado. La permeabilidad magnética
relativa ;) es ligeramente menor que uno y la susceptibilidad magngjicss (
negativa. Recuérdese gquees una magnitud caracteristica de cada material (en
general, depende de la temperatura, de la orientacion de la muestra respecto al
gradiente aplicado y del valor de éste) y relaciona la imanadi@momento

magnético por unidad de volumen) y el gradiente magnético H

M = yxH (45)
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La relacion entre la induccion magnétBey el gradiented en un medio imanado

es:

B =, (H+M) (46)

Sienday, la permeabilidad magnética del vacio. Aplicando la ecuacion 45:

B =4 L+M)H =guH = pH (47)

que constituye la definicidbn de permeabilidad magnética relatiyg ébsoluta|f).

e Paramagnetismo. Es caracteristico de aquellos &omos o moléculas que tienen
momentos magnéticos permanentes que no interaccionan entre si y que en ausencia
de campo externo estan orientados al azar, de modo que una porcion cualquiera de
material no posee imanacién neta permanente. Estos dipolos atémicos son libres
para girar y se producira paramagnetismo cuando, mediante rotacion, se alineen de
forma preferente con un campo magnético externo. En estos mategalpsgitiva
y depende de la temperatura, mientras gues ligeramente mayor que uno. Una
caracteristica muy interesante por sus implicaciones biomédicas es el
superparamagnetismo. Esta propiedad es consecuencia de un cambio cualitativo en
la estructura de los materiales magnéticos nanométricos, la cual pasa de estar
constituida por numerosos dominios magnéticos, a estar formada por un unico
dominio magnético o monodominio. Esta estructura determina una reduccion muy
importante de la barrera de anisotropia magnética, lo que provoca la desapariciéon
de la histéresis (no hay campo coercitivo ni remanencia) [Alvarez Paneque y cols.,
2008].

* Ferromagnetismo. En estos materiales las interacciones de acoplamiento hacen que

los momentos magnéticos netos de espin de atomos adyacentes se alineen unos con
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otros aun en ausencia de un campo magnético aplicado. Esta alineacion mutua de
los espines se presenta en volumenes relativamente grandes del cristal denominados
dominios. La maxima imanacion posible (magnetizacion de saturacion)
corresponde a la situacion en que todos los dipolos magnéticos en una muestra
sélida estan mutuamente alineados con el campo externo. Estos materiales
presentan ungapositiva, muy grande y dependiente del campo nasrgue utiene

un valor en torno a 20 La magnetizaciéon de saturacién y la permeabilidad

magnética dependen significativamenta-dg de |la temperatura.

» Antiferromagnetismo. Fenémeno de acoplamiento entre los momentos magnéticos
que determina su alineamiento antiparalelo, de modo que el material mostrara

imanacidn espontdnea nula. Estos materiales tienen mriayyq, positiva.

» Ferrimagnetismo. La interaccion de intercambio entre momentos magnéticos en
estos materiales favorece también la alineacion antiparalela, pero los momentos no
son idénticos en moédulo, por lo que no se cancelan completamente. Por este motivo

su comportamiento sera parecido al de los ferromagnéticos.

6.2. CICLO DE HISTERESIS

La magnetita es un material idnico ferrimagnético con estructura cristalina cubica
holoédrica del tipo de las espinelas inversas y que pertenece al grupo de las ferritas
blandas [Callister, 1996b]. Su férmula puede escribirse comEOEEE"),(0%)s,
donde los iones Fe existen en los estados de valencia +2 y +3 en una proporcion 1:2.
Para cada uno de los iones'Fe Fe* existe un momento magnético que corresponde a
4 y 5 magnetones de Bohr, respectivamente. Ademas, los idnesn@nagnéticamente
neutros. Entre los iones e/ FE* se producen interacciones de acoplamiento de los

espines en las direcciones antiparalelas, similares a las que se producen en el caso del
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antiferromagnetismo. Sin embargo, se produce un momento ferrimagnético neto debido

a gue los momentos de espin no se cancelan completamente.

Cualquier material ferromagnético o ferrimagnético a temperaturas inferiores a la
temperatura de Curie estad formado por pequefas regiones tridimensionales en las que
todos los momentos magnéticos se encuentran alineados en la misma direccién
[Callister, 1996b; Mercouroff, 1969]. Estas regiones se denominan dominios y cada uno
estd magnetizado hasta la saturacion. Los dominios adyacentes estan separados por
paredes de dominio, a través de las cuales la direccion de imanacion cambia
gradualmente. La densidad de fluR) § la intensidad del campo magnétie¢t) fo son
proporcionales en el caso de los materiales ferromagnéticos y ferrimagnéticos. Si el
material esta inicialmente no imanado, entonBegaria en funcién déd segun se
muestra en la Figura 6.1. La curva empieza en el origen, y a medida que ddmanta
induccionB empieza a aumentar lentamente y después mas rapidamente hasta que al
final alcanza un nivel determinado y se hace independiertte Bste valor maximo de
B es la densidad de flujo de saturacid®) (y la imanaciéon correspondiente es la
imanacién de saturacioiM{). Segun la ecuacioB = i - H, la permeabilidad) es la
pendiente de la cuni frente aH, y se puede apreciar en la Figura 6.1. que cambia con
H. En algunas ocasiones, la pendient®dente aH (aH = 0) se especifica como una
propiedad del material, denominada permeabilidad inigigl tal como se indica en la

Figura 6.1.
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BMf - === memmec =

Densidad de flujo B
(o Mmagnetizacion V)

Figura 6.1. Comportamiento de fBente a Hde un material ferromagnético o ferrimagnético
gue estaba inicialmente desmagnetizado. Se representan las configuraciones de los dominios

durante varios estadios de la imanacion.

A medida que se aplica el camph los dominios cambian de forma y tamafo
debido al movimiento de los limites de dominio. Las estructuras tipicas de los dominios
estan representadas de forma esquematica en varios puntos de la curva de la Figura 6.1.
Inicialmente, los momentos de los dominios constituyentes estan orientados al azar de
tal manera que no existe un campo de momentoBgid/). A medida que se aplica el
campo externo, los dominios que estan orientados en direcciones favorables al campo
aplicado (o casi alineado con él) crecen a expensas de aquellos que no estan
favorablemente orientados. Este proceso continla al aumentar la intensidad del campo

hasta que la muestra macroscépica se convierte en un solo dominio, el cual esta casi
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completamente alineado con el campo. La saturacion se alcanza cuando este dominio

gira y se orienta con el campo H

A partir de la saturacion, pun®de la Figura 6.2., a medida que el canipge

reduce, la curva no invierte su camino original, sino que se produce un efecto de

histéresis. Debido a este efecto, el caBpa

H, es decir, disminuye mas lentamente. Cuando el cdips cero (punto R de la
curva), existe un campo residuglque se denomina remanencia, o densidad de flujo

remanenteB;. Por este motivo, el material permanece imanado en ausencia de un

campo externo H

retrasado con respecto al campo aplicado

Elimiinacidn o
Tiﬂrﬂrsic’md&l campo S
B _- -
R}
d
Magnetizacion
By inicial
-H, |0 +H., —
> _Br
S < ’

Figura 6.2. Densidad de flujo magnético frente a la intensidad del campo magnético de un
material ferromagnético para la saturacion en ambas direcciones (puntgs [SaycBfva de
histéresis viene representada por una curva solida, mientras que la curva discontinua indica la

primera imanacion del material. La remanengig B fuerza coercitiva Htambién estan

representadas.
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Para reducir a cerB dentro de la muestra (pun® de la Figura 6.2.), se debe
aplicar un gradientel de magnitud & H, en la direccion opuesta del gradiente original.
H. se denomina coercitividad, o bien, fuerza coercitiva. Al continuar aplicando el
gradiente en la direccion contraria a la del original, finalmente se alcanza la saturacion
en la direccion opuesta, correspondiente al puitoUna segunda inversion del
gradiente magnético hasta el punto de la saturacion inicial (punto S) completa el ciclo de
histéresis simétrico y también produce una remanencia negafd/p y(- una
coercitividad positiva (Hc). La curvaB frente aH de la Figura 4.6., representa un ciclo
de histéresis hasta saturacion. Desde luego, no es necesario aurhdrdara la
saturacion antes de invertir su direccion. Ademas, es posible invertir la direccion del
gradiente magnético en cualquier punto a lo largo de la curva y generar otros ciclos de
histéresis.

La determinacion del modo de variacion de la imanacion de la muestra con el
gradiente magnético aplicado es una herramienta muy adecuada para caracterizar (a
nivel macroscopico) el comportamiento magnético de un sistema transportador de
farmacos basados en nanoparticulas de 6xido de hierro [Arias y cols., 2007a]. Por tanto,
el objetivo a alcanzar en este apartado es la caracterizacion de las propiedades
magnéticas de los nlucleos de®gy el efecto que el recubrimiento lipidico puede tener
sobre éstos. Las propiedades magnéticas de la magnetita y de los magnetoliposomas
quedan perfectamente definidas mediante el ciclo de histéresis. Esta caracterizacion
macroscopica del comportamiento magnético de las particulas coloidales se realizé con
la ayuda de un magnetometro-susceptibilimetro Manics DSM-8 (Francia). Todas las
medidas se realizaron a 25.0 £+ 0.5 °C, ya que a esta temperatura se realiz6 la

preparacion y el almacenamiento de las suspensiones.
La Figura 6.3. recoge el ciclo de histéresis de las nanoparticulas de magnetita y de

de las nanoparticulas compuestas con la relacion de masas correspondiente a la

proporcion 4:3 (fosfolipido:magnetita, PC:Bg) estudiada anteriormente. En ambos
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casos, el comportamiento observado se explica considerando el caracter
superparamagnético de la magnetita, consecuencia del pequefio tamafozOg (& Fe

20 nm) [Lopez-Lopez y cols., 2005]. Dado que no se pudo determinar con precision la
densidad de las particulas compuestas, los datos de imanacion se dan en masa y no en
volumen. De la region lineal del ciclo de histéresis (zona de campo magnético bajo)
puede estimarse la susceptibilidad magnética inigial) de los materiales: (0.14

0.04) en el caso de la magnetita, y (2.51 £ 0.23) en el caso de los magnetoliposomas.
También se pudo apreciar un valor notablemente menor de la imanacién de saturacion
en este segundo caso, debido a la menor cantidad de material magnetizable. Es muy
interesante resaltar el aumento considerable en el valor de la magnetizacion de
saturacion de los nucleos magnéticos cuando quedan atrapados por la estructura
vesicular fosfolipidica: 14 + 2 kA/m en el caso de la magnetita, y 206 + 12 kA/m en los

magnetoliposomas.
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Figura 6.3. Ciclo de histéresis de las nanoparticulas g@,fe) y de magnetoliposomas)

Estas propiedades magnéticas de los magnetoliposomas nos permiten postular que
el nanosistema disefiado tiene las caracteristicas adecuadas para su utilizacion en el
transporte de farmacos a un érgano, tejido o célula diana, con una enorme capacidad de
respuesta a gradientes magnéticos aplicados. Por este motivo, la direccionabilidad de las
particulas coloidales hasta el lugar de accion en el organismo deberd quedar
garantizada.
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6.3. PRUEBAIN VITRO A NIVEL MACROSCOPICO
Y MICROSCOPICO

El analisis cualitativo de la capacidad de respuesta a gradientes magnéticos
aplicados de las particulas desGgy de magnetoliposomas fue analizada mediante
visualizacion macroscoépica del efecto que ejerce un iman permanente de 400 mT sobre
una suspension acuosa de estas nanoparticulas. Mas concretamente, fueron preparadas
sendas suspensiones acuosas coloidales con una concentracion < 0.5 % (p/v). A
continuacion, se puso en contacto la suspension#i® féa de magnetoliposomas con
un gradiente magnético de 400 mT a una temperatura de 25.0 + 0.5 °C, y se observo el
comportamiento de las particulas magnéticas en estas condiciones. Como puede
apreciarse en la Figura 6.4., los magnetoliposomas, con la relacion de masas
correspondiente a la proporcion 4:3 (fosfolipido:magnetita, PgD,);eson atraidos
muy rdpidamente por el iman, lo que confirma las excelentes propiedades magnéticas
del nanosistema disefiado. De hecho, el sobrenadante de la suspension queda
completamente transparente en sélo 1 minuto desde que se sometieran las
nanoparticulas a la accion del iman. Por el contrario, la suspension de nanoparticulas de
Fe;0, mantiene su aspecto homogéneo incluso tras 24 horas de exposicion al gradiente
magnético externo. El caracter superparamagnético de los nucleos de éxido de hierro

justifica la ausencia de respuesta magnética.

-188



Capitulo 6. Propiedades Magnéticas
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Figura 6.4. Observacion visual macroscopica de la decantacibn magnética de las particulas de
magnetita (Fg,) y de los magnetoliposomas bajo la influencia de un iman permanente de 400

mT localizado en el lateral (a) o debajo (b) de las muestras.

Finalmente, con el fin de analizar el comportamiento a nivel microscépico de las

suspensiones acuosas de magnetoliposomas, para ello, seguimos su evolucién mediante
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microscopia Optica. Indicar nuevamente que las suspensiones de magnetoliposomas
presentaban la relacion de masas correspondiente a la proporcion 4:3
(fosfolipido:magnetita, PC: E@,). La suspension acuosa de magnetoliposomas tenia
una concentracion de nanoparticulas del 0.1 % (p/v) y la exposicion a un campo
magneético de 400 mT se realizé a 25.0 + 0.5 °C. En concreto, una gota de suspension
acuosa de las nanoparticulas se colocé en un portaobjetos y fue sometida a un iman
localizado en diferentes posiciones con respecto a la suspension magnética. La
visualizacion del efecto que el gradiente magnético ejerce sobre la suspension de

nanoparticulas se realizo utilizando un microscopio 6ptico (magnificacion: 40X).

Como puede observarse en la Figura 6.5., la suspension acuosa de
magnetoliposomas es muy homogénea en ausencia de campo magnético aplicado. Sin
embargo, cuando la gota de suspension queda bajo la influencia del iman de 400 mT, las
nanoparticulas tienden a formar agregados en forma de cadenas paralelas a la direccion
del gradiente magnético aplicado (Figura 6.5. en adelante). Este comportamiento puede
explicarse si tenemos en cuenta que las interacciones magnéticas entre los
magnetoliposomas son de mayor intensidad en comparacion con las interacciones
coloidales de tipo DLVO (interacciones electrostaticas tipo van der Waals y de
hidratacion o acido-base), a pesar de la existencia del recubrimiento liposomal en torno

a los nucleos de 6xido de hierro.
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Figura 6.5. Observacion por microfotografia 6ptica (magnificacion: 40X) de una suspension
acuosa de magnetoliposomas en ausencia (a) o bajo la influencia de un campo magnético
externo (B = 400 mT), en la direccion de la flecha (b, c, d).
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Capitulo 7. Estudio de citotoxicidad in vitro de las nanoparticulas

En el tratamiento del cancer, es importante conocer la posible toxicidad de los
coloides transportadores de farmacos sobre las células, ya que puede influir
significativamente, en la llegada al lugar de accion y acceso a la zona diana. La ausencia
de citotoxicidad de las nanoplataformas favorece la entrada de dichos nanosistemas en
las células y tejidos tumorales, para asi poder ejercer su funcion transportadora, y
adicionalmente se evitara un perjuicio en las células sanas si se produce interaccion con

ellas, debido a la biocompatibilidad y biodegradabilidad de las particulas empleadas.

En este ensayo se evalud la ausencia de citotoxicidad de los nanosistemas mixtos en
fibroblastos de colon humano CCD-18 y en lineas celulares del carcinoma de colon
humano T-84; asimismo se investigo la excelente compatibilidad sanguiviea de
nacleos de F®,, liposomas y magnetoliposomas, por medio de la caracterizacion del
efecto sobre la activacion plaquetaria, la activacion del complemento, la hemalisis y el

tiempo de coagulacion en muestras de plasma sanguineo.

7.1. HEMOCOMPATIBILIDAD

Es importante que los sistemas transportadores@dés presenten una adecuada
compatibilidad sanguinea para asi conseguir un perfil terapéutico optimo [Bender y
cols., 2012; Dash y cols., 2010]. Se investigd la interaccion de nanoparticulas de
magnetita, liposomas y magnetoliposomas con componentes de la sangre para ver el uso
potencial de los compuestos magnéticos en el transporte sistémico de farmacos en
combinacion con el fendmeno de hipertermia. Las muestras de sangre se obtuvieron a
partir de cinco mujeres adultas sanas (de entre 25 a 45 afos), y fueron afadidas en
recipientes que contenian &acido etilendiaminotetraacético (EDTA, utilizado en
experimentos de hemodlisis y activacion plaquetaria), o citrato sédico (utilizado en
experimentos de activacion del sistema del complemento y tiempo de coagulacién del
plasma sanguineo). Siguiendo un método claramente definido [Dash y cols., 2010], las

nanoparticulas fueron puestas en contacto con alicuotas de muestras de sangre para
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evaluar su efecto en los eritrocitos, la coagulacion sanguinea y el sistema del
complemento. Estos ensayos se realizaron por triplicado. Una solucién de tampoén
fosfato (PBS) fue usada como control negativo. Las técnicas espectrofotométricas UV

fueron validadas con éxito y se verificd su exactitud, precision y linealidad.

En la Tabla 7.1. se muestran los datos obtenidosrtér mle los estudios de
compatibilidad sanguinea. Los resultados sugieren claramente un amplio margen de
seguridad in vivo para los tres tipos de particulas (e liposomas vy
magnetoliposomas), y por lo tanto, dichos nanosistemas pueden ser considerados
adecuados para la administracion por via parenteral. De hecho, si comparamos los datos
con los obtenidos a partir del control, se espera que las particulas presenten un efecto
insignificante sobre la hemdlisis; ademés de no afectar a la liberacion de la sP-selectina
(cuantificacion de activacion de las plaquetas), a la activacion del sistema del
complemento y al tiempo de coagulacion del plasma sanguineo. Resultados similares se
han obtenido en otras particulas compuestas magnéticas con un margen de seguridad
muy significativo a niveln vivo [Dash y cols., 2010, Pérez-Artacho y cols., 2012].

) LIBERACION
HEMOLISIS DE C3a desAr T ix
MUESTRA (%) SP-SELECTINA | (ng/mL) ’ (min)
(ng/mL)
Fes0, 1.6+04 98+ 7 290+ 4 11.3+0.6
Liposomas 1.7+£0.3 108 £ 5 294 +£5 10.8+0.6
Magnetoliposomas 14+£05 101 +6 2886 109+0.6
Control (solucién PBS) 0 103 +7 292 +8 11.1+0.6

Tabla 7.1. Compatibilidad sanguinea de®g liposomas y magnetoliposomas en términos de
hemdlisis (%), activacién plaquetaria (liberacion de SP-selectina, ng/mL), la activacion del
complemento (C3a liberacién: C3a desArg, ng/mL), y el tiempo de coagulacion del plasma

(T 172 max Min).
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7.2. ESTUDIOS DE PROLIFERACION IN VITRO

Las particulas de E®, liposomas y magnetoliposomas fueron probadas en
fibroblastos de colon humano CCD-18, y en lineas celulares de carcinoma de colon
humano T-84 (obtenidos del Centro de Instrumentacion Cientifica, Universidad de
Granada, Espafa; y deAanerican Type Culture Collection, EE.UU., respectivamente).
Ambas lineas celulares se cultivaron en MedioEdgle modificado deDulbecco
(DMEM) [Sigma-Aldrich, EE.UU], suplementado con un 10 % de suero fetal bovino
(SFB), 15 mM de acido 4-(2-hidoxietil)-1-piperazinaetanosulfonico) (HEPES), 14 mM
de bicarbonato sédico, 2 mM de L-glutamina, 40 pg/mL de gentamicina y 500 pg/mL
de ampicilina [Antibidticos S.A., Espafa)]. Las células fueron sembradas en cultivos
monocapa en 96 pocillos (6 - *1lulas por pocillo), y mantenidas durante 24 horas a

37.0 £ 0.5 °C en una atmosfera controlada con un 5 % deCaire.

El analisis de citotoxicidad de las particulas en las lineas celulares se evalud por
triplicado mediante el ensayo MTT. El MTT es un ensayo colorimétrico basado en la
reduccion del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Este
proceso es realizado por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa de células
metabdlicamente activas, la cual transforma al MTT de un compuesto hidrofilico de
color amarillo a un compuesto azul, hidrofébico (formazan). La cantidad de células
vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido. Por lo cual, este método
permite medir supervivencia y proliferacién celular, asi como también, determinar la

citotoxicidad de potenciales agentes terapéuticos.

El porcentaje de proliferaciéon se calculd utilizando ambas lineas celulares para
particulas vacias. Brevemente, un amplio rango de concentracion de particulas (0.05-
100 pg/mL) se afadio a las células en el medio de cultivo. Después de 48 y 72 horas de
incubacién a 37.0 + 0.5 °C, 20 uL de solucion de MTT en medio de cultivo celular (5

mg/mL) se afiadieron a cada pocillo. Después de 4 horas de incubacion a la temperatura
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establecida, el medio de cultivo se retird y los cristales resultantes formados fueron
disueltos en 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO). La densidad oOptica (OD) del
colorante empleado, es proporcional al numero de células viables, y fue medida entre
570 nm y 690 nm, utilizando un colorimetro Titertek Multiscan [Flow Laboratories,
Irvine, EE.UU]. El porcentaje de células vivas fue calculado a través de la relacion entre
las densidades O6pticas de las células tratadas y las células no tratadas (control)
multiplicado por 100.

Los datos de citotoxicidaah vitro de las nanoparticulas desBg, liposomas y
magnetoliposomas en las lineas celulares (fibroblastos de colon humano CCD-18 y
células de carcinoma de colon humano T-84) utilizadas, pueden ser observados en la
Figura 7.1. En general, se podria asumir que todos estos coloides (sin carga de farmaco),
exhibieron una insignificante citotoxicidad en ambas lineas celulares.
Independientemente del tipo y concentracion de particula, y tiempo de incubacion
célula-particula; los resultados del ensayo de MTT indicaron que no hubo diferencias
significativas entre las absorbancias correspondientes a los controles de las lineas
celulares y las absorbancias correspondientes a los pocillos tratados con las
nanoparticulas. Sin embargo, las nanoparticulas #& Beconcentraciones superiores o
iguales a 4Qug/mL y después de 72 horas de tiempo de contacto (incubacion) con las
lineas celulares CCD-18, inducian una toxicidad importante (p < 0.05% 22+28 %
de la reduccion en la proliferacion celular. En el caso de los magnetoliposomas, estos
indujeron una ligera toxicidad en las lineas de células T-84. Concretamente, a una
concentracion de 7(@g/mL, durante 48 horas de incubacion, se produjo una reduccion
en la proliferacion celular de 12 % (p < 0.05); para la misma linea celular, con un
rango de concentracion de 10 a @@/mL, durante 72 horas de incubacion, los
magnetoliposomas produjeron una reduccion en la proliferacion celitat 886 (p <
0.05). Ademas, puede ser inducida una toxicidad importante por parte de los
magnetoliposomas en lineas de células T-84, con una concentracion jggrhQGras

48 y 72 horas de incubacion, en estas condiciones se produce una reduccion de la
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proliferacion celular de= 30 % y 35 %, respectivamente (p < 0.05). Por lo tanto, las
concentraciones de particula de magnetoliposomas que causan citotoxicidad no se deben
utilizar en la terapia contra el cancer.

Linea celular CCD-18 Linea celular T-84
de fibroblastos de colon humano de carcinoma de colon humano
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Figura 7.1. Graficas de citotoxicidad vitro sobre lineas celulares de fibroblastos humanos de
colon (CCD-18) y de carcinoma de colon humano (T-84), tras ser expuestas a nanoparticulas de
F&0,, liposomas y magnetoliposomas, después de 48 (barra gris) y 72 (barra blanca) horas de

incubacioén. Los valores son la media + desviacion estab@arde tres determinaciones.
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Capitulo 8. Evaluacion de la Capacidad de Vehiculizacién de 5-Fluorouracilo

En la respuesta producida a un farmaco son fundatesrdos aspectos: tiempo

gue permanece el farmaco en su lugar de accién y cantidad de farmaco que llega a su
diana terapéuticaDicha administracion aparece limitada por resistneil farmaco,

captura del medicamento por otras células del organismo, incapacidad del farmaco
para penetrar en las células o tejidos en tratamiento o por carecer de un tropismo
especifico, distribuyéndose por el organismo y dirigiéndose no solo a la biofase, sino
también al resto de células y tejidos. En consecuencia, para obtener una concentracion
suficiente a nivel de las células blanco, es necesario administrar dosis relativamente
elevadas, que conducen a efectos toxicolégicos e inmunolégicos indesealiese

aestas premisas iran encaminadas las nuevas formas de dosificacion de medicamentos

conocidas como formas de liberacién controlada.

En el caso de los farmacos antitumorales, el objetivo ser4 asegurar la maxima
acumulacion de estos principios en el lugar diana para tratar de aumentar su eficacia
terapéutica y minimizar los fenomenos de toxicidad asociados al tratamiento
farmacoldgico [Floréz, 2008]. En este sentido, uno de los campos que esta recibiendo
especial atencion es la utilizacion de coloides como sistemas transportadores de
farmacos al tejido u 6rgano diana. De hecho, numerosos estudios han puesto de
manifiesto que los sistemas transportadores basados en nanoparticulas biodegradables
de origen liposomal o polimérico, incrementan la captacion del principio activo
vehiculizado por las células diana. De esta manera, la eficacia del farmaco se veréa
significativamente acrecentada, junto con la minimizacion de la incidencia y severidad
de las reacciones adversas asociadas a su utilizacion [Arias, 2008a; Arias y cols.,
2009a, 2011a].

Asi pues el objetivo de esta fase de la investiga@é lograr una optima
vehiculizacion del farmaco antitumoral 5-fluorouracilo en el coloide magnético que
hemos disefiado. Segun lo expuesto en el Capitulo 1, puede esperarse que la
utilizacion de nanoparticulas biodegradables constituidas por un nucleo
magnético (magnetita) y un recubrimiento lipidicodlfesfatidilcolina) permita
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el transporte controlado de dosis de farmaco vehiculizado hasta el tejido u érgano
diana. De esta manera, ademas de los beneficios ya comentados sobre el uso de
este tipo de nanoplataformas [Duran y cols., 2008; Pouliquen y Chouly, 1999], en

el caso del 5-fluorouracilo, serian mejorados sus problemas de estabilidad-
toxicidad (cardiotoxicidad de los productos de degradacion geneiragtso y/o

in vivo) [Katzung, 2007; Lemaire y cols., 1994] y su perfil farmacocinético
(rapida metabolizacién: semivida plasmatica de 10 minutos) [Flérez, 2008],
pudiéndose incluso llegar a vencer los fendmenos de resistencia que las células

cancerosas lograran desarrollar [Duran y cols., 2008].

El estudio de la adsorcién superficial de farmaco en los tres tipos de
nanomateriales se abordara desde un punto de vista cualitativo (electroforesis) y
cuantitativo (espectrofotometria UV-Vis). La evaluacion de la estabilidad sobre
la permanencia del farmaco absorbido en las nanoparticulas dependiendo de
factores como el tiempo transcurrido tras la sintesis y el almacenamiento de
dichas suspensiones bajo diferentes condiciones de temperatura desde un punto
de vista cuantitativo (espectrofotometria UV-Vis). Finalmente, se llevara a cabo
la caracterizacionin vitro del proceso de liberacion del 5-FU desde las
nanoparticulas en ausencia del fendbmeno de hipertermia y bajo la influencia de

dicho fenbmeno, y la estimacion de las cinéticas correspondientes.

El objetivo ultimo de la terapia antineoplasica es la eliminacion completa de toda
célula cancerosa. La quimioterapia constituye un método terapéutico muy util que
pretende, junto con otras estrategias terapéuticas como la cirugia y la radioterapia,
mejorar el tratamiento de la enfermedad. La accion de los antineoplasicos se dirige en
su totalidad a frenar la proliferacion y el crecimiento celular. Para ello, los agentes
guimioterapicos actuan sobre la maquinaria reproductora celular y solo
excepcionalmente el objetivo primordial es inhibir la sintesis de proteinas [Flérez,

2008]. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica los farmacos
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antineoplasicos en tres niveles de prioridad, segun criterios avalados cientificamente
acerca de la utilidad en el tratamiento de tumores y segun la incidencia global de los
tumores que responden a la terapia [Sikora y cols., 1999]. Dentro de los
antineoplasicos que pertenecen al grupo de prioridad 1 se encuentra el 5-fluorouracilo
(Tabla 8.1.), eficaz en el tratamiento de los diez tipos de tumores con mayor incidencia
(pulmon, estbmago, mama, colorrectal, cérvix, cabeza y cuello, linfoma, hepatobiliar,
esofagico y prostata) y de aquellos clasificados en las categorias 1 y 2. La primera
categoria incluye tumores para los que existe evidencia de que un farmaco o una
combinacion de quimioterapicos, utilizada en solitario o con otras modalidades
terapéuticas, da lugar a una curacion total en algunos pacientes o a una prolongacion
de la supervivencia en la mayoria. Dichos tumores son: cancer de células germinales,
trofoblastico, leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda, leucemia
promielocitica aguda, linfoma de enfermedad de Hodgkin y no Hodgkin. En la
categoria 2 se engloban tumores en los que la supervivencia media se prolonga cuando
la quimioterapia es utilizada como coadyuvante de la cirugia local o la radioterapia en
los estados iniciales de la enfermedad. Estos son: cancer colorrectal, de mama, de
ovario, osteosarcoma, sarcoma de Ewing, neuroblastoma, retinoblastoma y tumor de
Wilms.
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ACTIVIDAD SOBRE ACTIVIDAD SOBRE
FARMACOS LOS DIEZ TIPOS DE LOS TIPOS DE CANCER
ANTITUMORALES CANCER CON MAYOR AGRUPADOS EN LAS
INCIDENCIA CATEGORIAS 1Y 2
Bleomicina + +
Clorambucilo
Cisplatino
Ciclofosfamida
Doxorrubicina
Etopdsido
5-fluorourocilo
Metotrexato
Prednisolona
Procarbacina
Tamoxifeno
Vincristina
Citarabina
Dactinomicina
6-mercaptopurina
Vinblastina
Daunorubicina

L[+ 1 [+ ]+ ]+ +]+]+]+]+

[ |+

||+

Tabla 8.1. Farmacos antitumorales de prioridad 1. El signo + indica actividad sobre ese grupo

de tumores y el signo — indica ausencia de actividad.

8.1. CARACTERIACION DEL 5-FLUOROURACILO
POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

8.1.1. ABSORBANCIA OPTICA DE LAS DISOLUCIONES DE
5-FLUOROURACILO

Las medidas de absorcion de la radiacion ultravioleta y visible (UV-Vis)
encuentran una enorme aplicacion en la identificacion y determinacion
cuantitativa de una gran variedad de especies inorganicas y orgénicas. Las
espectroscopia de absorcién molecular se basa en la medida de la transiitancia

o de la Absorbancia de disoluciones que se encuentran en cubetas transparentes
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que tienen un camino Optico de cm. Normalmente, la concentracion de un
analito absorbente esta relacionada con la Absorbancia como se muestra en la

siguiente ecuacion:
_ .
A=-logT = IogF = ebc (48)

dondeA es la Absorbancial es la transmitancia® y Py son las intensidades
transmitida e incidente, respectivamentees la absortividad molar, b es el
camino optico de la radiacidonogyes la concentracion de analito absorbente. Esta

ecuacion es una representacion matematica de la ley de Beer.

La ley de Beer también se puede aplicar a un medio que contenga mas de una
clase de sustancias absorbentes. La absorbancia total de una disolucion es igual a
la suma de las absorbancias que presentan los componentes individuales. Esta
relacion hace posible la determinacién cuantitativa de los constituyentes
individuales de una mezcla, incluso si sus correspondientes espectros se solapan
[Skoog y cols., 2001]. Siempre que se cumpla la ley de Beer y las distintas
especies se comporten de forma independiente unas respecto de otras, la

absorbancia total para un sistema multicomponente viene dada por:

'%tal = '%‘+ '%+"'+ A =€lb(‘1+€2bC2 +"'+£nbcn (49)
donde los subindices se refieren a los componentes absorbentes d.,4,a.,
mayor exactitud de un analisis de este tipo se alcanza cuando se seleccionan

longitudes de onda en las que las diferencias entre las absortividades molares

sean grandes.
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Se han encontrado pocas excepciones a la generalizacion de que la
absorbancia esté relacionada linealmente con el camino 6ptico. Por otra parte,
con frecuencia se han encontrado desviaciones de la proporcionalidad entre la
medida de absorbancia y la concentracion cudnde constante [Skoog y cols.,
2001]. En algunas ocasiones estas desviaciones estan relacionadas con el
fundamento de la ley y representan limitaciones propias de la misma. Otras veces
surgen como consecuencia de la forma en que se realizan las medidas de
absorbancia (desviaciones instrumentales) o como resultados de cambios

guimicos asociados con cambios de concentracion (desviaciones quimicas).

Hay que recordar que la ley de Beer describe de forma correcta el
comportamiento de absorcion de un medio que contiene concentracion de analito
relativamente bajas. A concentraciones altas, generalmente superioréshg 10
la distancia media entre las moléculas responsables de la absorcion disminuye
hasta el punto en que cada molécula altera la distribucion de carga de las
moléculas vecinas. Esta interaccion, a su vez, puede alterar la capacidad de las
moléculas para absorber la radiacién de una determinada longitud de onda. Como
la magnitud de la interaccion depende de la concentracion, la aparicion de este
fendbmeno da lugar a desviaciones de la linealidad entre la absorbancia y la
concentracion. Aunque, normalmente, el efecto de las interacciones moleculares
no es significativo para concentraciones inferiores a NI entre ciertos iones o

moléculas organicas grandes aparecen algunas excepciones.

La absorcion UV-Vis resulta, generalmente, de la excitacién de los electrones
de enlace, como consecuencia, los picos de absorcion pueden correlacionarse con
los tipos de enlaces de las especies objeto de estudio. La espectroscopia de
absorcion molecular es, por tanto, valida para identificar grupos funcionales en
una molécula. Sin embargo, mas importantes son las aplicaciones en la

determinacion cuantitativa de compuestos que contienen grupos absorbentes.
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El espectrofotdometro ultravioleta-visible utilizado en este trabajo (Pekin Elmer
Lambda 35, Spectrometer UV-Vis, EE.UU.) esta equipado con una lampara de
deuterio, que produce un espectro continuo util para la region comprendida entre 180 y
375 nm, y otra de wolframio, Gtil para la region de longitudes de onda comprendida
entre 350 y 1100 nm. Asi, este aparato permite obtener un espectro desde los 180 nm
hasta 1100 nm. La cubeta utilizada es de cuarzo, transparente en la region espectral de
interés, y con un camino 6ptico de 1 cm. Su mantenimiento es critico para la calidad
de las medidas, por lo que la limpieza completa antes y después de su uso es

fundamental y se realizé siempre con agua destilada y acetona.

Las primeras etapas de un analisis espectrofotaraéthiordan las condiciones de
trabajo y la preparacién de una curva de calibrado que relacione la absorbancia con la
concentracion del farmaco a estudiar. Las medidas de absorbancia
espectrofotométricas se hacen normalmente a la longitud de onda correspondiente a un
pico de maxima absorcién, ya que el cambio en la absorbancia por unidad de
concentracibn es mayor en este punto, logrdndose asi una maxima sensibilidad y
obteniendo un mejor acuerdo con la ley de Beer, ya que las medidas son menos
sensibles a las incertidumbres que surgen de las limitaciones del instrumento [Skoog y
cols., 2001].

Dentro de este apartado, el 5-fluorouracilo utilizado (Sigma-Aldrich, Alemania) es
un polvo cristalino blanco o casi blanco, inodoro y estable en aire. Su férmula quimica
es GH3FN,O, y su peso molecular es 130.08 g/mol. Su punto de fusién se encuentra
entre 280 y 284 °C, y es soluble en dimetilsulféxido (DMSO), bastante soluble en agua
(1:80), poco soluble en alcohol (1:170) e insoluble en cloroformo, benceno y éter

[Florey, 1973]. Si bien no es termosensible y si muy fotosensible.

En base a algunas de las caracteristicas del farmaco, si bien la metodologia

seguida en la formulacién de los coloides determina las condiciones de trabajo, un
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aspecto crucial previo es la clarificacion de las condiciones de preparacion y
conservacion de las disoluciones de farmaco. En nuestro caso, se investigaron las
condiciones 6ptimas de conservacion durante 24 horas segun la concentracion molar
de farmaco y el pH de las disoluciones. No se observd ningun tipo de alteracion
macroscopica de las disoluciones del 5-fluorouracilo tras el periodo de conservacion
de 24 horas. Finalmente, y en referencia a la temperatura de conservacion, las
disoluciones preparadas se mantuvieron siempre a 4 °C hasta ser utilizadas para asi
ralentizar los posibles procesos de degradacién. Debemos destacar que la metodologia
de trabajo general esta condicionada debido al caracter fotosensible del 5-fluorouracilo
[Florey, 1973] y por la formacion de cristales en las disoluciones acuosas de éste con

una concentracién por encima dé*1 [Arias y cols., 2005].

Por lo tanto, antes de abordar la preparacion de una curva de calibrado que
relacione la absorbancia con la concentracion del farmaco, hay que indicar que la
preparacion y manipulacién de las disoluciones acuosas de 5-fluorouracilo se realizé a
temperatura ambiente, protegiéndolas de la luz ambiental (cubiertas por papel de
aluminio) debido al caracter fotosensible del 5-fluorouracilo, a pH natural (4.9) y pH
fisioldgico (7.4) y en un rango de concentracién comprendido deh&éta 1G M.

Para la disolucion de los cristales de 5-fluorouracilo se precisé la utilizacion de
ultrasonidos. Su intensidad y la duracién de la aplicacion fue menor para las
disoluciones preparadas a pH 7.4. No se observd ningun tipo de alteracidon
macroscopica en las disoluciones de este agente quimioterapico tras el periodo de
conservacion de 24 horas. Sin embargo, se ha descrito que en disoluciones con una
concentraciéon superior a 0Vl ocurre espontaneamente la recristalizacion de este

farmaco en solucion [Arias y cols., 2005; Barberi-Heyob y cols., 1995].
La curva de calibrado de las disoluciones del 5-fluorouracilo se realiz6 utilizando

las concentraciones molares™®1®-10°, 5-10°, 7-10° 8.5-10°, 10% 2-10% 3-10%
5-10% 7-10% 103 5-10% y 10° M. Transcurridas 24 horas desde su preparacion, se
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determiné el espectro de absorcion UV-Vis de cada una de las disoluciones segun la

metodologia ya descrita para el 5-fluorouracilo.

Los resultados de este estudio se recogen en la Figura 8.1., donde solo se observa
sefal por debajo de 325 nm y se aprecia como la absorcion se incrementa al aumentar
la concentracion de farmaco en el medio. El Unico maximo de los observados que
presenta una longitud de onda de maxima absorbancia invariable a diferentes
concentraciones es el correspondiente a 266 nm [Florey, 1973], longitud de onda
seleccionada para las medidas que realizamos. A partir de concentraciones superiores
a 2-10* M se aprecia una irregularidad del espectro con tendencia de los dos picos a
fusionarse, hecho que se produce por encima deMOLa longitud de onda de
méxima absorbancia decrece significativamente conforme la concentracion de 5-
fluorouracilo aumenta por encima de 2*1Ml. Esta desviacién de la ley de Beer

impide realizar determinaciones fiables a estas concentraciones.

-211-



Capitulo 8. Evaluacion de la Capacidad de Vehiculizacién de 5-Fluorouracilo

Absorbancia

200 225 250 275 300 325
A (nm)

Figura 8.1. Espectro de absorbancia UV-Vis de las disoluciones de 5-fluorouracilo. Las
concentraciones molares de farmaco en orden creciente de absorbanciz, 4035 10°,
7-10° 8.5-10°, 10*, 2-10*% 3-10%, 5-10%, 7-10%, 10° 510°y 10° M.

La determinacion del coeficiente de absortividad matarsé realizé segun la
metodologia ya indicada, siendo el resultado obtenid@720 + 160 L-mal-cm® (r
= 0.999). En la Figura 8.2. se muestran los datos y la recta de ajuste. Los valores de

absorbancia a diferentes concentraciones obtenidos a 266 nm cumplen la ley de Beer.
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Absorbancia

0,0 - . - . -
0,0 0,1 0,2 0,3
[6-fluorouracilo] (mM)

Figura 8.2. Determinacion del coeficiente de absortividad molar de las disoluciones de

5-fluorouracilo a la longitud de onda de maxima absorbancia (266 nm).

En el caso del efecto del pH sobre la absorbandieadge las disoluciones de 5-
fluorouracilo existe una clara reduccion en los valores de absorbancia a 266 nm
cuando el farmaco se expone a un pH ligeramente basico [Arias y cols., 2005]. Esto es
l6gico si recordamos que bajo estas condiciones se encuentra favorecida la
transformacion (degradacion) del agente antitumoral en las sustancias cardiotoxicas
fluoroacetaldehido y acido fluoromalonaldehidico [Bertolini y cols., 1999; Lemaire y
cols., 1994]. Por ello, preparamos una curva de calibrado con una bateria de

disoluciones acuosas a pH 7.4.

La Figura 8.3. muestra la apariciéon de dos maximos por debajo de 350 nm, cuya

absorbancia crece al aumentar la concentracion de principio activo en el medio. El
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primero de ellosA( = 266 nm, como ocurre a pH 4.9) sera el que utila® en la
cuantificacion de la liberacidén de farmaco desde los diferentes tipos de nanoparticulas.
Por encima de 2-T0M, los méaximos tienden a fusionarse en uno (lo que ocurre
cuando la concentracién es superior & M), por lo que no pueden realizarse
medidas por encima de esta concentracion. En la Figura 8.3.b quedan recogidos los
datos experimentales utilizados y la resta de ajuste obtenida en la determinacion del
coeficiente de absortividad molar< 5977 + 150 L-mét-cmi®, r = 0.995).
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Absorbancia

Absorbancia

0,0 : : . : .
0,0 0,1 0,2 0,3

[5-fluorouracilo] (mM)

Figura 8.3. (a) Espectro de absorbancia UV-Vis de disoluciones de 5-fluorouracilo preparadas
utilizando un tampon NaOH-KIRO, (pH 7.4). Las concentraciones molares de farmaco en
orden creciente de absorbancia sort, B910°, 5-10°, 7-10°, 8.5-10°, 10%, 2:10% 3-10% 5-10
4 7-10% 10° 5-10°y 10% M. (b) Determinacion del coeficiente de adsortividad molar de las
disoluciones de 5-fluorouracilo a un pH 7.4 + 0.1 y para la longitud de onda de maxima

absorbancia (266 nm).
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8.1.2. VALIDACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETICO

El método espectrofotométrico UV-Vis que se utilizgrara el analisis de la
cantidad de farmaco vehiculizado o liberado por los colides debe ser validado
previamente para verificar su exactitud, precision o linealidad. Antes de describir la
validacion del método, debemos definir qué se entiende por linealidad, precision y

exactitud de una metodologia experimental.

La linealidad de un método analitico se define cdenproporcionalidad entre la
concentracion de analito y la respuesta en el intervalo de concentraciones de producto
utilizadas para las cuales el método es satisfactorio. A la hora de realizar los ajustes
lineales, hemos recurrido al método de los minimos cuadrados, de acuerdo con el cual
obtenemos rectas de la forma a + bx En referencia a la exactitud del método, se
define como el error sistematico que indica la capacidad del método analitico para dar
resultados lo mas préoximos posibles al valor real. Se calcula a partir del error relativo
y del coeficiente de variacion para cada una de las concentraciones de las rectas. Se
acepta un error de un orden de magnitud menor y un coeficiente de variacion entre un
5 y un 10 %. Finalmente, la precision es la medida del grado de reproducibilidad de un
método analitico o, dicho de otro modo, el grado de dispersién de los datos de los
distintos replicados. Por consiguiente, se puede considerar como el error aleatorio y se
determina a partir del coeficiente de variacion de cada una de las concentraciones de

las rectas de calibrado, valores no superiores a un 5-10 %.

Con este objetivo, se prepararon seis réplicas de disoluciones acuosas con
concentraciones molares de 5-fluorouracilo entf2 MI0y 10° M, a pH natural (4.9) y
a pH 7.4 (utilizado en los ensayos de liberadgivritro). Como ya se ha comentado,
hasta el momento de realizar la medida las disoluciones de farmaco se conservaron a

4 °C durante 24 horas y protegidas de la luz con papel de aluminio.
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En la Tabla 8.2. se recogen los valores de absorbancia de las disoluciones acuosas
de 5-fluorouracilo en funcion de su concentracion a pH natural. Se muestran los
valores medios de absorbancia y las desviaciones estandar (D.E.) para cada una de
las concentraciones, asi como el coeficiente de variacion (C.V.). Los bajos
valores de los coeficientes de variacién (< 5 % en todos los casos) indican la
adecuada precision del método. El ajuste lineal de la relacion absorbaheia (
concentraciéon molarQ) [A = (0.03 £ 0.08) + (7720 £ 160)C] es estadisticamente
significativo, con una probabilidad superior al 99.9 %.

CONCENTRACION (M) | ABSORBANCIA | C.V. (%)
10° 0.0764 + 0.002 1.96
3.10° 0.2334 + 0.005 2.15
5.10° 0.3915 + 0.011 2.81
7-10° 0.5433 + 0.017 3.13
8.5-10° 0.6618 + 0.012 1.82
10* 0.7721 + 0.018 2.33
2-10° 1.5534 + 0.039 2.51
3-10%(—10% 0.7903 + 0.025 1.11
5.107 (107 0.7836 + 0.016 2.04
7-10* (107 0.7975 + 0.014 1.76
10°(—10% 0.7699 + 0.012 1.56
5.10° (—10%) 0.7713 + 0.015 1.94
10%(—10% 0.8116 + 0.029 3.58

Tabla 8.2. Absorbancia (media + D.E.) de las soluciones acuosas de 5-fluorouracilo para cada
una de las concentraciones indicadas a pH 4.9 (natural). Las concentraciones por encima de
2-10" M fueron diluidas hasta TaM antes de realizar la medida. EI C.V. se calculé mediante

cociente entre la D.E. y el valor medio de la absorbancia.

Con el proposito de comprobar la exactitud del métadalitico, utilizamos
los datos de absorbancia de las concentraciones estudiadas o (“concentraciones
verdaderas”) para obtener las concentraciones estimadas para cada una de las 6
réplicas. Las concentraciones medias y sus D.E. quedan recogidas como

“estimadas” en la Tabla 8.3. Como antes, los bajos valores de los C.V. y sus
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errores relativos son una clara indicacion de la exactitud del método

espectrofotométrico.

VERDADERA (M) | ESTIMADA (M) |[ERROR RELATIVO (%) | C.V. (%)
10° (9.891 +0.22) - 10 1.11 2.22
3-10° (3.022 £ 0.01) - 10 0.66 0.33
5.10° (5.062 + 0.14) - 10 1.18 2.77
7-10° (7.035 + 0.09) - 10 0.43 1.28
8.5-10° (8.562 + 0.13) - 10 0.71 1.52
107 (1.013 £ 0.02) - 16 0.99 1.98
2-10° (2.027 £ 0.08) - 10 0.99 3.96
3.107(—10% (1.024+ 0.11) - 16 2.39 3.75
5.10%(—10%) (1.018 + 0.03) - 16 0.99 2.97
7-10%(—10% (1.031 £ 0.04) - 16 2.91 3.88
10%(—10%) (9.969 + 0.19) - 10 0.41 1.91
5.10°(—10% (9.995 + 0.23) - 10 0.11 2.31
103(—10%) (1.058 + 0.02) - 16 4.76 1.91

Tabla 8.3. Comparacién de las concentracidivesdaderas” de 5-fluorouracilo en solucion
acuosa con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las determinaciones
espectrofotométricas. Las concentraciones por encima dé 12! fieron diluidas hasta 70
M antes de realizar la medida. Los valores “estimados” son la media (£ D.E.) de las 6 réplicas
experimentales. Los errores relativos se calcularon mediante el cociente

[(estimado - verdadera)/estimado], también se muestran los C.V.

De igual forma se procedié para la validacion del 5-fluorouracilo a pH 7.4
(tampon NaOH-KHPQ,) (Tabla 8.4.). Los bajos valores de los coeficientes de
variacion (< 5 %, en todos los casos) indican la adecuada precisiéon del método.
La linealidad de la relacion absorbanci@) (- concentracion molarQ) [A =
(0.002 + 0.005) + (5977 £ 103 C] se confirma estadisticamente, con un error
inferior al 0.01 %. Finalmente, se procedié de igual forma a la anteriormente

descrita para demostrar la exactitud del método analitico (Tabla 8.5.).
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CONCENTRACION (M) | ABSORBANCIA | C.V. (%)
10° 0.0595 + 0.002 3.36
3-10° 0.1822 + 0.003 1.65
5.10° 0.3108 + 0.007 2.21
7-10° 0.4256 + 0.018 4.23
8.5-10° 0.5076 + 0.023 4.53
10* 0.6103 + 0.030 4.91
2-10° 1.1915 + 0.016 1.34
3-10%(—10% 0.6113 + 0.025 1.37
5.10° (—10%) 0.6005 + 0.030 4.91
7-10% (107 0.6143 + 0.029 4.72
10°%(—10% 0.6003 + 0.026 4.33
5-10°(—10% 0.6213 + 0.031 4.99
10%(—10% 0.6103 + 0.030 4.91

Tabla 8.4. Absorbancia (media + D.E.) de las soluciones acuosas de 5-fluorouracilo para cada
una de las concentraciones indicadas a pH 7.4. Las concentraciones por encima e 2-10
fueron diluidas hasta TV antes de realizar la medida. El C.V. se calcul6 mediante cociente

entre la D.E. y el valor medio de la absorbancia.
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VERDADERA (M) | ESTIMADA (M) |[ERROR RELATIVO (%) | C.V. (%)
10° (9.955 + 0.19) - 10 0.45 1.91
3-10° (3.048 £ 0.12) - 10 3.94 1.59
5.10° (5.199 £ 0.14) - 10 3.85 2.69
7-10° (7.121 + 0.07) - 10 1.70 0.98
8.5-10° (8.493 +0.10) - 10 0.08 1.18
107 (1.021 +0.02) - 16 2.06 4.89
2-10° (1.994 + 0.06) - 16 0.33 3.01
3.10%(—10% (1.023+0.14) - 16 1.52 4.59
5.10%(—10% (1.005 + 0.02) - 16 2.22 1.96
7-10° (107 (1.028 + 0.03) - 16 2.70 2.92
10°(—10% (1.004 + 0.05) - 16 0.43 4.98
5.10°(—107) (1.039 £ 0.04) - 16 3.80 3.85
10%(—10% (1.021 +0.01) - 16 2.06 0.98

Tabla 8.5. Comparacion de las concentracicivesdaderas” de 5-fluorouracilo en solucién
acuosa con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las determinaciones
espectrofotométricas. Las concentraciones por encima dé 12! fieron diluidas hasta 70
M antes de realizar la medida. Los valores “estimados” son la media (£ D.E.) de las 6 réplicas
experimentales. Los errores relativos se calcularon mediante el cociente

[(estimado - verdadera)/estimado], también se muestran los C.V.

Como conclusién, puede afirmarse que el método espectrofotométrico propuesto
es lineal, exacto y preciso, pudiéndose usar los coeficientes de absortividad calculados
para evaluar la concentracion de cualquiera de los farmacos en disoluciones cuya

concentracion se desconoce.

8.1.3. METODOLOGIA ESPECTROFOTOMETRICA PARA LA
DETERMINACION DE LA INCORPORACION DE
5-EFLUOROURACILO EN LAS NANOPARTICULAS

La determinacién cuantitativa de la incorporaciéon del 5-fluorouracilo en las
nanoplataformas disefiadas se basa en la metodologia establecida por otros autores

para la cuantificacion del farmaco vehiculizado y liberado por diferentes tipos de
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sistemas coloidales [Fawaz y cols., 1997; Miiller y cols., 1991; Sullivan y Birkinshaw,
2004]. Esta metodologia ha sido puesta a punto por nuestro grupo de investigacion
[Arias y cols., 2008a, ¢, 2009a, 2010a]. En concreto, la técnica se basa en la aplicacion
de la ley de Beer a un medio que contenga mas de un tipo de sustancias absorbentes.
Como es sabido, la absorbancia total para un sistema multicomponente viene dada por
la suma de las absorbancias de cada una de las especies, siempre que no exista
interaccion entre éstas (ver ecuacion 49). De esta manera, se acepta la contribucién de
cada una de las sustancias presentes en el medio de dispersion/preparacion de las
nanoparticulas (o de las sustancias que se han generado en el proceso de liberacion de

los principios activos) a la absorbancia total del sistema.

Respecto al proceso de vehiculizacion del 5-fluorouracilo podemos citar como
sustancias susceptibles de contribuir a esta absorcion total, las moléculas del propio
principio activo no incorporados por las nanoparticulas, los residuos de la sintesis (y
degradacion) de estos nanomateriales y los restos de otros componentes del medio. Por
lo tanto, puede estimarse la cantidad de farmaco que no ha sido incorporado por estos
sistemas restando a la absorcion total del sistema la correspondiente al resto de
sustancias presentes (residuos de la sintesis de las nanoparticulas y restos de otros
componentes del medio). Por diferencia entre la concentracion inicial y final de
farmaco en el medio de contacto/sintesis determinaremos la cantidad total de farmaco

vehiculizada por los sistemas transportadores [Arias y cols., 2008d, 2010b, 2011a]

8.2. INCORPORACION SUPERFICIAL _DEL
5-FLUOROURACILO

Existen dos métodos generales para llevar a cabo la vehiculizacién de un farmaco
determinado en sistemas coloidales [Arias y cols., 2010c, d, €]: su adicién en el

momento en el que se generan las nanoparticulas, de forma que quede atrapado
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principalmente en la matriz del coloide (método de absorcion), o la adsorcion
superficial tras la formacién e incubacién de las nanoparticulas en una disolucion de
principio activo. Es previsible que la mayor captacién de farmaco se consiga mediante

el método de absorcion [Arias y cols., 2009a; Soppimath y cols., 2001].

El estudio de vehiculizacién superficial del 5-flaoracilo en los coloides
disefiados se centr6 en la evaluacion del grado de union a la superficie como
mecanismo coadyuvante en la captacion del fa&rmaco en los liposomas y los
magnetoliposomas. También determinaremos la adsorcion en la superficie de los
nacleos magnéticos con vistas a una posible aplicacion en la incorporacion de farmaco
en los magnetoliposomas mediante absorcion. Para ello, se realizaran determinaciones
espectrofotométricas UV-Vis y, como se recoge mas adelante, un estudio

electroforético de los tres tipos de nanomateriales.

8.2.1 DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA

La determinacion de la adsorcion superficial de farmaco sobre las nanoparticulas
se realizd partiendo de una serie de disoluciones acuosas (10 mL) con diferente
concentracién molar de principio activo Cl0L0% 10° y 10° M). En todos estos
medios de dispersion se fijo una concentracion de nanoparticulas del 1 % (p/v). Justo
antes de afadirlas se tomd una muestra del medio de dispersion para su posterior
comparacion. Tras 24 horas de contacto de las nanoparticulas con el farmaco a 25 °C +
0.1 °C y bajo agitacion mecanica (50 rpm), se separaron los sobrenadantes mediante
doble centrifugacion a 6000 rpm durante 30 minutos, para asi determinar sus
correspondientes espectros de absorcion UV-Vis. Los experimentos se realizaron por
triplicado para cada una de las concentraciones de farmaco. El calculo de la adsorcion
superficial de farmaco en los tres tipos de nanoparticulas se realizé mediante la
comparacion de la absorbancia de las muestras del medio (tomadas antes de afadir los

coloides) con los sobrenadantes obtenidos tras una doble centrifugacion de las
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suspensiones con farmaco, y una vez eliminada la contribucion a la absorbancia total
del sistema de los residuos o subproductos del experimento de adsorcion [Arias y
cols., 2010c]La cantidad de farmaco incorporado en la superéieiéas particulas se
expresa en términos de eficacia de atrapamiemtyapment efficiengyEE %) y de

carga de farmacal(ug loading, DL%) [Arias y cols., 2009a; Brigger y cols., 2004].

farmaco vehiculizado(mg)
cantidad total defarmaco utilizada (mg)

EE(%) = x100 (50)

DL(%) = farmaco vehiculizado(mg) <100 (51)
masatotal dekistematransportador (mg)

Los resultados de adsorcion obtenidos en los wes tie nanoparticulas muestran
una considerable adsorcion del 5-fluorouracilo sobre la superficie lipidica (liposomas
y magnetoliposomas). Pensamos que esto puede ser debido a la existencia de una
interaccion atractiva de tipo electrostatico entre el farmaco cargado positivamente y la
superficie negativa del lipido. Por el contrario, debe existir una interaccion
electrostatica de tipo repulsivo con la superficie también positiva de las nanoparticulas
de magnetita. En cualquier caso y, tal como es de esperar, la vehiculizacién de
farmaco a nivel superficial resulta ser bastante baja (Figura 8.4.). En concreto, para la
méxima concentracién de farmaco utilizada{M), el valor maximo d&EE % es~
13.59 %, ~ 27.34 % y=~ 29.90 %, en el caso de la ;Bg liposomas y
magnetoliposomas, respectivamente. A pesar de esta baja vehiculizacion los valores de
DL % conseguidos fueron considerabke$.89 %,~ 13.86 % y= 15.16 % en F©,,
liposomas y magnetoliposomas, respectivamente debido a la interaccion electrostatica
superficial favorable del farmaco con la superficie de los liposomas vy
magnetoliposomas. Por otro lado, la existencia de cierta adsorcion de este farmaco

hidrofilo en la superficie de los nucleos magnéticos (a pesar de la repulsion
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electrostatica comentada) puede explicarse si tenemos en cuenta el caracter hidrofilo

de éstos ultimos.
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Magnetoliposomas
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Figura 8.4. Valores de E%0) (a) y (b) DL(%) del 5-fluorouracilo en la superficie de las
nanoparticulas de k@, (m), liposomas ¢) y magnetoliposomasA() en funcion de la

concentraciéon molar de farmaco.
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8.2.2. ANALISIS ELECTROCINETICO

Como prueba adicional de tipo cualitativo de la adsorcion superficial del farmaco,
se estudia las modificaciones de la movilidad electroforétigadé cada una de las
nanoparticulas desarrolladas al ponerlas en contacto con el farmaco. La extrema
sensibilidad de la técnica de electroforesis debe permitir la identificacion de cambios
en las propiedades eléctricas superficiales de las nanoparticulas que sean consecuencia

de la adsorcion de moléculas de farmaco [Clares y cols., 2013].

La metodologia experimental seguida es igual a kcrida en las anteriores
determinaciones electroforéticas. Las suspensiones preparadas (25 mL) tenian una
concentracion de nanoparticulas 0.1 % (p/v). Se prepararon, dos series de
suspensiones para cada uno de los tipos de nanoparticulas con el objetivo de descartar
la influencia de los iones presentes en la disolucion sohugda los coloides. En
concreto, fueron preparadas una tanda de suspensiones con una fuerza idnicg de KNO
10° M, mientras que la otra tanda solo presentaba agua bidestilada como medio de
dispersién. Cada suspension contenia una determinada concentracion molar de
farmaco (1C¢ a 10° M). Las medidas se realizaron tras 24 horas de conservacién de
las suspensiones a 25.0 £ 0.5 °C, protegidas de la luz ambiental (con papel de
aluminio) y bajo agitacién constante (50 rpm), comprobando previamente el pH. Los
datos presentados son el promedio de doce determinaciones, cambiando la muestra
cada tres.

La Figura 8.5. muestra la evolucion de los valoresideon la concentracion
molar de 5-fluorouracilo para los tres tipos de coloides, en presencia y en ausencia de
electrolito (10° M KNOs en su caso). En el caso de los magnetoliposomas, se observa
una tendencia general dedaa aumentar muy levemente (sin evidencia de inversion
de carga en este caso) al aumentar la concentracion de farmaco en el medio, ya que la

adsorcion electrostatica puede verse favorecida por la interaccidon entre las cargas
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negativas de la superficie de los magnetoliposomas, debidas a los grupos fosfato de las
cabezas polares de los lipidos, y las cargas positivas del farmaco generadas, fruto de la
protonacién de los grupos —NH- del 5-fluorouracilo. Hay, ademas un claro efecto de la
presencia de KN@La presencia del electrolito (KNDproduce la compresion de la

doble capa, con la consiguiente reducciorudd=n cualquier caso, la adsorcion debe

ser pequeia, como demuestra el hecho, incluso para las mayores concentraciones de 5-
fluorouracilo utilizadas, ya que no se observa apenas cambio de signo en los valores

de u de los liposomas o magnetoliposomas.

5 Fe,0, ([KNO,] =10° M)
~ i g ————5 ﬁ—%q_____ﬁ:ﬁ
£ 3 Fe o\
] 10, ([KNO.1 =0 M)
O 2]
2 1- Magnetoliposomas ([KNO,] = 10° M)
- | \
" 0+ \ e
A
£ L] ~
3 "4 Magnetoliposomas ([KNO,] =0 M)
~ =3 - P —— S —o—P & &
L g
N7,
-5 ] Liposomas ([KNO,] = 10° M) Liposo;\'ns (KNO,] = 0 M)
10° 10" 10° 10*

[6-Fluorouracilo] (M)

Figura 8.5. Movilidad electroforéticauf) de las nanoparticulas de;Bg (m, 0), liposomas ¢,
o) y magnetoliposomasA(, A) en funcion de la concentracién molar de 5-fluorouracilo, en

presencia (simbolo abierto) o en ausencia (simbolos cerrados§ MeKIROS.
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8.3. INCORPORACION _ MATRICIAL _ DEL
5-FLUOROURACILO

Una vez confirmada la escasa o moderada adsorciob-fieorouracilo en la
superficie de nuestros tres tipos de nanomateriales, nos centraremos en el estudio de la
contribucion dela priori, principal método de vehiculizacion de farmacos en sistemas
transportadores: la incorporacién del principio activo en el momento en que se
produce la formacion de la nanoplataforma. De esta manera, pretendemos definir las
condiciones de vehiculizacion 6ptimas para lograr la maxima incorporacion del
farmaco en el sistema transportador magnético coloidal que proponemos. El andlisis
de la influencia de la concentraciéon del 5-fluorouracilo sobre su incorporacién en la
matriz fosfolipidica se realizd siguiendo la rutina de sintesis y el procedimiento de
determinacion espectrofotométrica ya descrito y justificado. Para ello, la uUnica
variable que se introdujo en la metodologia de sintesis de las nanoparticulas de
liposomas y de magnetoliposomas fue la concentracion de farmaco. Las
concentraciones molares utilizadas del 5-fluorouracilo fuerdh 10*, 10° y 10% M.

Para favorecer la incorporacion del farmaco en al interfage,fipido y asi lograr

una mayor vehiculizacién, se dejaron en contacto durante 24 horas (25.0 £ 0.5 °C y 50
rpm) los ndcleos de 6xido de hierro con las moléculas de farmaco antes de llevar a
cabo la sintesis de los magnetoliposomas. Los experimentos se repitieron por
triplicado para cada una de las concentraciones molares de farmaco. La determinacion
de la absorcion de farmaco en la matriz de las nanoparticulas se realizd6 mediante la
comparacion de la absorbancia de las muestras del medio (tomadas antes de llevar a
cabo la sintesis) con los sobrenadantes obtenidos tras una doble centrifugacion de las
suspensiones de nanoparticulas formuladas, y una vez eliminada la contribucion a la
absorbancia total del sistema de los residuos o subproductos del experimento de
adsorcion [Arias y cols., 2010b, c]. De nuevo, la cantidad de farmaco incorporado en
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la matriz de las nanoparticulas se ha expresado en términeg () y DL (%)

[Arias y cols., 2009a, b; Brigger y cols., 2004].

Las cantidades de 5-fluorouracilo absorbidas por Igposomas y los
magnetoliposomas para cada concentracion molar de farmaco se recogen en la Figuras
8.6. Como puede apreciarse, la absorcion aumenta con la concentracién de farmaco
presente en el medio de sintesis, sugiriéndose un efecto positivo del aumento de dicha
concentracion sobre la eficacia de la vehiculizacion en todos los casos. Este efecto
aparece ampliamente descrito en la bibliografia sobre el desarrollo de sistemas
coloidales para el transporte de farmacos [Arias y cols., 2008b, d, f, 2011c, d, e; Clares
y cols., 2013; Ulbrich y Subr, 2004].
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Figura 8.6.Valores de EE%) (a) y (b) DL(%) del 5-fluorouracilo en la matriz lipidica de los

liposomas ¢) y magnetoliposomasA() en funcion de la concentracion molar de farmaco.
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Los valores obtenidos para la incorporacion mediante absorcion del farmaco
estudiado son claramente superiores a los alcanzados mediante el procedimiento de
adsorcion en superficie, lo que justifica la seleccion de este método de vehiculizaciéon
para la sintesis de los coloides mixtos. Para la maxima concentracion de farmaco
utilizada (10° M), el valor méximo d&E % alcanzado en los liposomas pasa @&

% en el método de adsorcion (Figura 8.4.a)5b % mediante el método de absorcion
(Figura 8.6.a); mientras que el valor maximo d&E % alcanzado en
magnetoliposomas pasa de30 % por el método de adsorcion en superficie faigu

8.4.a) &= 68 % mediante el método de absorcion en matriai(&i§.6.a). En el caso

del método de absorcion, la vehiculizacion del farm&do %) en los liposomas es
superior a la obtenida en los magnetoliposomas. Sin embargo, la capacidad de
respuesta a campos magnéticos externos aplicados que exhiben los magnetoliposomas
debe asegurar la llegada controlada de la dosis transportada hasta el lugar de accion,

proceso menos controlable en el caso de los liposomas.

8.3.1. ESTABILIDAD DEL FARMACO VEHICULIZADO

Como prueba adicional, una vez conocida la vehiculizacién de farmaco en los
sistemas coloidales a través de la informacion obtenidakke %a y DL %, se realizo
un estudio preliminar de la estabilidad de las formulaciones de liposomas y
magnetoliposomas en funcién del tiempo y de la temperatura de conservacion. En
concreto, se investigd la capacidad de retencién del 5-fluorouracilo por parte de las
particulas durante un periodo de conservacion tras 90 dias, y a las temperaturas de
almacenamiento/conservacion 4.0 + 0.5 °C y 25.0 £ 0.5 °C. El 5-fluorouracilo fue
incorporado mediante el método de absorcion (en matriz) a la maxima concentracion

de farmaco utilizada (1HM).

La Tabla 8.6. recoge los valores obtenidos de vehiculizacion de 5-fluorouracilo

por los liposomas y los magnetoliposomas. Resulta interesante destacar que en ambos
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casos la cantidad de vehiculizada es superior a los resultados alcanzados en estructuras

lipidicas de similar naturaleza. En concreto los valordsEigo) para los liposomas y

los magnetoliposomas son 55 % y = 68 %, respectivamente. Sin embargo,

formulaciones similares previamente desarrolladas por otros autores no logren superar
el 25 % deEE (%) [Fresta y cols., 1993; Sindhu y cols., 1993; Glavas-Dodov y cols.,

2005].
FORMULA LIPOSOMAS MAGNETOLIPOSOMAS
Dias | Temperatura (°C) EE (%) DL (%) EE (%) DL (%)

0 4 54.71+0.04 11.72+£0.02 68.26 + 0.01| 8.13 +0.04

7 4 53.78 £0.01] 11.52 + 0.0 67.47+0.02] 8.09+0.01
25 53.67 £0.02 11.50 £ 0.0 67.01 +0.05| 8.06 +0.02

15 4 52.86 +0.03 11.32 £+ 0.02 65.56 +0.04| 7.90 +0.02
25 50.92 + 0.01] 10.91 £ 0.01] 64.51+0.01| 7.77 £0.02

30 4 50.87 +£0.02 10.90 £ 0.0 64.13+0.02] 7.73+0.08
25 48.88 + 0.01] 10.47 +0.01] 63.81 +0.06| 7.69+0.04

60 4 48.65 +0.07) 10.42 £ 0.02 62.05+0.01| 7.47 £0.02
25 46.32+0.02 9.92+0.01| 60.09+0.02 7.41+0.02

90 4 45.41+0.04 9.73+0.01| 59.83+0.04 7.21+0.03
25 4442 +0.03 9.52+0.01| 59.45+0.03 7.16+0.04

Tabla 8.6. Valores de vehiculizacioRE % y DL %) de 5-fluorouracilo en los liposomas y

los magnetoliposomas en funcion del tiempo y de la temperatura de conservacion.

La elevada capacidad de incorporacion de 5-flurouracilo por parte las vesiculas

lipidicas probablemente es consecuencia de la presencia de gran variedad de acidos

grasos insaturados en la composicion de la fosfatidilcolina de huevo, asi como de su

baja temperatura de transicion critica. De esta manera, los lipidos se encontraran en

estado fluido (cristal-liquido) bajo las condiciones de formacién. En cuanto a la

capacidad de encapsulacion de los magnetoliposomas, ésta resulta superior a la de los
liposomas. Probablemente, debido a las interacciones electrostaticas entre la magnetita
y las bicapas fosfolipidicas, las cuales pudieran retraer las lamelas dejando un espacio
central acuoso superior al de los liposomas donde albergar al 5-fluorouracilo. Como

puede apreciarse, los valores de vehiculizacidbn se mantienen estables a lo largo del

-232-



Capitulo 8. Evaluacion de la Capacidad de Vehiculizacién de 5-Fluorouracilo

tiempo de almacenamiento estudiado e independientemente de la temperatura de
conservacion fijada. Por tanto, el andlisis de los resultados obtenidos pone de
manifiesto la interesante estabilidad de los magnetoliposomas.

8.4. LIBERACION DE FARMACO

En los apartados anteriores se han descrito lasiciones Optimas de
vehiculizacion del farmaco en los magnetoliposomas. El siguiente paso en este trabajo
de investigacion serd estudiar la liberaciom vitro del farmaco desde los
magnetoliposomas. Ademas, sera analizada la influencia del fenédmeno de hipertermia

en la liberacion del farmaco por parte de las nanoparticulas.

En primer lugar se sintetizaron magnetoliposomas a partir de una concentracion
10% M de 5-FU por ser ésta la que aporté mayBr%. El ensayo de liberacién
vitro de farmaco se realizé por triplicado a 37.0 £ 0.5 °C. Para ello, se utilizo el
método de didlisis y un tampon NaOH-$D, (pH = 7.4+ 0.1) como medio de
liberacion. Las bolsas de didlisis se dejaron sumergidas en agua bidestilada 12 horas
antes de comenzar el ensayo. La bolsa de didlisis (SpecBpettra/Pdt 6, EE.UU.)
tienen un tamafno de poro de 2000 Da y es capaz de retener las nanoparticulas en su
interior, dejando soélo pasar a su través el farmaco liberado hasta el medio de
liberacién. Brevemente, las suspensiones de las particulas con farmaco vehiculizado
fueron centrifugadas en dos ciclos a 6000 rpm durante 30 minutos, para asi eliminar el
principio activo no incorporado. Se introdujo 1 mL de suspension de nanoparticulas
(concentracion de farmaco: 5.2 mg/mL) en las bolsas de dialisis, cerrando los
extremos de la misma con pinzas. A continuacion, se sumergieron las bolsas en un
vaso con 400 mL de tampdon NaOH-D,. La temperatura y la agitacion mecéanica
(150 rpm) de las bolsas se mantuvieron constantes durante todo el ensayo. Las
muestras (1 mL) se recogieron a intervalos de tiempo prefijado (nanoparticulas con
farmaco incorporado mediante adsorcion: 0.08, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12,
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24, 48 y 72 horas; nanoparticulas con farmaco incorporados mediante absorcion: 0.08,
0.25,0.5,0.75,1,2,3,4,5,6,9y 24 horas, y 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14y
15 dias) y se analizaron mediante la metodologia UV-Vis ya descrita y en la longitud

de onda de maxima absorbancia correspondiente (266 nm). Un volumen igual de
solucion tampodn, (mantenido a la misma temperatura), fue afadido al medio de
liberacion tras cada toma de muestra con el objetivo de mantener las condiitiknes

El mismo procedimiento analitico utilizado en la determinacion de la vehiculizacién

de farmaco, fue seguido en los ensayos de liberacién in vitro del farmaco

La Figura 8.7. muestra la liberaciéon de 5-fluoroiloaen funcion del tiempo
desde los magnetoliposomas en los que la incorporacién de agente quimioterapico se
ha realizado a nivel superficial y en matriz. Al comparar la liberacion desde las
nanoparticulas con diferente incorporaciéon de farmaco se aprecia claramente una
importante diferencia en cuanto a la velocidad con la que se produce la salida del

farmaco antitumoral desde los nanocompuestos.

En el caso del 5-fluorouracilo incorporado en la superficie de los
magnetoliposomas, el proceso de liberacion se completa en 3 horas (Figura 8.7.a). Esta
rapida liberacion de agente quimioterapico sugiere que la cantidad vehiculizada de éste
se encuentra adsorbida exclusivamente en la superficie externa de los
magnetoliposomas. El mecanismo responsable de este comportamiento podria ser la
degradacion de la cubierta lipidica (véase el apartado 4.5.). Por tanto, en este caso
podemos considerar que el proceso es muy rapido y no adecuado para los fines
terapéuticos de esta investigacion, ya que la dosis vehiculizada quedaria libre del
sistema transportador antes de llegar al lugar de accion, dando lugar a una extensa

biodistribucion.

Sin embargo, el proceso de liberacion del 5-fluorouracilo cuando se incorpora en

la matriz de las nanoparticulas es bifasico y mucho mas sostenido en el tiempo (Figura
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8.7.b). En primer lugar, aparece una fase de liberacion rapida que probablemente

corresponda a la pérdida del farmaco asociado a la superficie de las nanoparticulas o
débilmente atrapado en éstas. En concreto 38 % del 5-fluorouracilo es liberado en

esta primera fase en 3 horas. Sin embargo, durante la segunda fase del proceso, la
liberacion del 5-fluorouracilo se hace mas lenta liberandose6@l % restante a lo

largo de 5 dias. En esta ultima etapa de liberacion, el mecanismo responsable podria
ser debido a la difusion de este farmaco a través de la matriz lipidica. Este fendmeno

de liberacion de 5-fluorouracilo tan sostenido en el tiempo, puede explicarse en base a

que parte del principio activo debe encontrase adsorbido en la superficie de los nucleos

de Oxido de hierro cuando éstos son recubiertos por la capa lipidica en la formacion de

las nanoparticulas mixtas (véase el apartado 8.3.). Asi, la cantidad de moléculas de

farmaco localizada en la interfase;Bgfosfatidilcolina debe difundir a través de toda

la matriz lipidica para poder salir al exterior, lo que ralentiza la velocidad de

liberacion.
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Figura 8.7. Liberacion de 5-fluorouracilo (%) (a) adsorbido y (b) absorbido desde los
magnetoliposomas en funcién del tiempo de incubacién en una solucién tampén NaOH-
KH,PO, (pH=7.4+£0.1) a 37.0 £ 0.5 °C.
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Para finalizar el estudio de la liberacion del farmaco desde las nanoparticulas
desarrolladas, realizamos el ajuste cinético de los perfiles de liberacion utilizando para
ello el analisis de varianza de la regresion al modelo (criterio ANOVA) y del
coeficiente de determinaciérf, Segln estos criterios, seleccionamos en primer lugar
los ajustes con mayor valor del estadisticde Fisher-Snedecor (cociente entre las
medias de cuadrados de regresion y residual) y de entre ellos admitimos que el que
presente un mayor valor d€ (una mayor suma de cuadrados de regresion)
correspondera con la ecuacion de la cinética que mejor se ajusta a los resultados
obtenidosin vitro [Doménech y cols., 1998; Morales y cols., 2004]. Hemos ensayado
diferentes modelos matematicos con la finalidad de elegir el que con mayor fiabilidad

sea capaz de explicar el mecanismo de liberacién de nuestro farmaco:

a) Cinética de orden ceralescribe un sistema donde la velocidad de liberacion de

farmaco es constante. Es decir:

Q = Kot (52)

SiendoQ; la cantidad acumulada de farmaco a tiemipg, Ko la constante de

liberacion.

b) Cinética de orden un@n este caso la liberacion de farmaco va a depender de la

concentraciéon del mismo en el sistema.

dqQ _
T KQQ) (53)
Q=Qf-e)

siendoQ, la maxima cantidad liberada, que se supone estara en disolucion para

un tiempo mucho mayor quekk/

237



Capitulo 8. Evaluacion de la Capacidad de Vehiculizacién de 5-Fluorouracilo

c) Cinética de raiz cuadrada (Higuchiglacionada con la liberacién por difusion del

farmaco.

Q= A+BGA (54)

d) Cinética de raiz cubicda liberacién se produce por erosion o disolucion de la

matriz polimérica en todo su volumen:

%/Qoo_%/(Qoo_Q) = A+Bl (55)

En la Tablas 8.7. se recogen los valores der? correspondientes a los ajustes
cinéticos de la liberacion de 5-fluorouracilo (incorporado en superficie) desde los

magnetoliposomas.

VALORES DEF Y r?

Cinética Cinética L Cinética

Cinética de .

de orden de orden ? de raiz

raiz cuadrada S

cero uno cubica
Magnetoliposomas | F 26.17 314.05 736.28 109.76
(Adsorcion) r’ 0.834 0.814 0.920 0.474

Tabla 8.7. Valores del estadisticoyFdel coeficiente de determinacidrobtenidos en el
estudio del perfil de cantidades acumuladas de 5-fluorouracilo liberado en funcién del tiempo

desde los magnetoliposomas (método de vehiculizacién mediante adsorcion superficial).

En el caso de la liberacion del farmaco adsorbidoresdas nanoparticulas
obtenidas, es completa en 3 horas desde que se inicié el ensayo, la liberacion presenta
valores deF y r? que indican un ajuste significativo a una cinética de raiz cuadrada,
con los coeficientes de ajuste indicados en la Tabla 8.8. (la Figura 8.8. muestra el buen
acuerdo entre los datos experimentales y la curva de ajuste). Esta cinética puede

explicarse por la mayor concentracion de farmaco presente en la superficie de la
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nanoparticula y la baja concentracion de farmaco en el medio, lo que producira

difusién (dependencia conlt , ecuacion 54) desde la zona superficial, en la que el
farmaco se encuentra mas concentrado hacia el seno de la disolucién, donde la

concentracién es menor. No hay alteracion de la matriz.

SISTEMA A B
5-Fluorouracilo,
Magnetoliposomas (37.97 £5.45) (37.38 £ 4.87)
(Adsorcidn)

Tabla 8.8. Coeficientes de ajuste de la ecuacion (54) a la cinética de liberacion del 5-

fluorouracilo desde la superficie de los magnetoliposomas.
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Figura 8.8. Ejemplo de ajuste (linea continua) de la ecuacion (54) a los datos experimentales

(simbolos) en el caso de 5-fluorouracilo adsorbido en los magnetoliposomas.
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En cuanto a la liberacion del farmaco desde el interior de las nanoparticulas
sintetizadas, debemos diferenciar en la realizacion del ajuste cinético las dos fases
caracteristicas del proceso: una fase rapida de unas 3 horas de duracion y, a
continuacion, una segunda fase de liberacion mucho mas prolongada y lenta (Figura
8.7. b). Como puede apreciarse en las Tablas 8.9., la cinética que mejor describe la
primera fase del proceso de liberacion es la de orden 1 (véase Tabla 8.10. para los
coeficientes de ajuste y graficas de la Figura 8.9.). Esto es indicativo de una liberacién
de farmaco que va a depender de la concentraciéon a la que se encuentre el mismo en la
parte mas superficial de las nanoparticulas hacia el medio. Sin embargo, en la segunda
fase la cinética a la que mejor se ajusta el proceso de liberacién se corresponde con la
de raiz cuadrada (coeficientes de ajuste en Tabla 8.11.), lo que implica una liberacion
por difusion inicial del farmaco a lo largo del tiempo desde la matriz lipidica de las
nanoparticulas hacia el medio. Una posible explicacion a este tipo de liberacién podria
basarse en el hecho de que el farmaco que se encuentra originalmente en el interior de
la matriz lipidica multilamelar difunde a través de ella hacia la superficie con nuevas
moléculas que pasan al medio. Se requiere para ello una elevada cantidad de farmaco

absorbida en la matriz y no fuertemente ligado a esta.

VALORES DEF Y r?
Cinética de | Cinéticade| Cinéticade | Cinética de
orden cero | orden uno | raiz cuadrada | raiz cubica
Magnetoliposomas F 63.05 1309.25 685.13 22.62
(12 fase Liberacion)| r? 0.925 0.990 0.983 0.522
Magnetoliposomas F 36.66 49.99 797.86 93.50
(22 fase Liberacién)| r° 0.820 -0.140 0.924 0.370

Tabla 8.9. Valores del estadisticoyfdel coeficiente de determinacié¢hobtenidos en el

estudio del perfil de cantidades acumuladas de 5-fluorouracilo liberado en funcién del tiempo

desde la matriz de las nanoparticulas de magnetoliposomas (método de formulacion mediante

absorcion).

-240




Capitulo 8. Evaluacion de la Capacidad de Vehiculizacién de 5-Fluorouracilo

SISTEMA A B
5-Fluorouracilo,
Magnetoliposomas (44.26 £ 2.50) (0.65 + 0.07)
(12 fase Absorcion)

Tabla 8.10.Coeficientes de ajuste de la ecuacion (53) a la cinética de liberacion de orden 1
que describen la primera etapa de liberacion del 5-fluorouracilo desde la matriz de los

magnetoliposomas.

SISTEMA A B
5-Fluorouracilo,
Magnetoliposomas (36.22 £ 4.45) (6.56 + 0.66)
(22 fase Absorcion)

Tabla 8.11.Componentes de la ecuacion (54) de la cinética de liberacion de raiz cuadrada
gue describen la segunda etapa de liberacion del 5-fluorouracilo desde la matriz de los

magnetoliposomas.
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Figura 8.9. Izquierda: datos experimentales de la cinética de liberacion de 5-fluorouracilo
desde los magnetoliposomas. Derecha: lineas de mejor ajuste de los datos de estas ultimas a
los modelos descritos en el texto, para la fase inicial de liberacion (arriba) y para tiempos

largos (abajo).

La Figura 8.9. ilustra los resultados y su mejor ajuste para el farmaco absorbido en
matriz. Es importante insistir en que la liberacién sostenida del farmaco en el tiempo
es idénea para lograr un efecto farmacoldgico 6piimavo. Es decir, casi toda la
dosis de principio activo vehiculizada en los nanocompuestos se liberara
exclusivamente en el lugar de acciéon, una vez que los magnetoliposomas se acumulen

de forma selectiva a este nivel con la ayuda del campo magnético aplicado.
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8.4.1. Influencia del fendmeno de hipertermia en la liberacion

Adicionalmente, se evaluaron las caracteristicas de calentamiento (efecto de
hipertermia) derivadas de las propiedades magnéticas de los magnetoliposomas al
aplicar un campo electromagnético oscilante de alta frecuencia. Paralelamente, se
investigd y comparé el efecto de la hipertermia en la cinética de liberacion del 5-
fluorouracilo a partir de dichos nanosistemas. Hay que indicar que las condiciones
seguidas de incorporacion del farmaco, liberacion y ajuste cinético para el analisis del

estudio fueron las ya descritas anteriormente.

Como ya ha sido comentado (ver Capitulo 1), las nanoparticulas magnéticas
pueden ser una herramienta muy prometedora para el diagndstico por resonancia
magnética por la imagen (RMI) y tratamiento del cancer por aumento de temperatura
en la masa tumoral (hipertermia). Estos nanosistemas estan bajo un extenso anlisis y
estudio en el posible tratamiento de tumores debido a que gracias al fenOmeno de
hipertermia pueden ser alcanzadas temperaturas comprendidas en el rango de 42-45
°C, el cual es suficiente para dafar irreversiblemente las células cancerosas [Glockl y
cols; 2006; Reddy cols., 2012; Tanaka y cols., 2005]. Si las nanoparticulas magnéticas
hipertérmicas son capaces de transportar farmacos antitumorales, podria obtenerse un
efecto sinérgico entre la quimioterapia y el calor generado que actuarian sobre las
células cancerosas de una manera mas selectiva, eficaz y segura. De hecho, la
hipertermia se ha descrito para mejorar la eficacia de los agentes antitumorales de dos
maneras posibles) aumentar la liberacion del farmaco desde las nanoplataformas
termo-sensibles, y ifnejorar la acumulacion del farmaco en la masa tumoral mediante
el aumento de la permeabilidad de células endoteliales y flujo sanguineo local [Al-
Ahmady vy cols., 2012, Koning y cols., 2010]. Es mas, en recientes investigaciones
vitro se ha puesto de relieve los beneficios procedentes de la hipertermia y la
quimioterapia combinada [Babincov y cols., 2008; Yoshida y cols., 2012]. En unos de

los primeros trabajos donde se estudiaron las aplicaciones del tratamiento por
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hipertermia, se comprob6 la alta eficacia de una suspension de cristales
superparamagnéticos para absorber la energia de un campo magnético oscilante y
convertirla en calor [Jordan y cols., 1993]. Esta propiedad puede selusaadapara
incrementar la temperatura del tejido tumoral y destruir las células malignas por
hipertermia. Una de las aproximaciones clasicas consiste en someter al paciente a un
campo electromagnético de 100 MHz de frecuencia, la destruccion de las células
tumorales puede alcanzarse por una onda electromagnética emitida por un electrodo
implantado en la masa cancerosa. Otros métodos menos invasivos consisten en
combinar hipertermia y radioterapia, irradiando la masa tumoral con microondas

mediante un emisor externo o radiacion gamma [Laurent y cols., 2008].

El principal parametro para determinar el calentamiento del tejido tratado, es la
tasa de absorcion especifica (SAR), definido como la velocidad a la que la energia de
una onda electromagnética de radiofrecuencia dada es absorbida por unidad de masa
de material biolégico. Las unidades son expresadas en calorias por kilogramo y es
proporcional al incremento de temperatund/At) (ecuacion 56) [van den Berg y
cols., 2004]:

SAR= 41868E = Ce£ (56)
m, At

dondeP representa el poder de la onda electromagnética absorbida por la muestra,
corresponde a la masa de la muestr@, ¥s el calor especifico de la muestra. Una
dificultad afiadida en la hipertermia electromagnética en un lugar especifico es la
aparicion de altas temperaturas a nivel local (denominadas zonas calientes), debido a
falta de homogeneidad de la permeabilidad eléctrica y conductividad del tejido, que
hace variar el valor de SAR. Un mejor control de la energia es obtenida irradiando el
tejido con nanoparticulas magnéticas con un campo electromagnético de baja

frecuencia (100-400 kHz). Para un material superparamagnético dado, el SAR se
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determina de manera muy precisa por la relacion de volumen de estos cristales en el
tejido. Rosensweig demostro tedricamente una fuerte relacion entre el SAR de este
material y su relajacion magnética (ecuacion 57) [Rosensweig, 2002]:

SAR= 4186872 MV 2, 2T

57
°100KT ° 1+(2mr) 57

donde ¢ es la fraccion de volumen del material superparatgo, v es la
frecuencia del campo magnético oscilankg, es la intensidad del campo
magnético, yr es el tiempo de relajacion. La ecuacion 57 muegtra si la
irradiacion del campo magnético es uniforme, el SAR solo dependera de la
naturaleza y la fracciéon de volumen de las particulas superparamagnéticas. Por
tanto, una alta selectividad en la zona de actuacién puede lograrse si las particulas solo
se localizan en la zona de actuacion (masa tumoral). La frecuencia de irradiacion debe
ser lo suficientemente baja para evitar una interaccion del campo electromagnético con
los iones intracelulares. En el caso de nanoparticulas, el SAR es proporcional al
tiempo de relajacion y es debido a la disipacion causada por la viscosidad magnética.

Esta es maxima si se verifica la ecuacion 58 [Rosensweig, 2002]:

r=—— (58)

Parar mas largos que el valor 6ptimo, el SAR disminuye rapidamente debido a
que la relajacion magnética estd demasiado baja para permitir que el cristal
superparamgnético pueda seguir al campo magnético oscilante. Por tanto, los coloides
superparamagnéticos pueden actuar como un agentes de hipertermia, con mejoras en la
reproducibilidad y control del tamafio de particula durante la sintesis de dichos

nanosistemas [Rau y cols., 2000; Laurent y cols., 2008].
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La metodologia seguida para estudiar el comportamiento de calentamiento de los
magnetoliposomas a nivéh vitro, se bas6é en la comparacién de una suspension
acuosa de particulas de magnetoliposomas (10 mg/mL, 5 mL) con una formulacién
control (medio acuoso sin particulas), se investigé por triplicado atZh®° C. Para
ello, se utilizé un campo electromagnético alterno de alta frecuencia inducido por una
fuente de alimentacion equipada con un solenoide con unas condiciones determinadas
(didametro: 20 mm; longitud: 100 mm; numero de espiras: 70). La frecuencia del
campo magnético y la intensidad fue de 250 kHz y 4 kA/m, respectivamente. Estos
valores estan dentro de aquellos comunmente fijados para realizar tal experimento
[Lao y Ramanujan, 2004; Purushotham y Ramanujan, 2010; Tang y cols., 2008]. Los
datos de temperatura se registraron continuamente por medio de una sonda

termométrica de fibra 6ptica conectada a un ordenador.

La Figura 8.10. muestra el comportamiento del catar@nto que experimenta los
magnetoliposomas expuestos a una alta frecuencia de un campo magnético alterno.
Bajo la exposicion al gradiente del campo aplicado, la oscilacion del momento
magnético de los magnetoliposomas hizo que fueran transformados en emisores de
calor, alcanzando la temperatura minima de hipertermia (41 °C) en 22 minutos. En las
condiciones experimentales descritas, la temperatura maxima (45 °C) se alcanzo
después de 27 minutos, y luego se estabiliz6 hasta el final del experimento. Esto
demuestra un buen control de la temperatura y flujo de calor, un requisito basico para
la aplicacion de las nanoparticulas magnéticas hipertérmicas. En particular, aceptamos
gue el calentamiento local de una masa tumoral para un tiemp8@minutos a esta
temperatura es suficiente para destruirla [Huber, 2005], y que las temperaturas
superiores a 56 °C dafan los tejidos sanos que rodean el sitio del tumor
(termoablacién: coagulacion, necrosis y carbonizacion de el tejido) [Hilger y cols.,
2001; Jordan y cols., 2001].
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Figura 8.10. Curva de calentamiento de una suspension acuosa de magnetolipe¥gmas (
medio control ¢), bajo la influencia de un gradiente de campo electromagnético oscilante de
250 kHz y 4 KA/m.

Finalmente, el campo electromagnético alterno de alta frecuencia descrito
previamente (frecuencia e intensidad: 250 kHz y 4 kA/m, respectivamente), fue
acoplado al medio de liberacion con el fin de definir el efecto de las propiedades de
calentamiento de los magnetoliposomas (efecto de hipertermia) en la cinética de
liberacion del 5-fluorouracilo a partir de dichas nanoparticulas. Los datos de

temperatura se registraron constantemente como se ha descrito anteriormente.

La Figura 8.11. muestra la liberacion de 5-fluorcilcaen funcién del tiempo
desde los magnetoliposomas en los que la incorporacion del 5-fluorouracilo se realizé
previamente en superficie y matriz, siempre bajo la influencia del fenémeno de

hipertermia. Al comparar la liberacion desde las nanoparticulas con diferentes formas
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de incorporacion de farmaco se aprecia claramente una importante diferencia en

cuanto a la velocidad con la que se produce la salida del farmaco antitumoral desde los
nanocompuestos, siendo en cualquier caso una liberacion acelerada con respecto al
anterior caso de liberacién descrito desde los magnetoliposomas sin aplicacion de un

campo electromagnético oscilante de alta frecuencia.

Para la liberacion de 5-fluorouracilo incorporado kn superficie de los
magnetoliposomas, el proceso se completa en tan solo 1 hora de estudio (Figura
8.11.a). Esta liberacion acelerada del agente antitumoral indica que la cantidad
vehiculizada de éste se encuentra adsorbida exclusivamente en la superficie externa de
los magnetoliposomas, el mecanismo responsable de este comportamiento podria ser
debido a la potenciacion de la degradacion de la cubierta lipidica (véase el apartado
4.5.) activado por el aumento de temperatura, debido a la disipacion de energia (en
forma de calor) surgida de la vibracion de los ndcleos de magnetita. Por tanto, en este
caso podemos considerar que el proceso es demasiado rapido y no adecuado para fines
terapéuticos como los de este trabajo; ya que la dosis vehiculizada quedaria libre del

sistema transportador antes de llegar a la masa del tumor.

Sin embargo, el proceso de liberacion del 5-fluaoilm cuando se incorpora en
matriz es bifasico y mas sostenido en el tiempo con respecto a la liberacion cuando se
vehiculiza por adsorcion en la superficie de la nanoparticula (Figura 8.11.b). En primer
lugar, aparece una fase de liberacion rapida que probablemente significa la pérdida del
farmaco asociado a la superficie de las nanoparticulas o débilmente atrapado en éstas.
En concreto, et 45 % del 5-fluorouracilo es liberado en 1 hora. &wbargo, durante
la segunda fase del proceso, la liberacién del 5-fluorouracilo se hace progresivamente
liberandose ek 55 % de farmaco restante en las proximas 24 h&sis. perfil de
liberacion del 5-fluorouracilo tan rapido es producido por el efecto de hipertermia
(consecuencia de la pérdida de la histéresis magnética) generado por la aplicacion del

campo electromagnético oscilante de alta frecuencia. Dicho perfil se atribuye a un
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aumento de la permeabilidad del agua y los solutos en las membranas lipidicas que
constituyen la vesiculas lipidicas multilamelares. Incluso, se ha planteado la hipotesis
de que al alcanzar la temperatura de transicion de fase de los fosfolipifloBgT

limites de los dominios sélido/liquido dentro de la estructura liposomal estan en un
estado desordenado bajo el fenomeno de hipertermia (calentamiento), aumentando asi
la fluidez de los fosfolipidos [Al-Ahmady y cols., 2012; Al-Jamal y cols., 2012;
Babincova y cols., 2002; Ding y cols., 2012a].
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Figura 8.11. Liberacion de 5-fluorouracilo (%) (a) adsorbido y (b) absorbido desde los
magnetoliposomas sometidos a un campo electromagnético oscilante de alta frecuencia y en
funcion del tiempo de incubacion en una solucién tampon NaOHRRHpH = 7.4 £ 0.1) a

37.0+0.5°C..
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En la Tablas 8.12. se recogen los valore§ ger® correspondientes a los ajustes
cinéticos de la liberacion de 5-fluorouracilo (incorporado en superficie) desde los
magnetoliposomas por efecto de hipertermia.

VALORES DE F Y r?
Cinética Cinética L Cinética
Cinética de .
de orden de orden , de raiz
raiz cuadrada S
cero uno cubica
Magnetoliposomas | F 601.25 440.14 12130.12 439.81

(Adsorcion) P 0.995 0.674 0.988 0.674

Hipertermia

Tabla 8.12.Valores del estadisticoyFdel coeficiente de determinacidiobtenidos en el
estudio del perfil de cantidades acumuladas de 5-fluorouracilo liberado en funcién del tiempo
desde los magnetoliposomas (método de formulacion mediante adsorcion superficial) bajo la

influencia del fenbmeno de hipertermia.

La liberacion del farmaco adsorbido sobre las nanoparticulas obtenidas bajo la
accion del campo electromagnético oscilante de alta frecuencia, se acelerd
significativamente, siendo completa después de 1 hora, los valofey deindican
que la liberacion se ajusta a una cinética de orden 0, con los coeficientes de ajuste
indicados en la Tabla 8.13., en la Figura 8.12. se muestra el buen acuerdo entre los
datos experimentales y la curva de ajuste. Esto es indicativo de una liberacion de
farmaco que va a depender de la concentracién a la que se encuentre el mismo en la

parte mas superficial de las nanoparticulas hacia el medio.
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SISTEMA A B
5-Fluorouracilo,
Magnetoliposomas
(Adsorcion)
Hipertermia

(96.52 + 4.45) (5.82 + 1.32)

Tabla 8. 13. Coeficientes de ajuste de la ecuacion (52) a la cinética de liberacion del
5-fluorouracilo desde la superficie de los magnetoliposomas bajo la influencia del fenémeno

de hipertermia.
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Figura 8.12. Ejemplo de ajuste (linea continua) de la ecuacion (52) a los datos experimentales
(simbolos) en el caso de 5-fluorouracilo adsorbido sobre los magnetoliposomas bajo la

influencia del fendmeno de hipertermia.
En cuanto a la liberacion del farmaco desde el iortate las nanoparticulas

sintetizadas (incorporacion en matriz) por efecto de hipertermia, debemos diferenciar

en la realizacion del ajuste cinético un proceso bifasico acelerado con: una fase rapida
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de 1 hora de duracién (mas lenta que en el caso de la adsorcion en superficie) y, a
continuacion, una segunda fase de liberacibn mucho mas prolongada y lenta (Figura
8.11. b). Como puede apreciarse en las Tablas 8.14., la cinética que mejor describe la
primera fase del proceso de liberacion es la de orden O (véase Tabla 8.15. para los
coeficientes de ajuste y graficas de la Figura 8.13.). Esto es indicativo de una
velocidad de liberacion de farmaco constante en la primera fase del prBaeso.
embargo, en la segunda fase la cinética a la que mejor se ajusta el proceso de
liberacion se corresponde con la de raiz cuadrada (coeficientes de ajuste en Tabla
8.16.), lo que implica una liberacion por difusiéon inicial del farmaco a lo largo del
tiempo desde la matriz lipidica de las nanoparticulas hacia el medio. Una posible
explicacion a este tipo de liberacion podria basarse en el hecho de que el farmaco que
se encuentra originalmente en el interior de la matriz lipidica multilamelar difunde a
través de ella hacia la superficie con nuevas moléculas que pasan al medio gracias al
efecto que genera el aumento de temperatura en las membranas fosfolipidicas. Se
requiere para ello una elevada cantidad de farmaco absorbida en la matriz y no

fuertemente ligado a esta.

VALORES DEF Y r?
Cinética de | Cinéticade| Cinéticade | Cinética de
orden cero | orden uno | raiz cuadrada | raiz clbica
Magnetoliposomas 66.43 126.19 134.73 136.60
(1@ fase Liberacion)

Hipertermia 0.956 0.889 0.893 0.895
Magnetoliposomas 63.41 43.95 2148.42 94.15
(22 fase Liberacion) i

Hipertermia 0.912 0.200 0.974 0.423

Tabla 8.14.Valores del estadisticoyFdel coeficiente de determinacidiobtenidos en el
estudio del perfil de cantidades acumuladas de 5-fluorouracilo liberado en funcién del tiempo
desde la matriz de las nanoparticulas de magnetoliposomas (método de formulacion mediante

absorcion) bajo la influencia del fenémeno de hipertermia.
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SISTEMA A B

5-Fluorouracilo,
Magnetoliposomas
(12 fase Absorcidn)
Hipertermia

(7.02 + 2.84) (33.80 * 4.15)

Tabla 8.15.Coeficientes de ajuste de la ecuacion (52) a la cinética de liberacion de orden 0
que describen la primera etapa de liberacion del 5-fluorouracilo desde la matriz de los

magnetoliposomas bajo la influencia del fenémeno de hipertermia.

SISTEMA A B

5-Fluorouracilo,
Magnetoliposomas
(22 fase Absorcion)
Hipertermia

(30.03 % 3.27) (15.15 + 1.00)

Tabla 8.16.Componentes de la ecuacién (54) de la cinética de liberacion de raiz cuadrada
que describen la segunda etapa de liberacion del 5-fluorouracilo desde la matriz de los

magnetoliposomas bajo la influencia del fendémeno de hipertermia.
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Figura 8.13. Izquierda: datos experimentales de la cinética de liberacidén de 5-fluorouracilo
desde los magnetoliposomas bajo la influencia del fenbmeno de hipertermia. Derecha: lineas
de mejor ajuste de los datos de estas Ultimas a los modelos descritos en el texto, para la fase

inicial de liberacion (arriba) y para tiempos largos (abajo).

Debido a los resultados de liberacion anteriormente discutidos, el 5-fluorouracilo
podria acceder mas rapidamente al lugar de accién en comparaciéon con el farmaco
liberado en condiciones fisiologicas. Por lo tanto, se espera que los magnetoliposomas
proporcionen a niveh vivo un aumento de temperatura (hipertermia) necesaria para
activar la liberacion de las moléculas de 5-fluorouracilo vehiculizadas en las
nanoparticulas, lo cual podria ser de gran beneficio para obtener concentraciones
mayores de farmaco intracelularmente y/o en el intersticio tumoral para lograr asi un
efecto farmacoldgico optimo [Al-Ahmady y cols., 2012; Babincov y cols., 2008;
Reddy y cols., 2012; Yoshida y cols., 2012]. Es decir, es de esperar que practicamente

toda la dosis de principio activo transportada se acumule de forma selectiva en la zona
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deseada con la ayuda del campo magnético aplicado, y una vez alli, se activara la
liberacion del farmaco cuando el campo electromagnético alterno de alta frecuencia

actué, debido al efecto de hipertermia.
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Capitulo 9. Conclusiones

El presente trabajo de investigacion, tiene tres objetivos principales. El primero es
el disefio y elaboracién, bajo condiciones éptimas, de un sistema transportador de
farmacos basado en un nanosistema mixto, llamado magnetoliposoma, constituido por
un ndcleo magnético y un recubrimiento vesicular lipidico. El segundo es la
vehiculizacion del farmaco antitumoral 5-fluorouracilo en el sistema transportador. Y el
tercero es determinar la capacidad de generar calor debido a sus propiedades magnéticas
y, en base a ello, ver la influencia del fenébmeno de hipertermia sobre el proceso de
liberacion del farmaco a través del coloide mixto. Las principales aportaciones pueden

resumirse en las siguientes conclusiones:

1. Sobre la sintesis y morfologia de los magnetoliposomas.

Se ha puesto a punto un procedimiento reproducible de sintesis de
nanosistemas de composicion mixta, formados por un nucleo magnético
(magnetita) y un recubrimiento vesicular lipidico (liposomas), ambos
biodegradables. La metodologia de sintesis de los nucleos de 6xido de hierro es
muy sencilla y permite la obtencibn de magnetita superparamagnética. El
procedimiento de formulacion de las estructuras vesiculares magnéticas se
fundamenta en una variacion del método de hidratacion del fhin (ayer
evaporation method) utilizado en la sintesis de liposomas.

Para optimizar las condiciones de la sintesis, se analiz6 el efecto de la
proporciéon inicial de masas lipido/magnetita sobre los magnetoliposomas
obtenidos, y se concluyé que la relacion 4:3 es la mas oOptima. El andlisis de las

propiedades eléctricas superficiales respalda esta conclusion.
Con la metodologia de sintesis desarrollada, se ha logrado el disefio de

magnetoliposomas con una geometria muy apropiada para la via de administraciéon

parenteral; constituidos por un ndcleo magnético, responsable del pequefio tamario
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y de las propiedades magnéticas de las nanoparticulas obtenidas, y por un

recubrimiento lipidico biodegradable y biocompatible.

2. Sobre la estructura y composicion quimica.

Mediante la comparacion de los difractogramas de rayos X obtenidos para las
nanoparticulas de magnetita, liposomas y magnetoliposomas, comprobamos la
perfecta coincidencia de los difractogramas de las nanoparticulas magnéticas con el
patronASTMde la magnetita. Esto permite identificar las muestras de magnetita y
observar la elevada cristalinidad de ésta, a pesar de quedar incluida en el interior de
la matriz vesicular. Con ello, es de esperar que las propiedades magnéticas persistan
tras el recubrimiento de los nudcleos magnéticos por la estructura vesicular

biodegradable.

El andlisis del espectro de infrarrojos constituye una nueva prueba de la
eficacia del recubrimiento de los nucleos magnéticos, ya que permitio identificar
los grupos funcionales caracteristicos de los liposomas, asi como una banda propia

de la magnetita en los magnetoliposomas.

3. Sobre las propiedades eléctricas superficiales.

El andlisis comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los tres
tipos de particulas mediante electroforesis constituye también una prueba de la
eficacia de recubrimiento de las nanoparticulas de 6xido de hierro por parte de la
matriz vesicular. Esta oculta muy eficazmente el nicleo magnético, haciendo que la

superficie de los magnetoliposomas sea indistinguible de la de los liposomas.

El andlisis preliminar de la estabilidad del recubrimiento mediante el estudio de

la evolucion de las propiedades electrocinéticas de los magnetoliposomas en
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funcion del tiempo muestra cOmo el comportamiento de éstas se aproxima al de la

magnetita en agua.

Empleando la informacion obtenida del estudio electrocinético de nuestros
materiales, hemos justificado el mecanismo de formacién de la capa de
recubrimiento lipidico sobre los nucleos magnéticos (junto con el mecanismo
termodindmico). Dicha capa se genera como consecuencia de la atraccion
electrostatica entre las nanoparticulas de magnetita cargadas positivamente y las
bicapas lipidicas multilamelares con carga negativa, lo que induce la presencia
de la estructura lipidica en la superficie de la magnetita. Ademas, los resultados
del estudio electrocinético de la formulacion desarrollada de magnetoliposomas
permiten explicar la reduccion del tamafio de particula observada en comparacion

con los liposomas.

Sobre la termodinamica superficial.

Utilizando un modelo termodinamico aplicable a la interfase sdlido/liquido ha
sido posible llevar a cabo una completa caracterizacion termodinamica superficial

de las nanoparticulas sintetizadas.

La diferente naturaleza de las superficies de magnetita, liposomas vy
magnetoliposomas se manifiesta en cambios sufridos por las interacciones
interfaciales entre el sélido y los liquidos de ensayo, y en general, en diferentes
contribuciones a la energia superficial total de cada tipo de sélido.

Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se manifiestan en las
caracteristicas hidrofobas/hidréfilas de los diferentes nanomateriales. La naturaleza
hidrofila de la magnetita se pierde al ser recubierta por la matriz lipidica, lo que se

considera una prueba muy significativa de la eficacia del recubrimiento.
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Utilizando la informacion obtenida del estudio termodindmico de los
materiales empleados, podemos justificar el mecanismo de formacién de las
nanoparticulas mixtas (junto con el mecanismo electroforético), ya que
termodinamicamente es mas favorable para la estructura lipidica multilamelar

permanecer en contacto con la magnetita antes que estar aislada en el agua.

5. Sobre las propiedades magnéticas.

La determinacion del ciclo de histéresis de los magnetoliposomas ha resultado
muy util en la caracterizacion de sus propiedades magnéticas. Al quedar englobados
los nucleos de 6xido de hierro en el interior de la matriz lipidica, la imantacion de
la nanoparticula resulta ser muy elevada por su caracter superparamagnético. Esta
caracteristica ha sido comprobada cualitativamente de forma visual y mediante

microscopia optica en suspensiones acuosas de los nanocompuestos.

6. Sobre la citotoxicidad in vitro de las nanoparticulas.

La ausencia de citotoxicidad y la excelente hemocompatibilidad comprobada,
por parte de las nanoparticulas sin presentar carga de farmaco, en fibroblastos de
colon humano CCD-18 y en lineas celulares del carcinoma de colon humano T-84,
muestra en los coloides mixtos su biodegradabilidad y biocompatibilidad 6ptima

para ser utilizados como agentes transportadores in vitro.

7. Sobre la capacidad de vehiculizacion y liberacion controlada del farmaco

antitumoral 5- fluorouracilo sin y con presencia de hipertermia.

Se ha validado y utilizado un procedimiento espectrofotométrico sencillo para

la determinacién de la incorporacion del agente antitumoral 5-fluorouracilo en los
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magnetoliposomas, y para la cuantificacion de la cantidad de farmaco cedida al

medio en los ensayos de liberacion.

Hemos estudiado y definido las condiciones Optimas de vehiculizacion del
5-fluorouracilo en los magnetoliposomas, mediante dos métodts:adsorcion
tras la formacién e incubacion de los nanocompuestos en una disolucion de
principio activo; y,ii) la adicion del principio activo en el medio acuoso que
guedara englobado por parte de la matriz lipidica, y que contiene los nucleos
magnéticos en suspension, antes de que se desencadene la formacion de las

nanoparticulas compuestas.

El analisis espectrofotométrico de la incorporacién de farmaco por los
magnetoliposomas pone de manifiesto la contribucion de la adsorcion superficial al
proceso de vehiculizacion de los farmacos. Se ha observado un efecto positivo de la
concentracion de principio activo en el medio de contacto sobre la cantidad
adsorbida por las nanoparticulas compuestas.

La absorcion del farmaco en matriz mejora considerablemente los resultados de
vehiculizacion obtenidos mediante el método de adsorcidén superficial y son muy
superiores a trabajos previamente publicados. La adsorcién previa de principio
activo en la superficie de los nucleos de 6xido de hierro, junto con los fendmenos
de interaccion electrostatica entre las moléculas de farmaco y los nanomateriales
justifican los interesantes resultados de vehiculizacién obtenidos. Existe también un
importante efecto positivo de la concentracién de principio activo utilizada sobre

los resultados de vehiculizacion.

Ademas, el estudio preliminar de las formulaciones ha puesto de manifiesto la

estabilidad en el tiempo en cuanto a retencion de farmaco (incorporado en matriz)
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que tienen los magnetoliposomas para diferentes condiciones tipicas de

conservacion o almacenamiento de estas nanoformulaciones.

En el estudio de los magnetoliposomas como nanoparticulas magnéticas
hipertérmicas, las temperaturas alcanzadas son necesarias y suficientes para
conseguir la destruccion de las células tumorales. El fendmeno de hipertermia
influye tanto en la liberaciom vitro del 5-fluorouracilo incorporado en superficie
(adsorcién) como en matriz (absorcion) de los magnetoliposomas, dicho analisis
revela un perfil de cesion muy rapido (acelerado) de principio activo, completo en
una hora y que se ajusta, segun el analisis de varianza de la regresion al modelo
(criterio ANOVA) y del coeficiente de determinaciérf, a una cinética de
liberacién de orden 0. Sin embargo, la liberacion del farmaco incorporado en los
nanocompuestos mediante absorcion en matriz resulta ser mucho mas interesante
para obtener un 6ptimo efecto farmacoldgico para una administracion cercana al

tumor (intraarterial o intratumoral).
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