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La administracién de un farmaco se define por el proceso de liberacion de éste a una
determinada velocidad y en un sitio especifico. Sin embargo una de las principales
limitaciones de la terapéutica actual se basa en la dificultad de los fdrmacos por alcanzar
su lugar de accién. En las ultimas décadas ha tenido un espectacular desarrollo la
investigacidon sobre vectorizacién de farmacos ya que modificando las caracteristicas
farmacocinéticas de los principios activos es posible aumentar su eficacia y restringir su
toxicidad.

Las principales limitaciones por las que se ve mermada la eficacia de algunos
principios activos se debe, entre otras causas a:

e La escasa solubilidad.

e La alta toxicidad.

e La posible precipitacién a dosis altas.
e La corta vida media plasmatica.

e Larapida biodegradacion.

Nuestro trabajo de investigacion se centra en el desarrollo de nanosistemas
Optimos, potencialmente utiles en el tratamiento del cancer de colon, pues la mayoria
de los citéstaticos actualmente utilizados se encuentran comprometidos de forma

considerable; es conocida su eficacia terapéutica, pero fundamentalmente se frena por:

e Suinespecificidad de accidn de células sanas y tumorales.
e Desarrollo de reacciones adversas consecuencia de la actividad del principio

activo.

Actualmente el cancer se le califica como uno de los principales problemas de la
salud publica. En un andlisis de morbilidad de la OMS, la incidencia del cancer podria
aumentar hasta un 50% hasta el afo 2020, en el que habria 15 millones de nuevos
casos. Sin embargo, dicho informe también anuncia que modos de vida saludable y
actuaciones de gobiernos y sanitarios pueden frenar ésta tendencia y evitar hasta un
tercio de canceres en todo el mundo, curar otro tercio y proporcionar buena atencién

paliativa al tercio restante que la necesita (OMS, 2003).
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Segun los datos del Instituto Nacional de Estadistica (INE), los tumores constituyen
una de las principales causas de ingreso hospitalario en nuestro pais. En 2015 los
tumores provocaron la tercera causa de estancia hospitalaria (3.599.306 estancias), por
detras de las enfermedades del aparato circulatorio (3.886.462 estancias) y respiratorio
(3.886.462). Los ingresos provocados por tumores se mantuvieron relativamente

estables con respecto a aifos anteriores (variacion anual + 0,3).

1.1.-CANCER

Hoy se entiende el cdncer como un conjunto de enfermedades con capacidad
ilimitada de proliferacidn, con errores en los mecanismos de division y en el ciclo celular.
Los fendmenos de seiializacién (factores de crecimiento, receptores, proteinas
citoplasmaticas), division celular (ciclinas, genes supresores), control de apoptosis, etc.,
estdn intimamente implicados en el desarrollo del cdncer. Una vez formados vy
localizados los tumores, se sabe que necesitan la formacién de vasos nuevos (neo-
angiogénesis) que les asegurardn su supervivencia. El tratamiento médico del cancer
debe asentarse sobre unas bases racionales de conocimiento de la proliferacién,
diferenciacién y apoptosis, y los farmacos deben ser disefiados de acuerdo a su
mecanismo de accidn y conociendo al detalle las funciones que pueden llegar a

controlar (Rubio 2006).

1.1.1.- EPIDEMIOLOGIA
Las cifras del Cancer en Espaiia se editan por la Sociedad Espafiola de Oncologia
Médica con una periodicidad anual. Se recogen datos de incidencia, mortalidad,

supervivencia y prevalencia de cancer en Espafia.

La informacidn revisada es susceptible de cambios en funcién de los ultimos datos
publicados. Se considera la bibliografia cientifica mds relevante, los datos

proporcionados por:
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e el Instituto Nacional de Estadistica (INE)

e el Centro Nacional de Epidemiologia del Instituto de Salud Carlos IlI

e EUROCARE (EUROCARE-5)

e REDECAN (Red Espafiola de Registros de Cancer)

e Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (International Agency for
Research on Cancer 1ARC) de la OMS, a través de la pagina web The Global
Cancer Observatory (GCO), que recoge los datos mas relevantes de seguimiento
del cédncer de la IARC entre los que se encuentran GLOBOCAN y Cancer

Incidence in Five Continents (CI5); ademas de EUCAN.

Las estimaciones presentadas se realizan a partir de los datos de la Organizacidn
Mundial de la Salud (OMS) que recoge a su vez los datos de los diferentes registros

nacionales que cumplen los estandares de calidad de la IARC.

1.1.1.1.-INCIDENCIA

Estadisticas de incidencia recientes hablan del cancer colorrectal como de uno de
los mas comunes en la poblacién general. Segun la SEOM (por estimaciones a partir de
la OMS) en 2015, los numeros de casos nuevos de cancer de colon y recto fueron de
41.441, en un total de 247.771 casos nuevos de cancer. Por ello centraremos nuestro

estudio en éste tipo de cancer.

El cancer colorrectal es la tercera neoplasia maligna mas frecuente en los paises
occidentales. Segun la IARC -datos de diciembre de 2012, es el tercer cancer mas comun
en los hombres (aproximadamente el 10% del total de los desarrollados) y el segundo en
mujeres, asi como el 9.4% del total en todo el mundo. Hay una variacidon geografica
sustancial en la incidencia en todo el mundo, los patrones geograficos son muy similares
en hombres y mujeres. Casi el 60% de los casos se producen en regiones desarrolladas;
las tasas mas altas se encuentran en Australia, Nueva Zelanda y Europa Occidental; las
mas bajas en Africa (excepto Sudafrica) y Asia Sur-Central; las tasas son intermedias en

América Latina (Figura 1.1).
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AMERICA 125079 22.3 2.57 120564 17.6 1.96 245643 19.8 2.25
ZONA ESTE
MEDITERRANEO | 18105 8.3 0.95 14664 6.6 0.74 32769 7.4 0.84
EUROPA 254769 35.7 4.27 216471 22.6 2.61 471240 28.2 3.35
SUDESTE
ASIATICO 68235 8.9 1.05 51990 6.3 0.72 120225 7.5 0.88
OESTE PACIFICO | 264479 22.3 2.51 195479 14.6 1.58 459958 18.3 2.04
MEDIO ESTE Y
NORTE DE
AFRICA 21897 13.2 1.54 18134 9.8 1.11 40031 11.4 1.31
AFRICA
SUBSAHARIANA | 14386 6.4 0.76 13828 5.4 0.62 28214 5.8 0.68
AFRICA
ORIENTAL 6228 7.1 0.86 6159 6.1 0.71 12387 6.5 0.78
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Figura 1.1.-Estimacidn de las tasas estandarizadas de casos incidentes, ambos sexos, de
cancer colorrectal (2012), datos facilitados por International Agency for Research on

cdncer (todos los derecho reservados)

En cuanto a la esperanza de vida en pacientes con este tipo de neoplasia, se sabe
que después de la reseccidn completa (extirpacion quirdrgica) del cancer de colon, la

supervivencia global a los 5 afios varia en funcién de cémo fue la etapa inicial.

En Espafa, segun la SEOM, -que facilité los datos de la incidencia-, dan valores
muy parecidos a los indicados anteriormente a nivel mundial. En los varones el cancer
colorrectal es el tercero en incidencia, detrds del cancer de pulmén y de prostata; en las
mujeres, es el segundo mas frecuente después del de mama. Teniendo en cuenta ambos
sexos, el cdncer de mayor incidencia es el colorrectal (15%), (figura 1.2.). La mayoria de
los casos que se diagnostican son en pacientes de entre 65 y 75 afios, aunque se

registran casos desde los 35-40 afios asociados a una predisposicion genética.

M Colorrectal

M prostata

M Pulmon

W Mama

W Vegiga

M Estomago
Rifién
Pancreas

Linfona no Hodgkin

Otros

Figura 1.2. Incidencia en el afno 2014 de tumores en Espaiia

(Ferlay y cols., 2014).

1.1.1.2.- PREVALENCIA

La prevalencia hace referencia al nimero de pacientes con cdncer en una
determinada poblacidn, independientemente del momento en que les fue diagnosticada
esta enfermedad. La prevalencia depende de la frecuencia de la apariciéon de la
enfermedad (incidencia) y de su letalidad (supervivencia). La prevalencia es el nUmero o

la proporcion de la poblacién durante un periodo o en un momento concreto; los datos
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que se suelen emplear son el nimero de pacientes diagnosticados con un tipo concreto
de tumor que contindan vivos al aifo, a los 3 0 a los 5 afios del diagndstico, incluye por
tanto los pacientes con diagndstico reciente pero también los pacientes diagnosticados
en el pasado. La prevalencia es mas elevada en los tumores con mayor supervivencia;
mientras que los tumores con supervivencia mds cortas tienen una menor prevalencia
aunque se diagnostiquen mas frecuentemente. En Espaia, el de mayor prevalencia a 5

afios el de mama (17.9%).

M Colorrectal

M préstata

W Pulmon

W Mama

W Vegiga

W Estomago
Rifion
Pancreas

Linfona no Hodgkin

Otros

Figura 1.3. Prevalencia de cancer en Espafa a los 5 afios,

datos del afio 2014 (Ferlay y cols., 2014).

1.1.1.3.-MORTALIDAD

La mortalidad es el numero de fallecimientos ocurridos en un periodo concreto
en una poblacién determinada. Suele expresarse como el niumero de fallecimientos por

afio o como el numero de fallecimientos por 100.000 personas por afio.

De acuerdo con la ultima informacién proporcionada por el Centro Nacional de
Epidemiologia del Instituto de Salud Carlos lll, los tumores son la causa mas frecuente
de muerte entre los varones en Espafia (responsables de 65.014 fallecimientos), por
delante de las enfermedades cardiovasculares, que ocasionaron 52.907 fallecimientos y
las enfermedades respiratorias (24.798 fallecimientos) en 2014. Los tumores suponen,
sin embargo, la segunda causa de muerte en mujeres en Espafia (41.020 fallecimientos),
por detrds de las enfermedades cardiovasculares, responsables de 63.546 muertes. La
tercera causa de muerte en mujeres en Espafia son las enfermedades respiratorias

(18.881 fallecimientos).
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Asi, de acuerdo con los datos de la Red Espafiola de Registros de Cancer
(REDECAN), en el afio 2015, una de cada tres muertes en varones y una de cada cinco en
mujeres en Espafia, se debieron a tumores malignos; es decir mas de una de cada 4
muertes en Espaia se debieron a distintos tipos de cancer. Sin embargo, de acuerdo con
los datos del INE, la principal causa de muertes en los hospitales espafnoles fueron los
tumores (24,2%). Por otra parte, segun el Instituto Nacional de Epidemiologia, entre los
afios 2003-2012 la mortalidad por tumores se redujo un 1,32% al ano, pese a que se
experimentd un aumento global de la incidencia. Estas tendencias, reflejan las mejoras
en la supervivencia de los pacientes con tumores debido a las actividades preventivas,
las campafias de diagndstico precoz y a los avances terapéuticos. Otro de los cambios
observados ha sido el aumento de cancer de pulmén, atribuible a la contaminacién. Hay
que mencionar el caso del aumento del consumo de tabaco en las mujeres que ha
conducido a que -entre 2003 y 2012-, practicamente se duplicase el nimero de
defunciones por cancer de pulmén (de 7,6 a 11,6 por 100.000 mujeres) de acuerdo con

los datos del Instituto Nacional de Epidemiologia.

La supervivencia de los pacientes con cancer en nuestro pais es similar a la del
resto de paises de nuestro entorno situandose en Espafia en un 53 % a los 5 afos. Se
calcula que la supervivencia se ha duplicado en los ultimos 40 afios en paises como
Reino Unido, y que alcanza un 50 % a los 10 afios, si bien a expensas del aumento de la
supervivencia de algunos tumores como mama o colon, mientras que las de otros

tumores continua siendo similar.

Se calcula que la mortalidad por cancer para el afio 2014 en Espafia fue de

106.039 fallecimientos (65.019 casos en varones y 41.020 en mujeres).

Los tumores responsables del mayor nimero de fallecimientos en 2014 en
Espana en la poblacion general fueron el cancer de pulmon (21.220 muertes) y el cancer
colorrectal (15.449 muertes), seguidos a una gran distancia del cancer de pancreas

(6.278 casos), cancer de mama (6.213 muertes) y de prostata (5.855 muertes).

De acuerdo con los datos del Instituto Nacional de Epidemiologia, entre los

hombres, el tumor que causo el mayor nimero de fallecimientos en Espaiia en 2014 fue
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el cancer de pulmodn, responsable de 17.173 fallecimientos; por delante del cancer de
colon (responsable de 6.951 muertes), prostata (5.855 muertes), vejiga (3.894), higado
(3.389 muertes), estomago (3.328 muertes) y pancreas (3.193 fallecimientos). Los
tumores responsables del mayor nimero de muertes en varones no se han modificado

de forma sustancial en los ultimos anos.

De acuerdo con los datos del Instituto Nacional de Epidemiologia, entre las
mujeres, el tumor que causd un mayor numero de fallecimientos en Espafa en el afio
2014 fue el cadncer de mama (6.213 fallecimientos), por delante del cdncer de colon
(4.827 casos), pulmoén (4.047 casos), pancreas (3.085 casos), estdmago (2.194), utero
(2.185) y ovario (2.152). Los tumores responsables del mayor nimero de muertes en

mujeres no se han modificado de forma sustancial en los ultimos afios.

Por tanto, a nivel global el cancer sigue constituyendo una de las principales
causas de morbi-mortalidad del mundo, con aproximadamente 8,2 millones de muertes
relacionadas con tumores en el afio 2012 de acuerdo con los datos proporcionados por
la OMS. Los tumores responsables del mayor nimero de fallecimientos a nivel mundial
fueron el cancer de pulmdn (1,59 millones de muertes), el cadncer de higado (745.000
fallecimientos), el cancer gdstrico (723.000 fallecimientos), el colorrectal (694.000

muertes), de mama (521.000 muertes) y de eséfago (400.000 muertes).

En numeros absolutos, Espafia es uno de los paises europeos en los se
diagnostican mas tumores y en los que fallecen un mayor nimero de personas por
cancer. Sin embargo, puesto que contamos con una de las mayores esperanzas de vida
del mundo, si comparamos la incidencia y mortalidad ajustadas por edad, la incidencia y
la mortalidad en Europa se homogenizan. De hecho, de acuerdo con los datos de la
OMS, Espana no se encontraria entre los 20 paises europeos con una incidencia y

mortalidad ajustada por edad mas elevada de Europa.

Sin embargo, y pese a que las cifras de mortalidad son muy elevadas, los estudios
indican que la supervivencia de los pacientes con cancer ha aumentado de forma
continua en los ultimos afios en todos los paises europeos, especialmente para el

linfoma no Hodgkin y el cancer de recto (es probable que esté relacionado con los
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avances en el tratamiento), y para el cdncer de préstata (es probable que esté
relacionado con el diagndstico precoz). Paises de nuestro entorno, como Reino Unido y
Europa del Este, presentan aun resultados inferiores en cuanto a supervivencia por

algunos tipos de tumores (EUROCARE-5).

De acuerdo con los datos publicados por la OMS en su Informe Mundial del
Cancer 2014, alrededor de 1/3 de las muertes por cancer son debidas a causas evitables,
incluyendo el tabaco (responsable de hasta un 33% de los tumores a nivel global), las
infecciones (responsables de un 18% de los tumores fundamentalmente en los paises en
vias de desarrollo) y el alcohol (responsable de hasta un 12% de los tumores en el

mundo) como factores de riesgo mds importantes.

En el caso del cancer colorrectal, la mortalidad es sustancialmente menor que la
incidencia, con un estimado de 694.000 muertes en 2012 (8,5% de todas las muertes
por cancer ese afio). Mas muertes por cancer colorrectal (52% en 2012) ocurren en las
regiones menos desarrolladas del mundo, lo que refleja una peor supervivencia en estas

regiones. En el caso de Espana, se sitla en valores del 14% (figura 1.4)

M Colorrectal

MW prostata
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Otros

Figura 1.4. Mortalidad por canceres en Espafia en 2014 (Ferlay

y cols., 2014).

25



Disefio de Nanoplataformas Biocompatibles con Potencial Actividad | INTRODUCCION
Antitumoral

1.1.2. TERMINOLOGIA DEL CANCER

En la literatura cientifica hay un consenso en la terminologia para que llegue a ser
internacional el manejo de diferentes modelos, consiguiendo asi informacién util,
precisa y estandarizada, estableciendo uniformidad en los procesos de diagndstico y de

estadificacion.

Se conoce como neoplasia a la proliferacion celular auténoma. La linea celular en
la que se origina la célula neoplasica divide a las neoplasias en epiteliales (epitelio

escamoso, glandular, neuroendocrino), mesenquimales, melanociticas y linfoides.

Neoplasia epitelial es la originada en el epitelio superficial de la mucosa, formado
por células maduras epiteliales escamosas, las células aplanadas dispuestas en capas
sobre una membrana basal, sélo una capa estd en contacto con la membrana, las otras
capas estan unidas entre si para mantener la integridad. Neoplasia epitelial glandular es

la originada a nivel ganglionar.

La neoplasia neuroendocrina es un cuadro de cierta controversia (Villalonga R y
cols., 2008). Se cree que se desarrolla en las células neuroendocrinas del propio epitelio
después de haberse producido el dafio en una célula precursora, otros se decantan por
decir que han sido originados en el propio tejido APUD (sistema hormonal paralelo al
sistema endocrino); se piensa que en estos tumores se estimula su crecimiento a través
de la secrecién de sustancias neuroendocrinas. Es poco frecuente,-segun los datos del
Instituto Nacional de cancer Americano, en el cancer colorrectal, sélo un 0.3% desarrolla
este patron-, pero de los tipos de céncer, es de los mas agresivos con diseminacion

rapida y prondstico mas desfavorable.

Las neoplasias mesenquimatosas se designan afiadiendo —oma al nombre de la
célula que la origind en el caso de benigno y —sarcoma en el caso de maligno. Nacen en
los tejidos mesenquimales (células multipotenciales originadas de la capa germinal

mesodermal).
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Neoplasia melanocitica es la originada en los melanocitos y la linfoide la originada
en las células del sistema inmunitario, en diferentes etapas de diferenciacion dando

lugar a una gran variedad de procesos.

Estas neoplasias seran a su vez benignas, de malignidad incierta o malignas.
Neoplasia benigna se conoce si la proliferacion celular auténoma es no metastatizante.
El adenoma es una neoplasia benigna del epitelio glandular, neoplasia maligna es la
proliferacion celular auténoma si metastatizante, cuya historia natural puede llevar a la
muerte. El carcinoma se entiende como la neoplasia maligna epitelial y el
adenocarcinoma como la neoplasia maligna del epitelio glandular. Se habla de neoplasia
(tumor) maligna indiferenciada de la proliferacidon celular auténoma maligna en la que
Opticamente no se tiene certeza de si se trata de un carcinoma, linfoma, tumor
neuroendocrino maligno, melanoma o sarcoma. El estudio inmunohistoquimico y de
microscopia electrénica puede ser de utilidad en estos casos para determinar la estirpe

celular del tumor.

1.2. CANCER COLORRECTAL

En cuanto a la fisiologia, el colon o intestino grueso es el Gltimo tramo del tubo
digestivo, con una longitud aproximada de 1.5m. Se extiende desde el final de intestino
delgado hasta el ano. La primera porcion del intestino grueso estd situada en la parte
inferior derecha del abdomen, es donde desemboca el intestino delgado y se llama
ciego; desde ahi el colon asciende hasta llegar a la zona del higado (colon ascendente) y
atraviesa el abdomen (colon transverso) y se dirige posteriormente hacia abajo (colon
descendente); llega a una zona denominada sigma que desemboca en el recto vy
finalmente en el ano, que se abre al exterior por el esfinter anal. La funcién especifica
del colon ascendente y transverso es absorber agua y electrolitos (sodio, potasio,...)
mientras que la funcién del colon es almacenar materia fecal hasta su posterior

expulsion.
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A nivel anatémico consta de tres capas (figura 1.5.):

1. Mucosa: bastante gruesa, con pliegues longitudinales y transversales. Se pueden
distinguir unos espolones en la unién de los relieves, que corresponden a las tenias
(fibras musculares longitudinales que siguen el eje mayor del intestino y
desaparecen en el recto), unos pliegues semilunares y las haustras, que son
dilataciones de la pared en forma de saco e interpuestas entre las tenias; las
haustras son mas numerosas en el colon transverso y son observadas en la cara
externa, que no tiene pliegues circulares ni vellosidades. Aqui encontramos células
calciformes y glandulas que segregan esencialmente mucus.

2. Muscular: una capa longitudinal externa, agrupada en tres tenias y una capa circular
interna, cuyos engrosamientos producen los pliegues semilunares del colon. La capa
es fragil y delgada.

3. Serosa: Es la pared que rodea el lumen del tracto gastrointestinal. Estd formada por
varios tipos de tejidos superpuestos en capas concéntricas. La pared actla como
barrera mecdnica, biolégica y funcional entre el contenido de la luz del intestino y

nuestro medio.

Luz del intestino grueso

Abertura
de la cripta

Epitelio_+
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de Lieberkihn
Lamina propia—
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Muscular de la mucosa

Vaso linfético Submucosa

Arteriola ' 7 > Muscular
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Plexo mientérico
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Figura 1.5.- Esquema de las capas del colon. Fuente: Julio Sepulveda
Saavedra. Texto Atlas de Histologia. Biologia celular y Tisular.
McGraw-Hill Education.
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Las células que forman estos drganos nacen, crecen, se dividen y mueren bajo
una estricta vigilancia del material hereditario, el ADN. Unas células regulan la
multiplicaciéon de otras para asegurarse que los érganos crezcan en un equilibrio y

mantengan asi su total funcionalidad.

La reproduccion celular estd supervisada por determinados sistemas de control
extremadamente rigurosos, jugando un papel importante numerosas proteinas,
enzimas, genes que activan y desactivan. Son las sefiales reguladoras de crecimiento,
gue deciden si deben continuar o no su ciclo de vida. Un minimo fallo en este sistema de

control puede provocar una afuncionalidad con serias consecuencias.

Las células tumorales descienden de un fallo en el sistema de control, originando

una célula maligna de division inadecuada por la mutacidn de uno de sus genes.

Se conocen dos tipos de genes implicados:
1. Protooncogenes

2. Genes supresores

Los protooncogenes dirigen la produccidon de ciclinas, que son factores de
crecimiento y actuan estimulando la multiplicaciéon celular. En el caso de que un
protooncogén muta, pasa a ser un oncogén, provocando un crecimiento desmedido en

las células.

Los genes supresores son los que controlan la proliferaciéon celular en un
organismo sano. Podriamos decir que son reguladores negativos de crecimiento. Si
sufren una mutacidn, las células adquieren una capacidad proliferativa, comun de las
células tumorales. Estudios moleculares de genes supresores han llegado a identificar
mas de 17 en tumores de canceres humanos. Ellos codifican una serie de proteinas
localizadas en el citoplasma o en el nucleo de la célula. De los genes mejor

caracterizados se sabe que codifican las proteinas p53 y RB11.
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Genes supresores de tumores a nivel de citoplasma involucrados en el cancer de
colon y estdmago codifican a proteinas en el citoplasma como la APC (Poliposis
adenomatosa del colon), genes supresores cuya misién es la regulacion negativa de
sefiales que promueven el crecimiento. A nivel de nucleo podemos nombrar al gen
supresor MTS1 que codifica la proteina p16, importante para regular el ciclo celular y
estd implicada en numerosos tipos de canceres, al igual que el p53. El gen p53 esta
considerado por muchos autores como el “guardian del genoma” pues a partir de él se
sintetiza la proteina que lleva el mismo nombre y se activa cuando la célula se divide
regulando su correcta traduccion. En el caso de haber alguna anomalia, la p53 detiene Ia
division, activando una apoptosis. En el caso en que el gen p53 sufra una mutacion, no
puede reparar los dafios del ADN dando lugar a procesos tumorales. Podriamos decir
que este gen esta mutado en mas de un 50% de los canceres humanos (Symons y cols.,

1994).

Otros mecanismos pueden hacer que la célula pierda el control, la presencia de
ciertos virus como el papilomavirus humano, que sintetiza una proteina, la E6, la cual se
une a la p53 y provoca su degradacién mediada por la ubitiquina (Sheffner M y cols.,

1995).

En la actualidad se estdn desarrollando técnicas para la determinacion de

alteraciones moleculares en los genes supresores de tumores.

1.2.1. ANATOMIA PATOLOGICA DEL CANCER COLORRECTAL.

Aproximadamente mas del 85% de los tumores malignos son adenocarcinomas, es
decir, producidos por las células glandulares de la mucosa coldnica a partir de células
productoras de hormonas del intestino. Otro tipo, menos frecuente, son los tumores
carcinoideos y los estromales gastrointestinales, que se desarrollan en el tejido
conectivo y en las capas musculares de la pared del colon y recto (Pallarés, 2011). Los

adenocarcinomas destacan crecimientos vegetantes, con crecimiento hacia el interior
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de la luz, las formas infiltrantes -que al ocupar la pared producen estenosis y

retracciones-, y las formas ulcerantes.

El tumor neuroendocrino se desarrolla en las células neuroendocrinas del propio
epitelio digestivo, después de haberse producido el dafio. Los de alto grado en la
neoplasia se debe a que se originan en el propio tejido APUD, segregando sustancias
tipo aminas o péptidos favoreciendo el crecimiento del epitelio intestinal. Puede
encontrarse una variedad rara dénde hay focos del tumor neuroendocrino y carcinoma

de células escamosas.

La produccion de mucina es una caracteristica histopatoldgica comun en los
adenocarcinomas colorrectales, pero cuando llega a ser abundante, dichos tumores se
consideran diferentes, pudiendo calificarse como carcinomas colorrectales mucinosos o
carcinomas en anillo de sello segun a localizacién de la mucina, sea extra o intracelular

(Segarra MAYy cols., 2002).

1.2.2. CANCER ESPORADICO FRENTE CANCER FAMILIAR

En el cancer de colon influyen causas genéticas y ambientales. La mayoria son de
tipo esporddico, es decir que no poseen ninguna carga genética heredada. Se estiman
valores entre un 70 a 80% (Gatalicia y cols., 2008); el 30% restante podrian tener un

componente familiar hereditario en primer o segundo grado (figura 1.6.).

En el intervalo hereditario, entre un 5-6% desarrollan tumores con sindromes

hereditarios autosémicos dominantes, como el Sindrome de la Poliposis Adenomatosa

Familiar (PAF) y el sindrome de Cancer Colorrectal Hereditario No Polipdsico (HNPPC).
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FAMILIAR 10-25%

H SINDROME HNPPC 5%

B SINDROMES RARQS <0.1%

m ESPORADICO 70-85%

POLIPOSIS ADENOMA
FAMILIAR 1%

Figura 1.6.- Distribucién de los subtipos de cancer colorrectal

en la poblacién, adaptado segun Romera (Romera L., 2010).

Los factores de riesgo no genéticos son muy significativos (tabla 1.1.). Los
principales se clasifican como de tipo ambiental y estan asociados a comportamientos
de estilos de vida occidental. Parece incidir sobre el alto consumo de dietas ricas en
carnes rojas, elevado consumo de alcohol o la obesidad. Dietas ricas en fibra, calcio,
vitamina D, acido félico o selenio podrian paliar y proteger al desarrollo de dichos
tumores. Otros factores de riesgo mas conocidos, también implantados en la vida
occidental, son el tabaquismo, el sedentarismo, edad tardia del primer embarazo; y
enfermedades asociadas al intestino grueso como la enfermedad de Crohn o la colitis

ulcerosa.

Colecistectomia ® Anastomosis ureterocdlica e Colitis Ulcerosa ¢ Enfermedad de Crohn e

Diabetes melitus ® Obesidad e

e Dieta rica en carnes y grasa e Estilo de vida sedentario e Dieta baja en fibra, folato y
calcio e Tabaquismo ¢ Elevado consumo de alcohol e Tabajos peligrosos para la salud:

exposicidon a asbestose Irradiacidn previa e

e Edad avanzada e Sexo masculino e

F. hormonales: edad tardia del primer embarazo, multipara, menopausia temprana.

Tabla 1.2- Factores de riesgo asociados al cancer colorrectal en tumores esporadicos.
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El Sindrome de la Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF) se caracteriza por la
presencia de multiples pdlipos en el tubo digestivo, con una afeccién preferente del
colon y el recto. Se trata de una enfermedad hereditaria autosémica dominante con una
prevalencia de aproximadamente 1 de cada 10.000-20.000 individuos. La caracteristica
fundamental de la PAF es la aparicién de mas de 100 pdlipos adenomatosos en el colon
y el recto (pueden llegar a ser miles), inicidndose a una edad muy joven y con un riesgo
de cdncer colorrectal cercano al 100% si el paciente no recibe tratamiento de forma
precoz. De todos los diagndsticos de cancer colorrectal, los pacientes con PAF suponen
Unicamente menos de un 0,5%, pero la posibilidad de diagndstico precoz y posterior
tratamiento ha situado esta enfermedad en un punto de maximo interés cientifico.
Ademas, al tratarse de un trastorno o enfermedad hereditaria compleja, junto a la
enfermedad colorrectal, pueden asociarse una gran cantidad de alteraciones en otros
dérganos que es preciso investigar antes del tratamiento y durante el seguimiento, o
incluso pueden servir para el diagndstico de PAF (Parés y cols., 2016). Hay una forma
atenuada de PAF que se presenta con un nimero menor de pdlipos (menos de 100) que
tienen tendencia a desarrollarse en el colon derecho, y cuya presentacién, tanto por lo
gue respecta a los pdlipos cdmo al cancer, suele retrasarse unos 15 afos en relacién con
la PAF cldsica. Habitualmente estos pacientes con poliposis adenomatosa familiar

atenuada (PAFA) tienen una limitada expresién de manifestaciones extracoldnicas.

Se considera que mas del 90% de las familias afectadas de PAF «clasica»
presentan mutaciones en el gen APC en la linea germinal (Weitz J y cols., 2005). Es muy
importante entender en qué medida la mutacion en el gen APC confirma el diagnostico
de PAF. El gen codifica a la proteina APC, de tipo polipéptido. Dicha proteina es una
parte integral de la via de transmisién de distintas sefiales celulares pero también
desempeiia un papel en la adhesidn celular, en la estabilidad del citoesqueleto
microtubular, en la regulacién del ciclo celular y posiblemente también en fendmenos

de apoptosis.
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El Cancer Colorrectal Hereditario No Polipdsico (CCHNP) es un sindrome de
herencia autosémica dominante, caracterizado por presentar un elevado riesgo de
presentar cancer colorrectal (el riesgo acumulado a lo largo de la vida del 70% al 85%), y
otras neoplasias extracoldnicas asociadas. EIl CCHNP se caracteriza por la presencia de
cancer colorrectal que afecta a varios miembros y a multiples generaciones de una
familia. La edad media de presentacion del cancer colorrectal es aproximadamente a los
45 aios, significativamente mas joven respecto a la edad media en casos esporadicos, y
con un predominio de afectacién en el colon derecho (aproximadamente un 70% son
proximales al dngulo esplénico). Un 35% de los pacientes presentan neoplasia
colorrectal multiple sincrénica o metacrdénica. Se entiende por neoplasia sincrénica la
diagnosticada por seguimiento colonoscdpico postoperatorio hasta conseguir lo mas
precozmente posible una colonoscopia dptima total, momento a partir del cual a las
neoplasias nuevas diagnosticadas de nuevo se consideran metacrénicas (Cuquerella,

2000).

Otras enfermedades inflamatorias intestinales se estiman dignas de estudio
epidemioldgico para establecer los factores de riesgo o factores protectores. Desarrollo
de Colitis ulcerosa (CU) o de la Enfermedad de Crohn (EC) con un patrén inflamatorio
extenso (pancolitis) y con dificultad de control suelen ser las caracteristicas que se les
asocia significativamente al cadncer de colon. Se les asocia con tumores mucinosos, tipo
de cancer que comienza en las células que revisten la mucosa y producen mucina. En
ambos casos presentan mayor riesgo de desarrollar cancer colorrectal, debido a la

inflamacién mantenida (Sicilia B, y cols., 2009).
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1.2.3. ESTADIOS

Pueden diferenciarse diferentes clasificaciones, por estadios (figura 1.6.):
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Figura 1.7. Estadiaje del cancer colorrectal
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Otros autores establecen tres parametros: es la clasificacion TNM.

T: Extension, indica el grado de infiltracién tumoral en la pared del intestino grueso.

o Tis: es el tumor “in situ”, confinado a la mucosa, que no traspasa las capas de
la misma.

o T1:tumor que invade la submucosa.

o T2:tumor que invade la musculatura propia.

o T3:tumor que llega hasta la subserosa o los tejidos grasos perirectales.

o T4:tumor que invade tejidos de 6rganos adyacentes.

N: Ganglios afectados, indica si el tumor se ha extendido a ganglios situados en las
proximidades del tumor. Actualmente es necesario el estudio anatomopatoldgico de
un minimo de 12 ganglios linfaticos de la zona que rodea el tumor para realizar la

correcta clasificacion del paciente.

o NO: ausencia de afectacion ganglionar.

o N1: presencia de afectacién tumoral en 1 a 3 ganglios linfaticos perirrectales.

o N2: metastasis o afectacion de 4 o mas ganglios linfaticos.

M: Metastasis, indica si ha existido invasidn de otros érganos por parte del tumor

o MO: ausencia de metastasis.

o M1: presencia de metdstasis a distancia.

Combinando la clasificacion TNM con los por estadios resulta la siguiente tabla

(tabla 1.3.):
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Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T1-2 NO MO
Estadio IIA T3 NO MO
Estadio IIB T4 NO MO
Estadio IIIA T1-2 N1 MO
Estadio I1IB 13-4 N1 MO
Estadio IlIC Cualquier T N2 MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1

Tabla 1.3: Clasificacién TNM por estadios.

Clasificacion de Dukes Astler y Coller: en esta clasificacidn se utilizan las letras que

van desde la A hasta la D.

Estadio A: lesidn limitada a la mucosa, sin afectacidon ganglionar.

o Estadio B1: el tumor afecta a parte de la pared del colon o recto, sin atravesarla ni

afectar ganglios.

o Estadio B2: afecta a toda la pared sin invasion ganglionar.

o Estadio C: la enfermedad puede afectar a parte o a toda la pared, con afectaciéon

ganglionar.

o Estadio D: existe afectacidon de otros 6rganos alejados
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1.2.4. MICORENTORNO EN LA PROLIFERACION TUMORAL

En el desarrollo del cancer, las células sanas adquieren caracteristicas que les
llevan a convertirse en células tumorales. Estas tienen que aprender a sobrevivir en un
ambiente inicialmente inhdspito -que limita su supervivencia-, y que posteriormente
pasa a ser exitoso a través de cambios metabdlicos, genéticos y epigenéticos. Es
interesante detenerse en explicar la importancia de la interaccion entre el tumor y su
microambiente, sobre el cual se producird progresivo crecimiento y la metastasis

(Hannagon B vy cols., 2013).

Se entiende por microentorno o microambiente al estroma circundante, es decir,
al conjunto de fibroblastos, leucocitos, células del sistema inmune, células dendriticas,
macréfagos, mastocitos y neutrdfilos, células de los vasos sanguineos y matriz fibrilar
que rodean a las células tumorales (Lorusso G y cols., 2008). Se estima que el 85% de los
canceres son carcinomas, es decir, canceres que se originan en el tejido epitelial y donde

el componente clave es el tejido conjuntivo que le nutre, protege y da soporte.

El microambiente tumoral vy las interacciones dindmicas y reciprocas entre
células tumorales y células sanas esta emergiendo como objetivo de estudio para
disefiar estrategias terapéuticas y poder predecir la progresién agresiva o no del tumor

(Lorusso y cols., 2008).

1.2.4.1.-CELULAS DEL SISTEMA INMUNE

Estudios llevados a cabo en tumores colorrectales hablan de que se produce una
respuesta adaptativa en la regidon tumoral capaz de inhibir el tumor. Sin embargo,
durante la progresion tumoral, las células tumorales son capaces de desarrollar algunos
mecanismos que evaden la actuacidon del sistema inmunitario y continuar la progresion
del tumor. Asi logran evitar el ser detectados y destruidos por el sistema inmunitario,
blogqueando la inmunovigilancia.

El microambiente proporciona senales esenciales para el mantenimiento de
células madre cancerigenas (células cancerosas iniciadoras) y para promover la siembra

de células cancerosas en sitios metastasicos. Ademas, junto a las células inflamatorias,
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los mediadores inmunomoduladores presentes en el microambiente tumoral polarizan
la respuesta inmune del huésped hacia la progresion del tumor (Francuz y cols, 2016).
Un numero creciente de estudios demuestran una correlacién positiva entre la
angiogénesis, los fibroblastos asociados a carcinoma y las células inflamatorias. La
inmunoterapia se perfila como un camino esperanzador para el tratamiento de este tipo

de tumores.

1.2.4.2.- FIBROBLASTOS

Los fibroblastos son las células mds comunes y menos especializadas del tejido
conjuntivo y se encargan de la sintesis y mantenimiento de la matriz extracelular; son
células de abundante reticulo endoplasmatico rugoso y aparato de golgi, por ser su

principal mision el mantenimiento y crecimiento.

Se ha demostrado que los fibroblastos estromales asociados a tumores adoptan
un fenotipo diferente. Este fenotipo les dota de una capacidad proliferativa elevada y de
una secrecion de proteinas a la matriz extracelular, factores de crecimiento y proteasas
(Tyan y cols., 2011); es decir son fibroblastos diferentes a los de un tejido no tumoral.

(Allien y cols., 2004; Casey y cols., 2009; Trimis y cols., 2009).

Aqui el estroma ya no tiene una misidn meramente estructural y pasiva en la
proliferaciéon tumoral sino que hay una interaccion con las células tumorales pues éstas

reclutan fibroblastos para crear su ambiente idéneo (Sloane y cols., 2005).

Por otra parte se ha demostrado que los fibroblastos del espacio tumoral realizan
un trabajo inmunocompetente, afectando al crecimiento, diferenciacién e invasién de
células epiteliales normales (Bhowmick y cols., 2004; Elenbaas y cols., 2001, Holliday y

cols., 2007; Kunz-Schughart y cols., 2002).

Posteriores estudios explican que el estroma y sus productos pueden ser
oncogénicos transformando cambios fenotipicos en células adyacentes (TlIsty y cols.

2001).
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1.2.4.3.- INFLAMACION

En términos generales, una célula puede ser eliminada en cualquier momento de
su ciclo celular. La eliminacidén puede ser a través de mecanismos intercelulares o por
agentes externos. La apoptosis es un proceso por el cual una célula entra en
degeneracion y termina con su eliminacidn por un mecanismo intracelular; se conoce
como suicidio celular. La necrosis es el resultado de la muerte celular por la acciéon de un
agente externo. Aunque la necrosis y la apoptosis tengan un final comun, tienen un
desencadenante diferente, pues la necrosis genera una serie de reacciones locales que
conducen a respuestas de tipo inflamatorio.

En un microambiente tumoral, las células inflamatorias pueden ser las
promotoras de tumores, dado que son capaces de fomentar la angiogénesis, de
colaborar con la proliferacién de células cancerigenas e incluso de la misma invasividad.
Se explica porque las células necrdticas al morir, liberan factores reguladores activos,
qgue estimulan a las células vecinas viables a proliferar facilitando un crecimiento
neopldsico (Grivennkiv y cols., 2010). Se comprueba cémo vuelven a aparecer nucleos
tumorales tras un tratamiento que haya provocado la muerte de células malignas por

necrosis tumoral.

1.2.4.4.- MATRIZ EXTRACELULAR Y MEMBRANA BASAL
La matriz extracelular es un entramado extenso de colageno, elastina y otras
moléculas que dan soporte a la extensa red celular (figura 1.8.).

Las células cancerigenas se comunican con su entorno de forma paracrina (forma
de sefializacion celular en la cual una célula produce una sefal que induce a cambios en
las células cercanas alterando su comportamiento). Se puede incluso decir que la
membrana basal es el soporte del tumor y el que le ayuda a su proliferacién.

La poblacién creciente de células tumorales promueve la angiogénesis, es decir, la
formacion de vasos sanguineos para proveerse de nutrientes de forma continua. Sufren
también cambios metabdlicos para poder crecer con poco oxigeno (hipoxia).

Otra funcién es que llegan a remodelar la matriz extracelular permitiendo la migracién

del tumor primario a otras zonas, promocionando una invasién y una metdastasis.
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Figura.1.8.- Soporte del microentorno tumoral (Fredy RSy cols., 2015)

1.2.4.5.- HIPOXIA

El aporte suficiente de oxigeno a los tejidos es esencial para el mantenimiento de
la funcion y fisiologia de las células. Los organismos aerdbicos consumen continuamente
oxigeno, cuantas mas células estén presentes en un tejido mas oxigeno necesitan,
cuando una célula se divide y origina dos células, el consumo de oxigeno se dobla.

Las células en hipoxia intentan adaptarse pero cuando las condiciones se vuelven
extremas, buscan otras tacticas. La deficiencia de oxigeno activa una cascada de senales
gue induce o reprime una multitud de genes que producen angiogénesis, metabolismo
de glucosa, supervivencia o muerte celular, etc.

Se induce entonces la expresién del gen HIF-1 (Hypoxia-inducible factor 1) como
mantenimiento homeostatico del oxigeno. Las células responden al medio hipdxico
elevando la expresion de transportadores de glucosa (GLUT1) y enzimas de la glucolisis,

donde transformaran el piruvato en lactato y obtener asi energia.
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1.2.3.6.- ANGIOGENESIS

Es el mecanismo utilizado para responder a las necesidades metabdlicas del
crecimiento de un tumor. Es un proceso capital desde que el ndcleo tumoral alcanza
solamente unos milimetros de didmetro. Necesita mayor aporte de nutrientes y oxigeno
por lo que las células endoteliales generan nuevos vasos sanguineos y deben proliferar
con ayuda del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF).
El proceso de angiogénesis involucra tres funciones celulares bien definidas: Motilidad,

Protedlisis y Proliferacion.

Un “encendedor de la angiogénesis” es la hipoxia y otra serie de factores solubles,
receptores y moléculas de la matriz extracelular se implican en la morfologia de la red
vascular. Hay un conjunto de genes inducidos por la respuesta a la hipoxia, que regulan
el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF). Se activa el factor HIF-1 el cual hace
posible proveer el O, necesario a las células cancerosas y mantener el equilibrio
homeostatico en un medio hipdxico. Otro encendedor de la angiogénesis es la
activacion del gen RAS, que induce la expresién del VEGF e inhibe la tromboespondina
(glicoproteina adhesiva que se secreta a la matriz extracelular de diversas células,

interactuan con factores de coagulacion sanguinea, factores anticoagulantes)

Una vez que se ha producido la angiogénesis, las células endoteliales cambian su
fenotipo pasando de forma plana a forma redondeada, lo cual hace que liberen
proteasas que les permiten disolver su capa basal. Posteriormente se implican también

en procesos de migracion y formacién de lumen vascular (Kalas W y cols., 2005).

La nueva vasculatura estd formada por pequenos capilares muy porosos, lo que

permite la penetracion de células tumorales con mas facilidad que en los vasos maduros

1.2.4.7.-METABOLISMO ENERGETICO DE CELULAS TUMORALES
Es de interés centrarse en el metabolismo de la célula tumoral para conocer la

contribucién, tanto a nivel de progresién como en la potencial eficacia terapéutica. Los
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cambios metabdlicos retroalimentan los principales rasgos del tumor (Santandreu

Jaume M, 2013).

Glucolisis y fosforilacion oxidativa son las dos rutas metabdlicas que suministran
energia requerida para la proliferaciéon celular. La glucosa es el sustrato energético
preferente frente a la fosforilacion oxidativa. Por tanto la proliferacién sélo es factible
cuando no hay restriccion en el aporte de glucosa. La glucolisis proporciona los
precursores necesarios para la biosintesis de moléculas, que estd estrictamente
regulada por el ciclo celular. La sintesis de componentes celulares se da en la G1 (fase
oxidativa del ciclo celular), con actividad funcional de la mitocondria. La progresion a
través de las fases de sintesis se da en la Sy G2/M, las fases reductivas del ciclo celular
gue se vincula con la represién de la funcidén mitocondrial y estimula el metabolismo
glucolitico, con la produccidn de especies reactivas de oxigeno. En la fase S se garantiza
una menor produccidon de especies reactivas de oxigeno pues el ADN es vulnerable al

dano oxidativo.

La glucosa es captada por la célula y una vez en el citoplasma, se oxida en la
glucdlisis dando piruvato, ATP y NADH. En aerobiosis el piruvato entra en la mitocondria
y se oxida obteniendo CO,. En hipoxia el piruvato pasa a lactato, para regenerar el NAD®,
los protones generados en la oxidacidn se transfieren a la cadena respiratoria y
producen un gradiente electroquimico de protones a ambos lados de la membrana
interna mitocondrial; el uso de este gradiente de H® por la H™-ATP sintasa en |la

fosforilacion oxidativa produce la mayor parte del ATP celular.
La demanda de glucosa en células proliferativas es mayor, se produce un cambio

metabdlico debido a un aumento de la actividad glucolitica y una alteracién de la

actividad mitocodrial (Semenza G Ly cols., 2001).
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1.2.4.8. METABOLISMO MITOCONDRIAL EN CELULAS TUMORALES

Las mitocondrias estan involucradas directa e indirectamente en las alteraciones
metabdllicas observadas en las células tumorales que podrian estar relacionadas con la
dependencia que tienen por la glucosa y contribuyen asi, a su malignidad. Se ha descrito
gue los tumores tienen una tasa respiratoria menor, lo cual estaria de acuerdo con un
menor nimero y tamafio de sus mitocondrias en comparacién con células normales. Los
niveles y actividad de los enzimas involucrados en la cadena respiratoria mitocondrial
tales como la citocromo C oxidasa y adenosina trifosfato—ATP-sintetasa se encuentran
disminuidos en diferentes tipos de tumores humanos en comparacion con el tejido
normal. Ademas, se ha descrito que el potencial de membrana mitocondrial es mas

elevado en las células tumorales que en las células epiteliales sanas.

La mayoria de tumores humanos presentan mutaciones en el 4cido
desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial. Aunque estas mutaciones pueden surgir como
resultado de la progresiéon tumoral, algunas podrian participar activamente en ésta a
través de la estimulacién cooperativa de la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS), la glucdlisis aerobia y el crecimiento tumoral. Las disfunciones mitocondriales
primarias tienen una repercusién directa sobre el metabolismo vy la proliferacién de las
células cancerosas, asi, se ha visto que las alteraciones genéticas en la enzima fumarato
hidratasa (proteina localizada en la matriz mitocondrial) y en la enzima succinato
deshidrogenasa (proteina presente en la membrana interna mitocondrial) podrian tener

una implicacién causal en el desarrollo del tumor.

La falta de oxigeno determina la forma por la que se genera la energia metabdlica,
es decir, la preferencia de la glucosa frente a otros sustratos, asociado a una
disminucion de la respiracion tumoral. Ocasiona una pérdida neta de carbono que
podria usarse para las reacciones anabdlicas, lo cual es compensado en las células

tumorales incrementando mucho el consumo de glucosa respecto a una célula sana.
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Es de reciente interés el estudio del estrés oxidativo. Multiples estudios muestran
la relacidn de las especies reactivas de oxigeno con la proliferacién de la célula tumoral,

induccion de la apoptosis y la eficacia de farmacos antitumorales (Santandreu, 2013).

Las especies reactivas de oxigeno son subproductos del metabolismo celular y se
producen mayoritariamente en las mitocondrias debido a la transferencia incompleta de
electrones al oxigeno durante el proceso de fosforilacién oxidativa. Aunque en un
primer momento las especies reactivas de oxigeno se consideraron agentes que
causaban dano oxidativo aleatorio sobre macromoléculas celulares, hoy se sabe que
actuan como mensajeros en la sefializacion celular que modula, entre otros procesos, la
proliferaciéon en el cancer (Martindale JL y cols., 2002). La aparente complejidad del
estudio de las especies reactivas de oxigeno en el cancer se simplifica al entender que
determinados niveles o concentraciones celulares de especies reactivas de oxigeno son
normales y compatibles con un adecuado funcionamiento celular y propio de la
quiescencia de las células diferenciadas. Niveles por encima de los habituales
provocarian la muerte celular. La estimulacién farmacolégica de la produccion de
especies oxidativas y/o depleciéon de metabolitos protectores, como el glutation y la
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH), pueden conducir a una situacién de

estrés oxidativo y a la induccién de apoptosis en las células tumorales (Engel RH, 2006).

1.2.4.9.-EFECTO WARBURG

Otto Von Warburg descubrid en el afio 1931 que las células cancerosas realizaban
una glicolisis aerébica, por la que producen grandes cantidades de lactato, como
consecuencia originan gran cantidad de protones (recuérdese que en el sexto paso de la
glicdlisis, la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GA3PDH) al fosforilar el
gliceraldeido 3-fosfato (G3P) produce 2 protones por cada molécula de G3P). Tantos
protones en el medio extracelular provocan que se acidifique el medio, perjudicando la
actividad enzimatica y alterando el metabolismo. Ensayos in-vitro han demostrado que
las células tumorales poseen un control del balance Aacido-base desregulado en
comparacion con células normales. Las células tumorales poseen un pH mas acido

estimando valores de 6.2 a 6.9 mientras que en las células normales se estiman valores
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de entre 7.3-7.4. La diferencia entre los valores de pH intra y extracelular crea un
gradiente de pH a través de la membrana plasmdtica y éste es capaz de alterar el
funcionamiento y metabolismo normal de la célula (Ghesquiére B, 2014; Pavliova NN y
cols., 2016).

Este aumento en la glicolisis aerdbica, conocido como el efecto Warburg, se ha

observado en muchos tipos de cancer incluyendo el colorrectal (Ward PS, 2012).

1.2.4.10.- POTENCIAL DE MEMBRANA

El potencial de membrana (Vm), es el voltaje a través de la membrana plasmatica
que surge por la presencia de diferentes canales y/o transportadores de iones con
selectividad y permeabilidad especificas. El potencial de membrana es una sefal
biofisica clave en células pues modula importantes actividades celulares, como la
proliferaciéon y diferenciacion.

En una célula sana, en la membrana plasmadtica tiene varios canales idnicos y
transportadores con una permeabilidad diferente segun los iones, tales como Na*, K,
Ca’*y CI, la distribucién desigual de estos iones provoca una diferencia de carga entre el
citoplasma y el microambiente extracelular (potencial de membrana, Vm) y se expresa
en relacion con el entorno extracelular.

Una célula se despolariza cuando la Vm es menos negativa, mientras que una
célula hiperpolarizada cuando es mas negativa. Vm cambia debido a alteraciones en el

transporte de uno o mas tipos de iones.

La ecuacién de Goldman-Hodgkin-Katz muestra que el Vm depende de:

(P): Permeabilidad de las concentraciones
intracelulares y extracelulares de los iones

RT pK [K+ ]U + pN'}[NaL] + p(l[cl ] ] (R) Constante de los gases
m n + - + a :
F pK[K ][+pNa[Na ][+pC][C1 ]0

(T): Temperatura

(F): Constante de Faraday
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Se experimenta una despolarizacion significativa en el potencial de membrana
durante la transformacién maligna de células normales (Tokuoka y Morioka, 1957,
Johnstone, 1959). Las comparaciones directas in vitro e in vivo de los niveles de
potencial de membrana entre las células mamarias normales y cancerosas (Marino y
cols., 1994), hepatocitos y células de carcinoma hepatocelular (Binggeli y Cameron,
1980, Stevenson y cols., 1989), los tejidos adrenocorticales normales y neoplasicos
(Lymangrover y cols., 1975), fibroblastos embrionarios normales y fibrosarcoma
(Binggeli y Weinstein, 1985), células cutaneas benignas y cancerosas (Melczer y Kiss,
1957, Woodrough y cols., 1975) mostraron que las células tumorales tienden a ser mas
despolarizadas que sus homdlogas sanas, es decir, menos negativas. El nivel de Na*
intracelular es marcadamente mds alto en los tumores en comparacion con los tejidos
no cancerosos, mientras que el nivel de K" permanece mas estable (Smith y cols., 1978,
Camarédn y cols., 1980, Sparks y cols., 1983). En tejidos humanos se ha experimentado
que las células tumorales que proliferan rdpidamente, mostraron un potencial de
membrana despolarizada, mientras que las células somaticas no proliferantes, como las
células musculares y las neuronas, se caracterizan por su potencial hiperpolarizado

(Binggeli y Weinstein 1986).

En 1986 R. Bingelli y C. Weinstein establecieron la siguiente clasificacion:

e  Potencial de la membrana de la célula: desde -100mV hasta OmV
e  (élulas sanas no proliferantes: entre -100 y -75mV
e  (élulas alteradas pero benignas: entre -75 y -35mV

e  Células tumorales cancerosas: entre -35 y -5mV

La evidencia in vivo demuestra que la propia despolarizacién de la membrana,
independientemente de los tipos de iones vy las proteinas del canal
idnico/transportador, es capaz de provocar un aumento de la proliferacion con un
cambio de morfologia y angiogénesis anormal en embriones. Recientes estudios
concluyen que las células cancerosas poseen propiedades bioeléctricas distintas. Un
potencial de membrana despolarizado favorece la proliferacion celular, activando el

ciclo celular (figura 1.9.) (Ming Yang y cols., 2013).
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Figura 1.9: Diagrama del ciclo celular con polarizacién de membrana

En general, tanto en las células tumorales altamente proliferativas como en las
no tumorales, se cree que la despolarizacién sirve como una sefial que podria iniciar la
mitosis y la sintesis del ADN (Orr y cols., 1972; Binggeli y Weinstein, 1986). La alteracién
artificial de Vm alterando el ambiente idnico extracelular o aplicando el inhibidor de
Na‘'/K'-ATPasa revelé resultados interesantes: primero, las células CHO (células
derivadas del ovaro de hamster chino) hiperpolarizantes a -45 mV comenzaron a inducir
detencion mitdtica y la divisidn celular se bloquedé completamente a -75 mV. El ciclo
celular se reanudd despolarizando las células hasta -10 mV (Cone, 1971). En segundo
lugar, las neuronas de médula espinal inactivas (Go) maduras de pollo mostraron
actividad mitética después de la despolarizacion (Cone y Cone, 1976). Por lo tanto, el
Vm despolarizado en células cancerosas podria considerarse como una "sefial
proliferativa de soporte" que induce a las células a avanzar rapidamente en su ciclo

celular.

El ciclo de duplicacidon de las células tumorales sigue el esquema de las 5 fases: Gy,
G1, S, G2 y M, al igual que las demas células sanas. El tiempo total de duplicacion supera
al de las células normales por tanto, junto al desequilibrio en el crecimiento y la no

pérdida de células tumorales inducen al origen progresivo del tumor.

Otro efecto importante a nombrar sobre el potencial de membrana en células

tumorales es que la hiperpolarizacién es necesaria para la diferenciacién de las células
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madre. Por ejemplo, tanto la osteogénesis como la adipogénesis se obstaculizan en
células madre mesenquimatosas humanas (hMSC) en condiciones de despolarizacién.
Por lo tanto, en el ambiente tumoral, la despolarizacién de la membrana podria ser
importante para la aparicion y el mantenimiento de células madre de cancer (CSC),

dando lugar a un crecimiento sostenido del tumor.

La sefial bioeléctrica en las células tumorales puede ser clave, podria ser un
marcador clinico valioso para la deteccidn de tumores con valor pronéstico, e incluso
podria ser modificado artificialmente con el fin de inhibir el crecimiento tumoral y

metastasis.

Lo anteriormente expuesto ocurre en el microambiente tumoral y habria que
considerarlo en la administracion de los farmacos terapéuticos dirigidos al ambiente
intracelular y extracelular, o incluso que se dirijan a los canales idnicos, para que se les

pueda dar el enfoque terapéutico idoneo.

1.2.4.11-ALTERACION EN LA ADHESION CELULAR

La morfologia celular, la organizacion y la disposicién en células sanas viene
facilitada por unas moléculas llamadas moléculas de adhesién celular (CAM). El
conocimiento de la funcién de las proteinas de adhesién determina, en gran parte el
comportamiento patolégico de las células tumorales (Zuiiga C y cols., 2014). Es
conocido que el ensamblaje de los tejidos organicos esta determinado por interacciones
moleculares a nivel celular y esto no puede ser posible sin la expresion regulada de las
CAM. Consiguen el ensamblaje célula-célula y el ensamblaje célula-matriz celular, éstas
ultimas conocidas como integrinas (Lafrenie R y cols., 2007). Las células cancerosas
muestran disminuida la adhesividad célula-célula consiguiendo escapar del tumor
primario y difundir asi a tumores secundarios en lugares anatdmicamente diferentes:
con la accion de la proteina que degrada la matriz extracelular, provocando la
metastasis. Pueden usar vias diversas, aprovechando cavidades o superficies corporales,

o bien otras rutas via linfatica o via hematogena.
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Moléculas como E-cadherina disminuyen su expresion favoreciendo el no ensamblaje
célula-célula y por tanto la migracion y la invasion celular, son calcio dependientes.

La metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP) estan implicadas en procesos
fisioldgicos y patoldgicos e intervienen en la rotura de la matriz extracelular. Son una
familia de endopeptidasas dependientes de zinc, capaces de degradar componentes
esenciales de la matriz. La degradacidon de la matriz extracelular es crucial para el

crecimiento del tumor (Cascales Angosto M y cols., 2010).

Por tanto, el proceso de invasion de las células malignas se podria esquematizar

segln el siguiente esquema (Zudiga Cy cols., 2014):

Cambios que alteran la adhesién celular

Disminucién de la expresion de las moléculas de adhesidn
Evasion de las vias apoptodticas

Sobreexpresion de genes que permiten la proliferaciéon celular

Degeneracidn proteolitica de la matriz extracelular

SAEE A T o o

Metastasis

1.2.4.12- METASTASIS

Los procesos que dictan la malignidad de un tumor son la capacidad de invadir e
infiltrar los tejidos adyacentes y el poder migrar hacia tejidos mas distantes. No son
procesos que ocurren de manera casual sino que ocurren por una serie de cambios
genéticos en el tumor, una expresion de proteinas que permiten la separaciéon de

células, romper la membrana basal y viajar por el torrente sanguineo.

Un ejemplo es el caso del melanoma, un tamaiio inicial de 0.76 mm es avascular
pero si supera los 0.9 mm ya presenta neo-vasculatura y el porcentaje de metastatizar
es muy alto. Otros tumores como el de vejiga, rindn y cuello de Utero suelen
permanecer avasculares varios afios. El aumento de tamafio determina la invasion local

y la metastasis.
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La proliferacién de células tumorales en un nuevo érgano depende de:
e Lavascularizacion del nuevo érgano a invadir

e Presencia de factores de crecimiento tisulares sintetizados in situ.

Se van generando diferentes clones de células tumorales y se van adaptando a los
nuevos microambientes, asi que no todos los clones malignos son iguales, hay mucha
inestabilidad genética aunque tengan el mismo origen. La mayor informacidon se

encuentra en el estudio de la primera angiogénesis (Kerbek, 2008).

El cdncer de colon suele hacer metastasis en el higado y con menor frecuencia, en
los ganglios linfaticos abdominales, higado, pulmén, peritoneo, ovario, glandulas

suprarrenales, pleura, huesos y cerebro (Kemeny N, 2015), entre otros.

Los pacientes con mejor prondstico son los que presentan metastasis Unica, de
tamafio menor a 5 cm, sin ganglios positivos en el tumor primario y con un nivel de
antigeno carcinoembrionario en sangre menos del 200mg/ml (Butte B y cols., 2007). El

factor ganglionar es la variable mas significativa.

Las metastasis hepaticas son la causa mas frecuente de muerte en el cancer
colorrectal. El desarrollo del estudio en la anatomia del higado y la mejora de
cualificacion en la cirugia hepatica para la reseccién, junto con las opciones
guimioterdpicas, estan haciendo que pueda llegar a ser el prondstico mas eficaz y
esperanzador, empieza a haber rescates de pacientes que hace unos afios no tenian
opcidn terapéutica. Aun asi, el prondstico suele ser de alto riesgo de recidiva local o

sistémica (Butte By cols., 2007).

La afectacidon ganglionar influye en el prondstico de los pacientes y en la eleccién
del tratamiento. Para llevar a cabo este estudio podria ayudar a la determinacién del
ganglio centinela. Su concepto surge a partir de que la diseminacidn linfatica de las
células tumorales es un proceso cuya migracion inicial se produce en un foco ganglionar
inicial (ganglio centinela) antes de afectar al resto. Conocer el ganglio centinela ayudara

a identificar en un margen pequeno de ganglios, el estadiaje mds preciso en el paciente.
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El trayecto a seguir, dictado por las estaciones ganglionares es: ganglios
paracolicos, ganglios intermedios, ganglios principales y ganglios lateroadrticos vy

preadrticos.

1.2.5.-DIAGNOSTICO DEL CANCER COLORRECTAL

Los sintomas del cancer de colon suelen ser diversos. Los mas frecuentes son:
sangre en la materia fecal, cambios en los hdbitos de la defecacién, diarrea,
estrefiimiento, sensacion de que el intestino no se vacia completamente, heces mas
delgadas de lo normal, dolor frecuente ocasionado por gases, flatulencia, saciedad o

calambres, pérdida de peso sin razén aparente, cansancio e incluso vémitos.

Para diagnosticar el cancer de colon se utilizan pruebas como:
e Examen fisico y antecedentes médicos de otras enfermedades.
e Examen digital del tracto rectal.
e Prueba de sangre oculta en la materia fecal.
e Enema de bario.
e Sigmoidoscopia.
e Colonoscopia.

e Biopsia.

Después de obtener un primer diagnéstico del cancer de colon y que éste dé indicios
de alta probabilidad, se realizan pruebas para determinar si las células cancerosas se
han diseminado dentro del colon hasta otras partes del cuerpo (estadificacion):
exploraciéon por TAC (Tomografia Axial Computarizada), imagenes por resonancia
magnética (IRM), exploracién por tomografia por emisién de positrones (TEP),
radiografia de térax, biopsia de ganglios linfaticos, recuento sanguineo completo (PSC) y

prueba del antigeno carcinoembrionario (ACE), entre otras.

Otra forma de diagndstico es a través de los marcadores tumorales. Las guias
oncolégicas sélo recomiendan una minoria de marcadores tumorales para su utilizacién

rutinaria, para identificar a las personas susceptibles de cancer colorrectal hereditario
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no polipdsico y la mutacion de APC en el diagndstico de la poliposis adenomatosa

familiar (Menéndez-Sanchez y cols., 2013).

La ausencia de sensibilidad como de especificidad en las fases precoces de la
enfermedad neoplasica limita estrictamente la utilizacion sistematica de la mayoria de
los marcadores en el cribado de pacientes asintomaticos. El estadiaje de la enfermedad
en el momento de su diagndstico -determinado por el tamano tumoral-, el grado de
diferenciacién citoldgica y la afectacion ganglionar- constituye el indicador prondstico
mas utilizado en pacientes con cancer colorrectal. El valor prondstico de los marcadores
tumorales radicara en la relacién que se establece con el tamafio tumoral o con la

presencia de metdstasis.

1.2.6.-TRATAMIENTO
El tratamiento establecido se pronostica en funcién de la extensidon del mismo,
aunque también pueden ser decisivos otros factores.

La cirugia suele ser el tratamiento principal en pacientes de escasa o nula
metastasis. Se utiliza a su vez, el tratamiento quimioterapico.

Si hacemos un andlisis por etapas:

Tratamiento en la ESTADIO 0: el cancer no ha crecido mas que el revestimiento
interno del colon, se usa la cirugia con la extirpacion del pdlipo (polipectomia) por
medio de un colonoscopio. Si es demasiado grande, se procede a una colectomia parcial

Tratamiento en la ESTADIO I: el cancer ha alcanzado las capas de la pared del
colon sin invadir ganglios. Si se procede a cirugia y se extrae completamente, no es
necesario otro tratamiento, si se ven células cancerosas en los bordes, se procede a la
colectomia parcial sin mas tratamiento.

Tratamiento en la ESTADIO II: ya han crecido por la pared del colon vy
posiblemente a tejidos periféricos, sin acceso a ganglios linfaticos. Se recomienda ya,
aunqgue con ciertas discrepancias, el uso de quimioterdpicos ademas de la colectomia
parcial. La quimioterapia de eleccién es el 5-Fluorouracilo y Leucovorin o capecitabina,
(se puede incluir alguna variable). Si no hay certeza de una extirpacion total, se puede

recomendar radioterapia.
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Tratamiento en el ESTADIO lll: hay propagacion hacia los ganglios linfaticos
cercanos, sin llegar a otras partes del cuerpo. Se procede a cirugia con la extirpacién de
la zona de colon invadida y ganglios, seguida de quimioterapia.

Para la quimioterapia, el régimen FOLFOX (5-FU, leucovorin, y oxaliplatino) o el CapeOx
(capecitabina y oxaliplatino) se usan con mas frecuencia, aunque algunos pacientes
pueden recibir 5-FU con leucovorin o capecitabina sola seglin la edad y sus necesidades
de salud. Se puede aplicar también radioterapia.

Tratamiento en el ESTADIO IV: se han propagado desde el colon hasta érganos y
tejidos distantes. Con mas frecuencia el cancer de colon se propaga al higado, aunque
también se puede propagar a otros lugares, tal como a los pulmones, el peritoneo (la

membrana que reviste la cavidad abdominal) o a los ganglios linfaticos distantes.

Es poco probable que la cirugia cure estos canceres. Sin embargo, en el caso de
haber pocas y pequefias dreas de propagacién (metastasis) en el higado o los pulmones
y se pueden extraer junto con el cdncer de colon, se puede afirmar que la cirugia puede
ayudar. Se realiza una colectomia parcial para eliminar la seccién del colon que contiene
el cdncer junto con los ganglios linfaticos cercanos, ademas de la cirugia para eliminar
las areas de propagacion del cancer. Se administra quimioterapia. Si las metdstasis no se
pueden extirpar debido a que son muy grandes o hay demasiadas, se puede administrar

quimioterapia antes de cualquier cirugia (Quimio neoadyuvante).

Los regimenes son:
e FOLFOX: leucovorin, 5-FU, y oxaliplatino
e FOLFIRI: leucovorin, 5-FU, e irinotecan
e CapeOX: capecitabina y oxaliplatino
e FOLFOXIRI: leucovorin, 5-FU, oxaliplatino e irinotecan

e 5-FU y leucovorin por si solos o junto con un medicamento de terapia dirigida

La combinacién con varios quimioterapicos eleva la tasa de éxito hasta un 45%.

Desafortunadamente, los agentes quimioterapéuticos utilizados, a menudo tienen
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efectos secundarios no deseados, limitando sus aplicaciones en tratamientos

oncoldgicos clinicos.
Para paliar esto, en las ultimas décadas han surgido dos estrategias:

1. Diseio y desarrollo de nuevos derivados quimioterapicos con mejores propiedades
fisicoquimicas y farmacolégicas, de manera que puedan ser utilizados para modular
los procesos moleculares y las vias relacionadas con la progresidn del tumor.

2. Desarrollo de la nanomedicina en la administracién de farmacos para mejorar la

eficacia y reducir los efectos secundarios de la quimioterapia existente.

1.3.- 5-FLUORURACILO

El 5-fluorouracilo (5-FU) (figura 1.10.), uno de los agentes quimioterapéuticos
mas importantes y ampliamente utilizados para el cancer colorrectal. Se introdujo por
primera vez como anti-metabolito en el afio 1957 (Jhansi Rani V y cols., 2012).

Se emplea principalmente para el tratamiento de determinados
adenocarcinomas del tubo digestivo (colon, pancreas y estdmago), pero también tiene
un efecto positivo en los tratamientos de cancer de mama, con menos eficacia en

carcinomas de ovario, prostata, cuello uterino, vejiga urinaria y orofaringe.

O

HN |
04\N
H

Figura 1.10. Formula quimica del 5-FU.

Antes del afo 2000, el 5-FU fue la Unica quimioterapia citotéxica disponible en el
entorno adyuvante para pacientes con cancer de colon en estadio Ill. Muchos de los
primeros estudios aleatorizados de 5-FU en el entorno adyuvante no consiguieron una
mejoria significativa (Sasako y cols., 2014). En estos ensayos se utilizé 5-FU sélo o 5-FU

con Semustina (metilo-CCNU). Actualmente se utiliza en combinacién con otros
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quimioterdpicos, lo que eleva la tasa de éxito hasta un 45%. Algunos productos

comerciales que contienen 5-FU son Xeloda®, Carac® Efudex® Fluoroplex® y Adrucil®.

1.3.1.- MECANISMO DE ACCION
El 5-FU es un agente antineoplasico perteneciente al grupo de los antimetabolitos,
los cuales actuan en la fase de sintesis del ciclo celular al interferir en la sintesis de ARN

(acido ribonucléico) y ADN (acido desoxirribonucleico) a nivel de la timildilato sintasa

(TS).
5-FdUTP 5-FUTP
Inhibicién | | Inhibicion
deTSy 5-deDP 5-FUDP [ sintesis de
sintesis de | | ARN
ADN ~ 5-FdUMP 5-FUMP
LY
|~ DPD
5-FDHU
5—FL)PA
5-FBAL

Figura 1.11. Esquema del mecanismo de accién del 5-Fluorouracilo.

Para que actue el 5-FU sobre el ARN, éste debe transformarse en monofosfato de

fluorouracilo, lo que puede hacer de 2 formas:

e Por transferencia directa de una ribosa desde el fosforribosilpirofosfato al 5-FU,
catalizada por acido-fosforribosiltransferasa.

e Unidon de una ribosa al 5-FU mediante una uridina-fosforilasa para tomar la
fluorouridina. Asi la molécula experimenta una fosforilacion con uridinaquinasa
originando el monofosfato de fluorouracilo, y éste experimenta dos fosforilaciones a
través de la pirimidina monofosfato quinasa y pirimidina difosfato quinasa,
respectivamente. Entonces asi es incorporado al ARN bloqueando la actividad del

ADN vy su sintesis.

56



Disefio de Nanoplataformas Biocompatibles con Potencial Actividad | INTRODUCCION
Antitumoral

A nivel del ADN, el 5-FU es transformado por varias enzimas en fluorodeoxiuridilo
monofosfato (5-FAUMP), (figura 1.12.) y fluorodeoxiuridilo difosfato (5-FdUDP), que se
incorporan a nivel de la ADN polimerasa en vez de la timidina trifosfato, produciendo un

ADN aberrante.
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Figura 1.12.: Férmula quimica del 5-FdUMP.

1.3.2.- CITOTOXICIDAD

La citotoxicidad durante las primeras 24 h de la exposicién de la célula al 5-FU se
observa en la fase S del ciclo celular, probablemente ocasionada por los efectos del
farmaco sobre el ADN. A su vez, a las 24 h se observa también una citotoxicidad en la
fase G1, probablemente consecuencia de la incorporacién del 5-FU al ARN.
La selectividad del 5-FU hacia las células en divisién rapida se debe a que las
concentraciones de timidilato sintasa son 20 veces mayores en las células en divisién

que en las células no proliferantes (Landis y cols., 1999).

Reciente bibliografia cientifica ha conocido que los farmacos anticancerosos
como el cisplatino y el 5-fluorouracilo, a dosis clinicamente relevantes, ocasionan un
impacto significativo sobre la estructura y funcién mitocondrial de las células de cancer
de colon (Santandreu 2013). Resultados demuestran que la eficacia de agentes
antitumorales que actian por diferentes mecanismos de accién, dependen a su vez de
la rapidez con la que provocan toxicidad oxidativa mitocondrial y desequilibran los

sistemas de defensa antioxidante en las células de cancer de colon.
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1.3.3. QUIMIORRESISTENCIA

La resistencia del 5-FU desarrollada por las células malignas puede deberse a
diversos mecanismos, como reduccidon o desaparicion de la actividad de enzimas
activantes, reduccion de la biodisponibilidad de cofactores, competicidon por algunos
sustratos, aumento de la selectividad de enzimas asociadas al catabolismo del farmaco,
principalmente.

Segun estudios sobre la quimioresistencia de células de cancer de colon y 5-FU,
se sabe que hay una interaccion dindmica produciéndose una reparacion del ADN (BER),
una reparacién con una escision de la base (Khoei Sy cols., 2017). Consiste en eliminar
el ADN daiiado y por tanto, anular el efecto citotéxico. Hay varias vias de reparacion del
ADN dafiado implicadas en el reconocimiento de 5-FU gendmico. Las principales etapas
del BER implican:

1. Eliminacion de la base modificada o inapropiada, tal como el uracilo, por una

ADN glicosilasa

2. Escision del esqueleto fosfodiester en el sitio AP resultante por una
endonucleasa o liasa

3. Limpieza del extremo terminal 3" 6 5’

4. Sustitucién del nucledtido extirpado por una polimerasa

5. Sellado del corte final del ADN por una ligasa.

Sin embargo, el agente quimico methoxyamine (Mx) puede interferir en esta via de
reparacion (Hughes LL, 1992), puede prevenir la reparacion y potenciar la citotoxicidad
del 5-FU. Mayor concentracién de 5-FU y Mx disminuye el porcentaje de supervivencia

y proliferaciéon tumoral, aumentando por tanto la toxicidad (Khoei y cols., 2017)

Otros estudios para evitar la quimiorresistencia al 5-FU versan sobre el
silenciamiento del ID1 (inhibidor de las proteinas de unidn del ADN), (Przybyta T y cols.,
2017). La ID se sobreexpresa en los canceres, pues promueven la progresion del ciclo
celular, retrasan la senescencia y ayudan a la migracion celular. Son buenos blancos para
terapias de cancer sistémico sin inhibir el funcionamiento de la mayoria de las células

normales, porque practicamente no se encuentran muy presentes en células adultas
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diferenciadas. Silenciar el ID1 reduce significativamente el nivel de ARNm de timidina
fosforilasa, uridina-citidina quinasa 2 y dihydropyrimidina deshidrogenasa. La supresion
de ID1 en células HCT-116 dio como resultado un aumento del nivel de ARNm para
timidina fosforilasa, timidina quinasa y uridina-citidina quinasa 2 con caida simultdnea
de dihidropirimidina deshidrogenasa y niveles de ARNm de timidilato sintetasa. En
conclusion, la expresion de ID1 afecta la sensibilidad de las células de cancer de colon a

5-FU y puede ser considerado como un potencial marcador predictivo en el tratamiento.

1.3.4.- EFICACIA

Como se ha indicado anteriormente, en el cancer colorrectal, después de la
reseccion completa, la supervivencia global a los 5 afios varia en funcién de la etapa
inicial. La quimioterapia adyuvante estd indicada en pacientes con cancer de colon en el

estadio de alto riesgo Il, estadio Il y después de la reseccion completa de la metastasis.

Se sabe que en las primeras etapas del cancer, las células tumorales son mas
sensibles a la quimioterapia que las células normales, pero, conforme progresa la
enfermedad, las células cancerosas pierden su sensibilidad preferencial a los mismos

tratamientos (Santandreu M, 2013).

Administrar de forma pautada el 5-FU, sélo o modulado con Levamisol o
Leucovorina (LV), fluoropirimidinas orales, Raltitrexed, Irinotecan y Oxaliplatino ha sido

eficaz como terapia adyuvante para el cancer de colon.

Hoy en dia, los regimenes de administracidon basados en oxaliplatino, FOLFOX o
FLOX, son considerados como una interesante quimioterapia adyuvante estandar.
FOFLOX es el acrénimo de una combinacién quimioterdpica compuesta por los
siguientes farmacos neopldsicos: 1) FOL (acido félico, o Leucovirina: vitamina B que
potencia la eficacia del 5-FU, 2) F: 5-FU, y 3) OX: Oxiplatino, derivado del platino cuyo
mecanismo de accion provoca la muerte de células cancerosas a nivel de ADN. En el
caso en que existieran contraindicaciones para el OX, las mejores alternativas son
Capecitabina o infusién continua de 5-FU/LV. El papel de los anticuerpos monoclonales,

Cetuximab y Bevacizumab, en combinacién con quimioterapia adyuvante basada en
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fluoropirimidinas-OX estd bajo investigacion clinica (Barrera y cols., 2008). (Barrera y

cols., 2008).

Por tanto, puede afirmarse que el 5-FU ha sido una piedra angular en el
tratamiento del cancer colorrectal en los ultimos decenios. Al poder convertirse en
nucledtidos citotdxicos, que, o bien inhiben la timidilato sintasa o bien, se incorporan en
el ARN y el ADN. Como es bien conocido el 5-FU, se metaboliza a su forma inactiva, 5,6-
dihidro-5-FU, por la dihidropirimidina deshidrogenasa (DPYD). La DPD es la enzima
limitante de la velocidad del catabolismo de las pirimidinas, tales como uracilo y
timidina, y la sintesis de B-alanina. Hay que tener en cuenta que la disminucién de la
actividad de la DPYD puede conducir a la acumulacién de 5-FU en el organismo (Yong y

cols., 2006).

El gen DPYD codifica la dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD), una enzima que
cataliza el paso limitante de la velocidad en el metabolismo del fluorouracilo. Los
individuos que llevan al menos una copia de variantes DPYD sin funcién, como DPYD*2A,
pueden no ser capaces de metabolizar el fluorouracilo a ritmos normales y corren el
riesgo de toxicidad potencialmente mortal para el fluorouracil, como la supresién de la
médula dsea y la neurotoxicidad (Dean L, 2012) La etiqueta de farmaco aprobada por la
FDA para fluorouracil afirma que "rara vez, severa toxicidad (por ejemplo, estomatitis,
diarrea, neutropenia y neurotoxicidad) asociado con 5-fluorouracilo, atribuido a la
deficiencia de actividad de la dipirimidina deshidrogenasa". Se han publicado
recomendaciones de dosificacién para fluoropirimidinas (capecitabina, fluorouracilo y
tegafur) basadas en el genotipo DPYD, recomendando el uso de un farmaco alternativo

para este tipo de pacientes.

1.3.5.-FARMACOCINETICA

Si hablamos de la farmacocinética del 5-FU, se puede administrar por via tépicay
parenteral. No se administra por via oral debido a que su absorcion digestiva es muy
baja y variable. Después de su administracién tépica (generalmente dosis de 1 g en la

piel), se absorbe aproximadamente el 6% de la dosis. Una vez en el organismo, el
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farmaco se distribuye ampliamente, atravesando la barrera hematoencefdlica y
alcanzando concentraciones significativas en el liquido cefalorraquideo, manteniéndose

aqui incluso varias horas; también accede al liquido pleural y ascitico.

Tras su administracidn intravenosa se observa una farmacocinética no lineal. A
medida que aumentan las dosis intravenosas, disminuye la captacién hepatica, aumenta
su biodisponibilidad, aumentando el drea bajo la curva y reduciéndose el aclaramiento
plasmatico. Este fendmeno puede deberse a procesos de saturacion en la

metabolizacién del farmaco (Longley y cols., 2003; Turkington y cols., 2014).

Se conoce que una parte de la dosis administrada de 5-FU se transforma en
metabolitos activos: fluorouridina trifosfato y fluorodesoxiuridina mono y difosfato en
los distintos tejidos a los que accede. El resto, un 85% es catabolizado por una enzima
dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) a una dihidropirimidina. Dicha enzima esta
presente en todo el organismo de forma variable, lo que hace que los niveles de 5-FU
sean impredecibles. Por lo tanto es importante conocer los niveles en el individuo de

esta enzima, pues niveles muy bajos, hace que el 5-FU sea muy toxico.

En general, se prefiere una administracién por infusién continua (6-8 horas) que
da mejores resultados antitumorales y produce menores efectos hematolégicos tdxicos
gue la administracion en bolo (2-3 minutos) a igual dosis. Después de la administracién
intravenosa de 5-FU, la semivida plasmatica de este principio activo es de unos 16
minutos (entre 8 y 20 minutos), y es dosis dependiente, al contrario que sus metabolitos
que tienen una semivida plasmatica muy prolongada (Florez, 2008). El 5-FU se puede
administrar también por via intraarterial mediante infusién en la vena hepatica.
Entonces se produce una primera metabolizacion del 19-52%, llegando a generarse
niveles del 12 al 52% de lo administrado por via intravenosa con la misma dosis por via
intravenosa. La administracion intraarterial se reserva para el tratamiento de las
metastasis hepaticas de carcinoma de colon. Finalmente con la administracidon por via
intraperitoneal se consigue que el fdrmaco llegue a la circulacidn portal, pasando por el

higado antes que a la circulacién sistémica.
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Los pacientes con insuficiencia renal y actividad normal de la dihidropirimidina
no requieren ajuste de dosis, pacientes con insuficiencia hepatica puede ser
conveniente reducir la dosis, sobre todo si los niveles séricos de bilirrubina son >5mg/dL.

(segun Vademecum).

El 5-Fluorouracilo sin alterar y sus metabolitos son eliminados primariamente a

través de la bilis y la orina.

Numerosas investigaciones han procurado la mejora de la actividad terapéutica
del 5-FU. Por ejemplo: a) mediante la combinacién con otros antitumorales, aunque de
forma general no se ha obtenido una mayor tasa de respuesta; b) el uso simultdneo con
agentes modificadores bioldgicos como el acido félico y el metotrexato, los cuales
interactian con los mecanismos de accidon del 5-FU; vy, c¢) la infusidon continua para

incrementar el porcentaje de células tumorales afectadas.

1.3.6.- ADMINISTRACION Y POSOLOGIA

Segin el Vademecum, para el tratamiento del cdncer colorrectal, Ia
administracion intravenosa de adultos es en forma de bolo entre 300 y 500 mg/m?*/dia
durante 4 o 5 dias cada 4 semanas; o 600 a 1500 mg/mz/dia i.v. una vez a la semana en
semanas alternas. En estudio, en pacientes con cdncer colorrectal avanzado, el
tratamiento con una combinacidon de 5-FU, Doxorrubicina y mitomicina, ocasiona una
respuesta completa en un 26% y parcial en un 37% de los pacientes con metastasis
hepatica. Las dosis de 5-FU administradas fueron de 600mg/m2 los dias 1, 8, 29 y 36 de
8 semanas.

Administracién intravenosa de infusién continua en adultos a dosis de 300 y
1000 mg/mz/dl'a durante 4-5 dias en forma de infusién continua cada 4 semanas o
300mg/m2/d|'a indefinidamente. Se ha llegado a administrar dosis de hasta 3000-
4000mg/m2 en 24-72h si se vieron importantes sintomas de neurotoxicidad y

leucopenia.
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Como adyuvante en el tratamiento del cdncer colorrectal en el Estadio Ill en
combinacidn con levamisol, se da una administracién intravenosa en bolo para adultos a
dosis de 450 mg/mz/dl'a de 5-Fu y 50 mg de levamisol, durante 5 dias a los 21-35 dias de

la cirugia. Posteriormente se pautan dosis de mantenimiento durante 48 semanas.

Como adyuvante en el tratamiento del cdncer colorrectal en el Estadio Ill en
combinacidon con leucovorina, se da una administracion intravenosa en bolo para
adultos 370mg/m2/d|'a después de la leucovorina que se da 450 mg/mz/dia durante 5

dias. Este régimen se repite cada 4-5 semanas hasta remitir la progresién del tumor.

Como adyuvante en el tratamiento de cdncer colorrectal en el Estadio Ill con
radioterapia, una administracién intravenosa de 500mg/m?/dia en forma de bolo
durante 5 dias los dias 1 y 36 comenzando el tratamiento 22 a 70 dias después de la
cirugia. Radioteparia de 6 semanas de duracién iniciandolo el dia 64 tras iniciar el

tratamiento con 5-FU.

Tratamiento de cancer hepatocelular y de las metdstasis hepaticas del cancer de
colon, con una administracién intraarterial en adultos con 20-30 mg/kg/dia durante 4
dias en forma de infusion intraarterial en la vena hepatica seguida de 15mg/kg/dia

durante 17 dias en forma de infusién en la misma.

Otros tratamientos con 5-FU estan igualmente pautados en el Vademécum, para
el cdncer de estdmago, pancredtico, de mama, de cabeza y cuello, de ovario, de
queratosis actinica (queratosis solar), carcinoma superficial de células basales, entre

otros, que aqui no se desarrollan por exceder de dicho estudio.

1.3.7.- TOXICIDAD

El 5-FU produce reacciones adversas a nivel gastrointestinal y de médula ésea
(mielosupresidn), provocando leucopenia, trombocitopenia y anemia. Nauseas, vomitos,
diarrea (incluso enterocolitis), anorexia, estomatitis, ulceraciones del tubo digestivo,

llegando a producir hemorragias gastricas e intestinales, alopecia, conjuntivitis,
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fotosensibilizacidn, reacciones eritematosas. También provoca otros efectos como
somnolencia, parestesias, ataxia cerebelosa, dolor toracico, alteraciones en el
electrocardiograma y numero de enzimas cardiacas (Florez, 2008). Algunos casos

presentan pancitopenia y agranulocitosis.

En la administracion intraarterial puede producir hepatitis, ictericia colestasica,

esclerosis biliar, mucositis y diarrea (Longley y cols., 2003, Morse LG y cols., 2003).

El 5-FU tampoco esta exento de interacciones significativas con otros
medicamentos (metronidazol, cimetidina, alopurinol, entre otros) e incluso con
alimentos. La administracion de alimentos por via oral con 5-FU ralentiza la absorcién de
5-FU, aunque finalmente esto no afecta a su biodisponibilidad (Jiménez y Torres y cols.,
2009).

El 5-FU se clasifica en la categoria D de riesgo de embarazo, aunque no se han
realizado estudios controlados es teratogénico en animales de laboratorio. Por via
tépica estd contraindicado durante el embarazo, clasificdndose en la categoria X. Se
desconoce si se excreta en la leche materna, pero debido a los conocidos efectos

adversos, se debe evitar la lactancia durante los tratamientos con 5-FU.

Segun Vademecum, el 5-FU estd contraindicado en pacientes que muestren
grave supresion medular. Los que tengan alguna infeccién deberan esperar a que ésta
remita antes de iniciar el tratamiento o bien, si ya esta iniciado, debe reducirse la dosis.
Los pacientes con enfermedades cardiacas tienen mayor riesgo de experimentar
reacciones adversas cardiacas inducidas por el mismo 5-FU. Se debe evitar la vacunacién
mientras el tratamiento con 5-FU, al menos hasta 3 meses de haber finalizado éste. Se
recomienda posponer las intervenciones dentales hasta recuperar los valores

hematoldgicos.

Todos estos inconvenientes limitan sus aplicaciones en tratamientos oncoldgicos

clinicos.
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1.4.- NANOSISTEMAS TRANSPORTADORES DE FARMACOS

En la actualidad son muy diversos los sistemas transportadores que se pueden
utilizar en el campo de la Tecnologia Farmacéutica: micelas, liposomas, nanocristales,
ciclodextrinas, dendrimeros, nanoparticulas metalicas, por citar algunos ejemplos
(Yazbeck y cols., 2015). Dentro de los sistemas coloidales destacan los nanocompuestos
de tipo polimérico (Arias y cols., 2007b, 2010a, 2010b, 2010d; Pérez-Artacho vy cols.,
2012; Sdez-Fernandez y cols., 2009) y de tipo lipidico (Arias cols., 2011a; Clares y cols.,
2013; Pradhan y cols., 2007; Schréeder y cols., 2009; Zhu y cols., 2009) para conseguir el
transporte eficaz de cualquier agente antitumoral a la masa de células malignas (Arias,

2011; Arias y cols., 2011a; Cho y cols., 2008).

El término micro o nanoparticula engloba a las capsulas y las esferas. Las micro o
nanocdpsulas son sistemas vesiculares en los que el fdrmaco se localiza en el interior de
la particula, generalmente disuelto en un vehiculo oleoso. Las micro o nanoesferas, en
cambio, son sistemas de tipo matricial donde el farmaco se suele encontrar en el

interior de la matriz de la particula.

Los tamarios de los vectores a desarrollar pueden ser de 0.1 a 100 um en el caso
de las microparticulas, o bien de 0.1 a 100 nm en el caso de las nanoparticulas. Entre
otras, una de las diferencias es la superficie de contacto que presenta el sistema,
generando un comportamiento diferente en su entorno bioldgico y fisiolégico.
Hablamos de la relacion drea/volumen o densidad; el area es inversamente proporcional
al radio de la particula, es decir, particulas de radio menor (nanoparticulas) poseen
mayor relacién area volumen y tienen mayor superficie de contacto con el medio. En
cambio, las particulas de radio mayor (microparticulas), presentan una relacién de area
volumen menor y tienen menor superficie de contacto con el medio, a través de la
superficie (Kohane, 2007, Kumari y cols., 2010).

Estos y otros sistemas transportadores de farmacos de tipo coloidal pueden tener
una naturaleza quimica muy variable (organica o inorganica). Sin embargo, deben ser

siempre biodegradables y biocompatibles, y ademas deben presentar una excelente
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capacidad para la vehiculizacion de farmacos (Arias 2008, 2011; Couvreur y Vauthier,

2006; Reddy, 2005).

1.4.1.-BENEFICIOS TERAPEUTICOS DE LOS NANOSISTEMAS

La mayoria de los vectores de farmacos son coloides y su disefio y formulacion

pretende la consecucion de los siguientes beneficios terapéuticos (Arias, 2008, 2011;

Couvreur y Vauthier, 2006; Reddy, 2005; Reddy y Couvreur, 2008):

Proteccién de la sustancia activa contra procesos de inactivacidon (quimica,
enzimdatica o inmunoldgica), desde el lugar de administracién hasta la biofase.
También contra procesos de degradacién que puedan ocurrir durante el
almacenamiento previo a la utilizaciéon del medicamento.

Mdxima acumulacion de la dosis de farmaco en la region diana,
independientemente de la localizacion de ésta en el organismo.

Aumento de la especificidad de accién 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 fendmenos de
aclaramiento plasmatico y eliminacion.

Mejora de las propiedades fisicoquimicas desfavorables del agente terapéutico,
como una baja hidrosolubilidad, que puedan condicionar su destino bioldgico.

Minimizacién de la toxicidad e inmunogenicidad de la molécula activa.

A continuacidn se esquematizan las ventajas que ofrece el uso de

Nanoplataformas biomédicas (figura 1.13.)
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Figura 1.13.-Ventajas farmacéuticas de los Nanosistemas con aplicacion médica

La liberaciéon controlada de principios activos desde sistemas transportadores
ofrecen la ventaja de alcanzar el efecto terapéutico deseado con menor nimero de
dosis y frecuencia de administracidn, reduciendo por tanto, el nimero de efectos

secundarios (Vilos y cols., 2014).

Desde la aprobacion de Doxil® (doxorrubicina encapsulada en liposomas) el primer
nano-fdrmaco aprobado por la FDA (1995), (Yechezkel B, 2012) y el Abraxane®
(formulacidon nanoparticular de paclitaxel unido a albumina) han sido ampliamente
estudiadas las nanoparticulas biomédicas para la administracién de farmacos. La

utilizacién de vehiculos farmacéuticos nanométricos con objeto de incrementar la
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eficacia in vivo de numerosos farmacos, fundamentalmente antineoplasicos, sigue
siendo muy investigada desde finales de los aflos noventa tanto a nivel farmacéutico

como clinico; tal es asi que ya han sido comercializados mds nanoformulaciones y otras

se encuentran en fase de desarrollo clinico (Arias y cols, 2012).

1.4.2.-SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA

Se entiende por liberacidn controlada sostenida a cualquier forma de
dosificacién que permite liberar el farmaco durante un periodo de tiempo. Se le califica
como constante, prolongada, cronoliberacién, liberacién pulsatica, entre otros, segin
variables. Hablamos de liberacidon controlada a la que implica un sistema capaz de

proporcionar algun tipo de control terapéutico que pueda ser temporal, espacial o

ambos a la vez. (Figura 1.14)
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Figura 1.14: Esquema de diferentes modelos de liberacién del principio activo en

niveles de plasma (Fernandez Arévalo, 2007)

Un sistema de liberacién controlada libera al farmaco a una velocidad y/o en una

localizacion determinada en funcién de las necesidades del organismo, durante un

periodo de tiempo especifico.
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La liberacidon temporal se refiere a controlar la velocidad de liberacién del

farmaco (figura 1.15); la velocidad puede ser sostenida, constante y predeterminada.

La liberacion espacial se refiere a llevar un control sobre el lugar de liberacién del
farmaco, también Ilamado dérgano o tejido diana; bien liberando el principio activo en
una zona cercana a un érgano o tejido, o bien en un tipo especifico de célula de forma
dispersa. Se pueden combinar los dos aspectos y el resultado son los vectores

nanoparticulados.

LIBERACION TEMPORAL Control Temporal

—— Convencional
""" Sostenida

n.p.
A — - Constante

A ——— Convencional
Liberacién orden 0 Efectos adversos

—o< =~z

Nivel téxico

Intervalo terapéutico

Conc. min. efectiva

ERC I T ]

No existe efecto N C. subterap.

Intervalo de dosificacién Intervalo de dosificacion

Figura 1.15.: Esquema del modelo de liberacidn temporal y control temporal del

principio activo en niveles de plasma (Fernandez Arévalo, 2007)

Son multiples las ventajas de los sistemas de liberacidon controlada, entre otras se

pueden enumerar:

e  Mejor complicidad por parte del paciente
o Se amplia el intervalo de dosificacion

o Tratamiento menos invasivo

e  Reduccidén de la dosis total del farmaco, optimizando el tratamiento:
o Paliando los efectos secundarios locales y sistémicos
o Disminuye la potenciacidon de la actividad de un farmaco de uso crdénico.

o Disminuye la acumulacidn en el organismo del farmaco de uso crénico

e  Mejora la eficacia del tratamiento:
o Mejor control terapéutico por reduccién de fluctuaciones plasmaticas

o Puede mejorar la biodisponibilidad
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e Ventajas econdmicas
o Abarata costes de farmacos
o Reduce en numero de hospitalizaciones

o Reduce el nUmero de analisis control.

1.4.3. ESTRATEGIAS DE DISENO

La primera generacion de fdrmacos contra el cancer basados en la nanomedicina, se
centré en la preparacion de vehiculos con una metodologia para dirigir el tratamiento al
tumor primario, sobre la base del fendmeno de permeabilidad y retencidn aumentada
en la masa tumoral (enhanced permeability and retention effect EPR effect). El efecto
EPR se refiere a la acumulacidon de nanoparticulas en el tejido tumoral facilitada por la
alta permeabilidad (vascularizacion mayor) del tumor y mal drenaje linfatico del fluido

intersticial circundante.

Para conseguir una actividad farmacoldgica eficaz y segura, es necesaria una
minima o nula distribucion del farmaco entre los tejidos y dérganos sanos. La
investigacion sobre los transportadores de farmacos, en concreto su vectorizacion, trata
de dirigir y modular el recorrido de un farmaco en el organismo hasta el lugar de accién
especifico, con el objetivo de concentrar toda la dosis del farmaco administrado en la
célula diana y minimizar la distribucién de éste por todo el organismo. Por ejemplo la
seguridad de un farmaco vehiculizado en un copolimero suele ser mayor que él mismo
administrado libremente en solucidn intravenosa (De Jong y Borm, 2008), sélo asi se

conseguird un éptimo efecto farmacolégico (Arias, 2008).

De esta manera se puede hablar de diferentes estrategias a la hora de planificar el

disefio de nanotransportadores de farmacos:

e Disefio para un transporte pasivo.

e Disefo para un transporte activo.
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1.4.3.1- TRANSPORTE PASIVO

El perfil de seguridad de un farmaco vehiculizado en un sistema coloidal suele ser
mayor que el correspondiente a su administracion en solucidn intravenosa (Haley y
Frenkel, 2008). No obstante, el sistema coloidal también es susceptible de ser atacado
por el sistema reticuloendotelial (SRE) dando lugar a una retirada de éste de la
circulacién sanguinea. Por tanto, en el caso del cdncer estos sistemas transportadores
son eficaces para el tratamiento de tumores localizados en érganos del SRE (Brannon-
Peppas y cols., 2004; Brigger y cols., 2002). Asi pues el coloide presentaria una semivida
plasmdtica demasiado corta y no es posible su acceso a tumores localizados en zonas del
organismo no relacionadas con el SRE. Por este motivo, las nanoplataformas para la
vehiculizacién de agentes antitumorales deberan ser capaces de escapar a los procesos
de reconocimiento llevados a cabo por el SRE, los cuales implican reacciones de

opsonizacidn y captacion por macréfagos

A este respecto, los sistemas transportadores que poseen buenas caracteristicas
de tamafio e hidrofilia, presentan mayor semivida plasmdatica que les permite seguir un
proceso de extravasacidn selectivo o especifico en zonas del organismo afectadas por la
inflamacidn, una infeccién o un fenédmeno de crecimiento tumoral (figura 1.16.). De esta
forma podrian dirigirse las moléculas de farmaco transportadas por el coloide hasta
tumores localizados fuera de las regiones del SRE. Precisamente, estos defectos en la
anatomia y anomalias funcionales se traducen en una mayor permeabilidad de los
componentes del plasma (y las moléculas que viajan por el torrente sanguineo) hacia el

tejido tumoral.

Cuando la masa tumoral alcanza un tamafo de 2-3 mm comienza a formarse una
vasculatura para poder satisfacer la demanda de oxigeno y nutrientes del tumor en
crecimiento. Como resultado se obtiene una neovasculatura diferente de los tejidos
sanos, caracterizada principalmente por la abundancia de poros o canales entre 100 nm
y 2 um, segun el tumor (Maeda y cols., 2009) y un drenaje linfatico deficiente. Las
células endoteliales estan desorganizadas, presentando grandes oquedades. También,

las células perivasculares y la membrana basal o la capa del musculo liso, presentan
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anomalias o incluso estan ausentes. La luz de los vasos tumorales es mas ancha. Esta
anatomia defectuosa junto con las anomalias funcionales, es lo que produce la mayor
permeabilidad a los componentes del plasma sanguineo (Heldin y cols., 2004). Por otra
parte, el lento retorno venoso y el pobre aclaramiento linfatico hacen que las
macromoléculas sean retenidas en el tumor, mientras la extravasacion en el intersticio
tumoral prosigue (figural.16.). Este fendmeno denominado Efecto de Permeabilidad y
Retencion aumentada (efecto “EPR”) es la base para el transporte selectivo de farmacos
hasta el tumor (Maeda y cols., 2009). Un escaso aclaramiento linfatico que produce una
mayor retencion de la nanoparticula en el espacio intersticial, y un lento retorno venoso
que origina una mayor acumulaciéon del coloide (Krasnici y cols., 2003). Entre las
biomacromoléculas que provocan el desarrollo del efecto “EPR”, podemos destacar: el

factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), las bradiquininas y las prostaglandinas.

Tejido normal
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Figura 1.16.-llustracién esquematica de permeabilidad y

retencién de nanoparticulas (Rong, 2010).

Para aprovechar el efecto EPR, el nanosistema transportador de agentes
antitumorales debe tener un tamafo lo suficientemente grande para que no haya
extravasacion en capilares sanos, pero lo suficientemente pequefio para que escape del
SRE permitiendo asi que llegue al intersticio tumoral. Ademas, la carga eléctrica
superficial tiene que ser minima (independientemente de su signo) y su superficie lo
mas hidrdfila posible para retrasar su reconocimiento por el SRE (Maeda y cols., 2009).
La superficie del nanosistema se puede hacer hidréfila recubriéndola con cadenas de

polimeros o copolimeros hidréfilos (mediante adsorcion fisica o conjugacidon quimica)
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como los poloxameros, las poloxaminas, los polisacaridos o, muy habitualmente, los

polietilendxidos (por ejemplo, el polietilenglicol, PEG).

Polietilenglicol (PEG): es uno de los polimeros mas utilizados para mejorar la
direccionalidad del farmaco hacia su lugar de accién reduciendo al minimo la
opsonizacidn de las NPs y prolongando su circulacion in vivo. Es hidrofilico, no iénico y
presenta una excelente biocompatibilidad. EIl PEG puede modificar la carga superficial
de las NPs, reduciendo el potencial zeta negativo y provocando asi un aumento en la

estabilidad del sistema (Garcia-Corvillo, 2016).

1.4.3.2.- TRANSPORTE ACTIVO.

A pesar de que el transporte pasivo contribuye en gran medida a la acumulacién
de los farmacos en el lugar de accion, el desarrollo de estrategias de transporte activo y
su combinacién con las estrategias de transporte pasivo puede mejorar todavia mas la
interaccion farmaco antitumoral — célula cancerosa (Arias, 2011).

El targeting activo hace referencia a la orientacién activa del nanomedicamento,
una acumulacién en los tejidos tumorales, motivada por su marcada especificidad hacia
las células diana.

Varias son las técnicas empleadas en el desarrollo de nanomedicinas dotadas de
una orientacion especifica, todas ellas relacionadas con caracteristicas bioquimicas y
fisioldgicas particulares del tumor y con la sobre-expresién de receptores, condiciones

del microambiente tumoral, etc.

Entre las estrategias de transporte activo se encuentran las basadas en
interacciones ligando-receptor. El nanotransportador se disefia tal que incorpore
moléculas en su superficie que posteriormente se unirdn a los receptores superficiales
de la célula diana, produciendo una liberacidn selectiva del farmaco en el lugar deseado
(Arias, 2011). En el caso de células tumorales, se eligen ligandos que se expresen en la
vasculatura tumoral o en la superficie de las células malignas, y no en las células sanas.

A modo de ejemplo, recientemente se han desarrollado nanoparticulas de PEG

conjugado con dcido hialurdnico, cuya administracidn sistémica asegura una
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acumulacién selectiva en el tejido tumoral, gracias al efecto EPR y una intensa unién a
los receptores tumorales mediante anticuerpos CD44 que se encuentran en la superficie

de la nanoparticula (Choiy cols., 2012; Son y clos., 2014).

El acido félico presenta una elevada especificidad a tejidos tumorales ya que las
células cancerigenas presentan un elevado nimero de receptores tipo folato superior al
de las células sanas (Vert, 1986). Esta especificidad convierte al acido félico en un
ligando de afinidad del sistema de liberacién controlada de farmacos, entre los que
destacan los de naturaleza polimérica. Es de facil incorporacion a través de los grupos
carboxilicos a través de un acoplamiento de dicho ligando por la formacién de un grupo
amida mediante un ataque de grupo amino de sustrato amino derivado a través de una
sustitucion nucleofilica. Un estudio con radiomarcadores mostré que la unién del acido
félico a células tumorales aumento 20 veces mds que en células sanas (Cho y cols. 2008).
Se han usado para el transporte de paclitaxel en nanoparticulas de poli(€-caprolactona)
modificados superficialmente con folato y ha permitido una mayor acumulacién in vivo

en la masa tumoral (Park y cols. 2005)

Otra vectorizacién también usada es la que pretende no solo permear la membrana
celular, si no también hacerlo en otras barreras como la hematoencefilica, que debe ser
atravesada en los procesos de transporte de farmacos que se dirigen al cerebro
(Costantino y cols. 2005). Muchos de los farmacos utilizados para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas no son capaces de atravesar la barrera
hematoencefdlica (BHE) y llegar al cerebro en concentraciones suficientes para ejercer
su efecto terapéutico. La opcidn de desarrollar nanoparticulas poliméricas para ser
administradas por via nasal, mejoria la utilidad clinica del farmaco y se conseguiria
reducir la dosis y la frecuencia de dosificacion a la vez que se reducen los efectos

secundarios (Garcia-Corvillo, 2016).

Otro tipo de disefio para transporte activo para el nanosistema portador del
farmaco hasta el lugar diana es el disefio de coloides sensibles a estimulos externos, los

cuales, si son localizados en el intersticio tumoral aseguran que la degradacidn de la
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nanoparticula ocurra ahi, liberandose el fdrmaco en intimo contacto con las células

diana (figura 1.17.) (Arias, 2011).

Nanoparticulasensible
al estimulo

@N‘

Exposiciénal™

estimulo

Productos de
degradacién

- AR
Liberaciéndel
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transportado

Figura 1.17. Liberacién de un farmaco antitumoral activado por la

exposiciéon de la nanoparticula a un estimulo externo. La destruccion de la

nanoparticula facilita la cesion de la dosis del farmaco en la zona tumoral.

Estos estimulos pueden ser:
e Cambios de pH
e Cambios de temperatura
e Un gradiente magnético
e Llaluz
e Ultrasonidos

e Sistemas enzimaticos.

e 1.4.3.2.1-Cambios de pH

Una de las estrategias mas prometedoras para el transporte de farmacos es el uso

de materiales sensibles a pequefios cambios de pH con respecto al torrente sanguineo.

Un organismo sano tiene un pH extracelular en tejidos y sangre en torna a 7.4, mientras

gue en tejidos de comportamiento tumoral ronda el valor de 6.6-6.9. Las variaciones de

pH se deben a las alteraciones del flujo sanguineo por la escasa organizacién muscular

de la zona tumoral dando descenso de la presidn sanguinea e hipoxia local, con

alteraciones metabdlicas que provocan acumulacion de metabolitos acidos.

El sistema transportador en esta situacidon encuentra un entorno acido al que es

sensible y se descompone liberando el principio activo atrapado. Cabe esperar que éste

tipo de nanotransportadores se distribuyen extensamente por el organismo y sdlo
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donde alcancen la regién de pH acido al que son sensibles, se destruyen liberando el

farmaco (Hilgenbrink y Low, 2005; Jeong y cols. 2003; Lo y cols. 2005).

Recientes estudios hablan de nanoparticulas de poli (lactida-co-glicolida) (PLGA)
sensibles al pH para la administracion oral de insulina, con el fin de mejorar la
biodisponibilidad de insulina entregando la insulina a regiones gastrointestinales
especificas (figura 1.19.). En primer lugar, se preparé el oleato de insulina y luego se
encapsuld en nanoparticulas de PLGA mediante el método de difusion y emulsién con
disolvente. Segun la figura 1.16 sobre los estudios de liberacion de farmaco in vitro
revelaron que la liberacién del farmaco era dependiente del pH, y los resultados in vivo
demostraron que la formulacion de nanocdpsulas compuestas de PLGA eran un

candidato eficaz para la administracion oral de insulina (Shaoping Sun y cols. 2015)

16,000

*H-thymidine incorporation
(dpm)

0 0 5 50 500 E
Insulin (ng/mL)

1 Mormal insulin - I Insulin from Ins—S.0-Comp PLGA NP

E Insulin from the composite microcapsules

Figura 1.18: Actividad bioldgica de la insulina normal, insulina extraida
de Np PLGA e insulina extraida de las microcdpsulas compuestas PLGA.

Los datos son la media £ S.D. (N = 6). (Shaoping Sun y cols. 2015)

e 1.4.3.2.2.-Cambios de temperatura

Los coloides elaborados con materiales termosensibles se caracterizan por sufrir un
proceso de desestabilizacion/destruccidn ante ligeros cambios de temperatura.

Hay una formulacién patentada de liposomas termosensibles (US20130230457A1)
gue comprenden un tensioactivo y fosfolipidos en bicapa, maximizan la potencia del

producto y liberan su contenido a temepraturas moderadamente hipertérmicas (figura
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1.19.). El tamafio ronda alrededor de 50 a 150nm; la preparacion liposomal contiene
doxorrubicina. Los liposomas también comprenden un agente para la formacién de

imagenes o un agente de diagnostico.
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Figura 1.19: Grdfica de liberacién de doxorrubicina

en liposomas termosensibles.

e 1.4.3.2.3.- Un gradiente magnético

Los Nanosistemas magnéticos son capaces de llevar al principio activo al lugar de
accién de forma especifica siempre que el gradiente magnético aplicado se localice en la
zona tumoral. (Sdez-Fernandez E y cols.,, 2010) Se puede incluso lograr que el
nanosistema se mantenga en la masa tumoral durante el tiempo preciso para que el
farmaco vehiculizado se libere a la velocidad deseada (Ciofani G y cols., 2009). Al
principio se pensaba que la formulacién de un sistema transportador magnético sdlo se
basaba en la utilizacién de nanoparticulas magnéticas (generalmente éxidos de hierro
como la magnetita o la maghemita). Sin embargo, este tipo de materiales se caracteriza
por una deficiente capacidad para la vehiculizacién de principios activos, junto con una
liberacion excesivamente rdpida de éstos (Duran JDG, y cols., 2008). Por el contrario, los
polimeros biodegradables y los liposomas tienen una notable capacidad para el
transporte de farmacos: gran eficiencia de vehiculizacidn, junto con una liberacidn lenta,
sostenida o controlable del agente antitumoral transportado. Por lo tanto, desde la
década de 1980 se comenzé el desarrollo de sistemas coloidales mixtos. Estos sistemas

transportadores estan constituidos por un nulcleo magnético que asegura la
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acumulacién del coloide en el lugar diana bajo la influencia de un gradiente magnético, y
un material de recubrimiento (polimérico o liposémico, principalmente) que mejora la
biodegradabilidad y biocompatibilidad de la nanoplataforma, y la capacidad de
transporte de principios activos (ZavisSova V, y cols., 2009) Dado que el gradiente
magnético disminuye con la distancia, la principal limitacion de esta estrategia de
transporte activo de farmacos es la intensidad del campo magnético necesaria para
controlar la permanencia del coloide magnético en el lugar diana, o para activar la
liberacion del farmaco. Para solucionar estos posibles problemas y, por lo tanto,
asegurar la acumulacion selectiva del coloide magnético en estructuras internas del
organismo, se investiga la implantacién de pequefios imanes magnéticos en el interior o
las proximidades del lugar diana mediante cirugia menor. Es mas, se ha descrito que el
uso de implantes magnéticos junto con un campo magnético externo puede acrecentar
aun mas la acumulacion de las nanoplataformas magnéticas cargadas de farmaco

anticanceroso en la zona tumoral (Fernandez-Pacheco R, 2007).

Finalmente, se ha descrito que la combinacidon de este tipo de estrategia de
transporte activo con estrategias de transporte basadas en las interacciones ligando-
receptor permite prolongar la permanencia y conseguir una mayor acumulaciéon del
coloide magnético en la region diana. Para ello, lo que se realiza es modificar la
superficie de estas nanoplataformas magnéticas con moléculas especificas (p. ej., folato
y derivados, anticuerpos monoclonales, transferrina, etc.) de los receptores que se
sobre expresan en la superficie de las células tumorales o en la superficie de las células
endoteliales de los vasos sanguineos que irrigan el tumor (Lin JJ, y cols. 2009). Asi, esta
estrategia incluso puede llegar a aumentar la selectividad de las nanoparticulas

magnéticas por la neovasculatura tumoral (Tietze R, y cols. 2009).

e 143.24.-laluz

Los puntos cuanticos son nanocristales coloidales semiconductores que tienen un
didametro de 2 a 10 nm. Pueden ser sintetizados a partir de diversos tipos de materiales
semiconductores a través de la sintesis coloidal o por sintesis electroquimica. Los puntos

cuanticos mas utilizados son el seleniuro de cadmio (CdSe), el teluro de cadmio (CdTe),
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el fosfuro de indio (InP), y el arseniuro de indio (InAs). En las imdgenes de tejidos
biolégicos, estas particulas sirven de agentes de contraste, proporcionando una
resoluciéon mucho mayor que los actuales tintes fluorescentes. Los puntos cudnticos
pueden absorber la luz blanca y volver a emitirla en cuestidn de nanosegundos con
diferentes bandas prohibidas de energias que corresponden a diferentes combinaciones
de particulas. Al igual que las nanoparticulas, los puntos cudnticos pueden ser
modificados a través de la conjugacién de la superficie con varias moléculas para la
vectorizar y entregar en el lugar especifico. También proporcionan la superficie
suficiente para sujetar agentes terapéuticos, la administracion de farmacos, la

obtencién de imdgenes in vivo (Oropesa Nuiiez y cols. 2012).

e 1.4.3.2.5.-Ultrasonidos

Se basa en exponer la zona tumoral a ultrasonidos. Conseguimos dirigir el
nanotransportador en la regién alterada y liberar totalmente el farmaco en el espacio
intersticial (Rapaport, 2004). Es una estrategia no invasiva dado que los ultrasonidos
tienen una adecuada capacidad de penetracidon. Podemos localizar la acciéon controlando
parametros (frecuencia, potencia, tipo de aplicacion,...). Al aplicar los ultrasonidos en la
region tumoral se consigue aumentar la permeabilidad de los capilares sanguineos que
irrigan la zona, generando energia térmica. La nanoparticula logra llegar al lugar por
transporte pasivo y al alcanzar la zona el coloide es alterado y degradado gracias a los

ultrasonidos, liberando el principio activo.

e 1.4.3.2.6.-Sistemas enzimaticos.

Otra estrategia es usar como estimulo biolégico enzimas. Consiste en hacer una
nanoparticula que pueda ser degradada por enzimas tipo lipasas, proteasas, oxidasas y
gliosidasas. Estan dotadas de una alta especificidad (De la Rica y cols., 2012).

Las enzimas son componentes clave en la bio-nanotecnologia, pues otorgan
capacidades excepcionales de vectorizacion y catalizaciéon. Cuando se combinan con las
propiedades fisicas de los nanomateriales, las nanoparticulas sensibles a las enzimas

pueden disefarse para realizar funciones de manera eficiente y con alta especificidad
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para el estimulo. Se ha aplicado con éxito en la administraciéon de farmacos en los que
en el tejido diana se vuelca la carga por la accidn biocatalitica de una enzima.

Por otra parte, la transformacién quimica de la enzima al vector también puede
generar moléculas terapéuticas, por lo tanto se podria hacer un disefio de nanoparticula
con efecto sinérgico.

Otra aplicacion seria fabricar sensores ultrasensibles para diagnosticar
enfermedades. Las nanoparticulas pueden ser polimeros, liposomas, nanoparticulas de

oro y puntos cuanticos (de la Rica y cols., 2012).

1.4.4.- INTERNALIZACION DEL SISTEMA TRANSPORTADOR EN LA CELULA
Con el nuevo disefio de vectorizacién, la actividad farmacoldgica del sistema
depende, ademas del mecanismo de accidn del principio activo, del mecanismo de

liberacidn y penetracion al érgano diana.

Cuando el blanco farmacolégico se encuentra a nivel intracelular, hay diferentes
formas por las que se presume que una nanoparticula cargada entra en la célula a través
de la membrana. Para ello debe difundir a través membrana plasmatica, acceder al
citoplasma vy liberar el principio activo. La internalizacién viene influenciada por las

propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas.

Podemos encontrar diferentes formas para que el nanosistema se internalice en
la célula, como se muestra en la figura 1.20.:

1. Penetracion

2. Endocitosis/Semi-endocitosis

3. Adhesion

1.-La penetracién se da cuando la nanoparticula es lo suficientemente pequefia y

puede deslizarse a través de la membrana para entrar en la célula.

2.-La endocitosis ocurre cuando la membrana cubre lentamente a Ia

nanoparticula hasta que queda totalmente introducida en la célula, formando una
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vesicula. La semiendocitosis se produce cuando la nanoparticula no estd totalmente

dentro de la célula, sino que parte permanece en la superficie.

Se estima que al llegar una nanoparticula a la superficie de la célula, se invagina
la membrana y entra en el citoplasma a través del endosoma, que normalmente se
fusiona con lisosomas generando un ambiente hostil que hace degradar a Ia

nanoparticula, liberando su carga. (Mukherjee 1997).

Hay diversos tipos de endocitdsis dependiendo de diversos factores, como son el
tamafio de la nanoparticula, la naturaleza de material a incorporar y el mecanismo de

formacién de la vesicula. Se pueden agrupar como:

e Endocitosis mediada por clatrina
e Endocitosis mediada por caveolas

e Endocitosis mediada por particulas no recubiertas

La Endocitosis mediada por clatrina introduce vesiculas inferiores a 156nm,
forma vesiculas de unos 120nm. La Endocitosis mediada por caveolas es a través de
invaginaciones arbitrada por una proteina llamada caveolina, que parece ser que tiene
una funcién analoga a la clatrina. La ultima mencién de endocitdsis no se conoce todavia

su sistema de regulacién.

3.-La adhesién se da cuando la membrana celular se curva y permite que la
nanoparticula sea envuelta. El tamafio debe ser inferior a 80nm y se internaliza en el
citosol sin intervencién de enzimas. Esta forma es mas ventajosa para moléculas
especialmente sensibles, como péptidos o acidos nucleicos ya que evitan la degradacién

lisosomial (Hillaireau y cols., 2009).
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Figura 1.20.: Entrada de Nanoparticulas a la célula, a) Penetracién, b) Endocitosis/Semi-
endocitosis, c) Adhesion. Adaptado segun el blog by the Center for Sustainable
Nanotechnology

Los ultimos estudios hablan de que las Nanoparticulas poliméricas utilizan la ruta
de Endocitosis clatrina dependiente (Garcia-Corvillo, 2016).

1.4.5. PROGRESOS EN EL DESARROLLO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS

De las primeras nanoparticulas poliméricas (PLA, polimero del acido lactico),
fueron administradas por via intravenosa y se observd una adsorcidon de
inmunoglobulinas y otras proteinas plasmaticas produciendo una posterior
captura por fagocitos del higado y bazo (Leroux 1998). Esta primera generacién de
nanosistemas fue considerada entonces como ideal para vectorizar farmacos hacia
el higado en caso de patologias a este nivel, como hepatocarcinomas.

Como Nanoparticulas poliméricas de segunda generacion se les recubrié de
polimeros hidroéfilos para evitar la captura hepatica y favorecer la circulacién por
mas tiempo y llegar asi a alcanzar el érgano diana; polimeros tipo Propilenglicol
(PEG) entre otros (Peracchia y cols., 1999)

Actualmente estan siendo evaluadas nanoparticulas de la tercera
generacion, las cuales se les incorpora ligandos en su superficie capaces de
reconocer receptores sobreexpresados en células cancerosas y fijarse a ellos
(Russell-Jones y cols., 2004, Turley y cols., 2002). Son sistemas muy complejos a

nivel fisicoquimico a la hora de su formacion.
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1.5.- MATERIALES POLIMERICOS

Los polimeros han resultado ser de los materiales mds promisorios para la
fabricacidn de los nanotransportadores, en parte gracias a la gran variedad y versatilidad
que presentan estas macromoléculas (Gil y cols., 2004). Centenares de estructuras
guimicas desde su sintesis, propiedades como biodegradabilidad y biocompatibilidad,
los hacen grandes candidatos como materia prima en la produccién de

nanotra nsportadores.

1.5.1. BIOCOMPATIBILIDAD

Una de las caracteristicas mds importante de los biomateriales es la
biocompatibilidad, es decir, que el agente externo no sea rechazado por el organismo y
que sea capaz de desencadenar una interaccidn nanosistema-organismo predecible y

controlada (Fournier y cols, 2003).

En el campo de la medicina, los biomateriales empleados difieren en cuanto a su
composicidon quimica, grado y condiciones de polimerizacién, peso molecular, presencia

de aditivos e impurezas; forma, estructura, textura, rigidez o flexibilidad.

Una vez que se introduce el nanosistema en el organismo se produce una
interaccion, se le conoce como interaccién nanosistema-organismo, pudiendo ser de
tipo:

e proceso inflamatorio

e formacién de capsulas fibrosas

e producir un cuadro infeccioso

La inflamacidn es la respuesta del organismo a la agresion de un agente extrafo.
Se observan cambios en la permeabilidad vascular de la zona afectada, promueve el
transporte de fluido inflamatorio, rico en proteinas. Los leucocitos, por unos factores de
estimulacion, tienden a adherirse al endotelio de los vasos sanguineos para atravesar
sus paredes y rodear al agente externo. La intensidad y duracién de la respuesta

depende del tamafio y naturaleza del material introducido. Una reaccién a nivel celular
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suele ser breve y de poca intensidad, asi que seria un buen sintoma de compatibilidad
con el tejido de contacto con el agente externo (Babéense y cols, 1998; Rihova, 1996;
Rihova 2000). En circunstancias favorables, el proceso inflamatorio remite en varios

dias, produciendo una regeneracién de la zona afectada.

Otro efecto puede ser la respuesta formando una cdpsula fibrética, -de mayor o
menor tamafo-, y caracteristicas como densidad capilar, poblacién celular, tardando

incluso meses en estabilizarse.

1.5.2.- BIODEGRADABILIDAD

Los polimeros biodegradables deben cumplir la condicién de ser estables y de
poseer enlaces quimicos potencialmente degradables en el organismo. Pueden ser de
origen natural o sintético. Los enlaces seran de tipo acetales, esteres, orto-esteres,
amidas y enlaces glicosidicos. Entre los polimeros biodegradables encontramos
Poli(alquilcianoacrilato), Poli (D,L-lactida), Poli(glicolida), Poli(D,L-Lactida-co-glicolida),
Poli(etilenamina), Polietilenglicol, alginato, dextrano, poli(vinilalcohol)
Poli(metildenmalonato), gelatina, chitosan, goma guar, Poli(acrilamida),
Poli(glutaraldehido), Poli(-caprolactona), polidcido Lactico (PLA), Poli (éter de divinil-co-
maleinanhidrido), poli(estireno-altmono-n-butilmaleinato), Poli(1-vinil-2-pirrolidona),
Poli(1-vinil-2-pirrolidona-co-maleinanhidrido), Poli[(N-acriloil)morfolinal,

Poli(N,Ndimetilacrilamida), entre otros (Putnam y Kopecek 1995, YangY Kopecek 2014).

1.5.3. TIPOS DE POLIMEROS NANOTRANSPORTADORES

Los polimeros pueden ser de origen natural o sintético.

Los de origen natural presentan alta biocompatibilidad y biodegradabilidad, sin
embargo pueden variar sus propiedades por lo que se prefiere el uso de los sintéticos.
Los sintéticos estan libres de aditivos, impurezas, quimicamente inertes, obtenidos
generalmente por procesos de polimerizacidn a partir del mondmero o a través de un
polimero preformado; se pueden estandarizar con mayor facilidad pues es de vital

importancia la evaluacidn de sus propiedades bioldgicas.
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Segln su estructura fisica, en estado sélido pueden ser amorfos o cristalinos,
segun si sus regiones estdn o no ordenadas. Los polimeros varian enormemente sus
propiedades en funcién de su estructura fisica. Polimeros con capacidad de cristalizar
son aquellos cuyas moléculas son quimica y geométricamente regulares en su
estructura; irregularidades ocasionales, como ramificaciones de la cadena o la
copolimerizacién (se hablard en posteriores epigrafes) pueden limitar el alcance de la

cristalizacion.

1.5.4. TIPOS DE SISTEMAS TRANSPORTADORES POLIMERICOS

Los sistemas transportadores de tipo polimérico se pueden clasificar segin cémo
sea la forma de incorporar al principio activo. Puede ser bien de forma fisica o bien,
quimica (Ringsdorf 1975). En funcion de cdémo sea, variara la liberacion del principio

activo y por tanto, su dosificacion (Lopez Gascé, 2011).

Dosificacion controlada por medios fisicos:
La unién del nanosistema con el principio activo es de forma fisica. Los mas
frecuentes son los sistemas controlados por difusién de tipo reservorio, matriz, o bien

los controlados por hinchamiento (Laurencin y cols, 1987; Peppas y cols, 2000).

Los sistemas depdsito o reservorio constan de un nucleo donde permanece el
principio activo rodeado de una membrana delgada, homogénea y no porosa (Korsner y
Peppas, 1981). Es el polimero el que controla la velocidad de salida del principio activo,
la liberacién del principio activo tiene lugar mediante la disolucion del soluto en la fase
soluto-polimero. La posterior difusiéon del principio activo tiene lugar a través del
gradiente de concentracion. La velocidad de liberacién puede describirse por la primera
ley de Fick (Lopez Gascd, 2011); esta ley habla de que cuando en un sistema
termodindmico multicomponente hay un gradiente de concentraciones, se origina un
flujo irreversible de materia, desde las altas concentraciones a las bajas y a este flujo se
le llama difusién. La difusién tiende al estado de equilibrio a una concentracion

constante. La ley de Fick dice que el flujo difusivo que atraviesa una superficie para un
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sistema discontinuo (membrana que separa dos camaras) es directamente proporcional

al gradiente de concentracién segun la ecuacion:

Ac
J=D-—_ 1.1
5 (1.1)

J: flujo difusivo (mol cm?s™

D: coeficiente de difusién (cm? s
Ac: diferencia de concentraciones molares

6: espesor de la membrana

Por tanto, la salida del principio activo puede controlarse ajustando la geometria
del sistema empleado, el espesor de la membrana, la diferencia de concentracion a
través de la membrana, las caracteristicas termodinamicas del sistema (coeficiente de

particidn) y la estructura del polimero (coeficiente de difusion del polimero).

Los sistemas matriciales son en los que el principio activo esta engarzado en un
soporte polimérico sélido, bien disuelto o bien disperso en el caso de no ser soluble en
el medio polimérico o estar a una concentracion mas elevada de lo que permite su
solubilidad. En ambos casos, la salida del principio activo se produce por difusién
molecular a través del soporte o por los microporos existentes en la matriz. La
solubilidad del soluto en el polimero es una factor importante en el control de liberacién
del principio activo (Peppas y Gurny, 1983), pudiéndose encuadrar en la segunda ley de
Fick, que se usa en la difusidon no constante, es decir, cuando la difusion es en estado
estacionario, donde el coeficiente de difusion es independiente del tiempo. Establece
gue la velocidad de cambio de la composicion es igual al coeficiente de difusién por la

velocidad de cambio de gradiente de concentracion:
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dCy d dCy
— > =—|D—* 1.2
dt d;(L d;(J (1.2)

Cx: Concentracidn del principio activo a distancia x de la superficie en
el tiempo t

% distancia desde la superficie
D: coeficiente de difusién del elemento que difunde

T: tiempo

Sistemas controlados por hinchamiento son los que el principio activo se
encuentra disuelto-disperso en un polimero hidréfilo, entrecruzado o no, el cual se
hincha al entrar en contacto con un medio acuoso liberando el principio activo al medio.
Implica un proceso de absorcion de agua y de forma simultanea otro de desorcion del
principio activo por difusiéon controlado por el hinchamiento del polimero. Inicialmente
el polimero estd en estado vitreo y al entrar el agua se hincha alcanzando valores
proximos a la Tg del medio que le rodea pasando a un estado mas eldstico, donde el

principio activo difunde hacia el medio externo (Peppas y cols., 2000).

Dosificacion controlada por medios quimicos:

Son el grupo que incluye la liberacion del farmaco con la degradacion del
nanosistema polimero-farmaco. El polimero va unido covalentemente al principio activo
a través de unos enlaces débiles que pueden romperse por hidrélisis o de forma
enzimdtica (Elvira y San Roman 1997; Liso y cols., 1995). Los enlaces se producen a
través de los grupos funcionales facilmente degradables en el medio fisioldgico. Con un
estudio de este tipo de enlaces se estableceria el control de liberacién del principio

activo al medio externo (Parejo y cols., 1996)

Los sistemas bioerosionables se encuentran en un estado intermedio entre unidn
fisica y quimica. La degradacion de polimero librera el principio activo de forma
controlada conforme se va erosionando el polimero que lo rodea. La principal ventaja es

gue los polimeros erosionables y biodegradables son gradualmente reabsorbidos por el
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organismo; asegurandose de que son productos no téxicos, ni inmunogénicos ni

cancerigenos.

De forma genérica, la degradacién de un nanosistema es (Sanz y cols., 2004):

e  heterogénea: ocurre en la superficie del material que esta en contacto con el
medio fisioldgico; la velocidad de degradacién es constante y el material no degradado
mantiene su integridad quimica durante el proceso. Légicamente, aquellos materiales
que poseen alta relacion superficie/volumen se degradardan mas rapido que sus

equivalentes con una relacién menor.

e Homogénea: es un deterioro aleatorio en toda la masa de la matriz
polimérica. Cuando el peso molecular del polimero va decreciendo de forma continua, el
material puede mantener su forma original y retener masa hasta que el polimero haya
experimentado una considerable degradacion, aproximadamente mas del 90% de su
masa.

A modo de ejemplo, se muestran algunas de las multiples investigaciones
recientes sobre encapsulacién de principios activos en nanoplataformas poliméricas

indicando sus diferentes vias de administracién (Tabla 1.4):

Polimero Macromolécula Modelo Animal Parametro investigado Referencia

Administracion Pulmonar

PLGA Insulina Rata Descenso de Glucemiay | Eduards DAYy cols.,
biodispponibilidad 1997

Air, Alkemes)

PLGA Insulina Rata Descenso de Glucemia Kawashima Yy cols.,

1999

PLGA Insulina Rata Descenso de glucemiay | Aguilar MMG, y cols.,
otros parametros 2004

PEG-Fosfato calcico Insulina Rata Parametros Garcia-Contreras Ly
farmacocinéticos y cols., 2003

farmacodinamicos
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Ac Hialurénico Insulina Perro de raza Parametros Surendrakumar Ky
Beagle farmacocinéticos cols., 2003
Quitosano Insulina Rata Descenso de glucemia Carrion-Recio D,
Administracion via nasal
PLA VIH-2 Raton Respuesta inmune Stieneker, 1991
PLA Ovoalbumina Raton Respuesta inmune Somavarapu, 1998
PLA-PEG Toxoide tetanico | Cobayas Respuesta inmune Almeida 1991
PLA-PEG Toxoide tetanico | Rata Absorciéon y Tobio, 1998
y ADN biodistribucidn
plasmatico
PLAy PEG-PLA Toxoide Tetanico | Ratony rata Biodistribucién y Vila A, 2002

respuesta inmune

PLG Antigeno Oveja Respuesta inmune Starley A, 2006
Toxoplasmosis

Poly-E-caprolactona | Toxoide diftérico | Ratdn Respuesta inmune Singh J, 2006

PLGA-polaxamero y Adn Plasmidico Ratoén Respuesta inmune Casaba 2006

PLGA-Poloxamina

Quitosano Insulina Conejo Descenso de glucemia Ferndndez-Urrusuno,

19999

Quitosano Toxoide tetanico | Ratdén Respuesta inmune Vila 2004

Quitosano Ovoalbuminay Rata Respuesta inmune Nagamoto T, 2004
toxina colérica

Quitosano Toxoide Tat Raton Respuesta inmune Le Buanec H, 2001

Quitosanoy Adn Plasmidico Raton Transfeccidn-respuesta Csaba, 2009

Quitosano-PEG inmune

N-Trimetil- Antigeno gripe Raton Respuesta inmune Amidi M, 2007

Quitosano

Maltodextrina Antigeno Raton Respuesta inmune Debinm 2002.

Hepatitis B y B-
galactosidasa

Via Parenteral
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PLGA Bacitracina Raton Parametros Hong 2017
farmacocinéticos y
farmacodinamicos y
respuesta inmune

Tabla 1.4: Algunas de las multiples investigaciones recientes sobre encapsulaciéon de

principios activos en nanoplataformas poliméricas y vias de administracion.

1.6.- POLI (D,L-LACTIDA-CO-GLICOLIDA)

La administraciéon parenteral de farmacos encapsulados en nanoparticulas de
PLGA, ya ha sido aprobada por la Administracién Sanitaria de EE.UU. (FDA), con fines de
diagnéstico y tratamiento de diversas patologias, incluyendo enfermedades
cardiovasculares, metabdlicas, cancer y en la ingenieria de tejidos (Mert y cols., 2012). El

PLGA esta formado por poli-(D,L-lactida) y poli (glicolida) (PGA) (figura 1.21.).

Los poliésteres, solos o en combinacidon con otros polimeros, han demostrado
grandes posibilidades en este sentido. Entre ellos, la poli-(D,L-lactida-co-glicolida), PLGA,
es ampliamente conocida por su alta biocompatibilidad y biodegradabilidad. Esto
significa que no causan ninguna respuesta adversa significativa en el medio fisioldgico
gue dafie el biomaterial tras la interaccién con los tejidos y fluidos corporales y que se
biodegradan en componentes no tdxicos, tanto quimica, fisicamente o por una

combinacion de ambas.

A nivel quimico, el PLGA son unos copolimeros lineales de D,L-acido lactico y
glicdlico, (D,L-PLA y PGA respectivamente), que es encuentran en proporciones

monomeéricas variables.

CH3 O
0 H
HO (0]
O n m

Figura 1.21: Estructura quimica del PLGA, n es el
numero de unidades de PLA y m indica el nimero de
unidades de PGA que componen la molécula de PLGA.
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Las moléculas de PLGA pueden sintetizarse mediante polimerizacién por
condensacién del PLA a temperatura no inferior a 120 °C, o por debajo de ésta
temperatura, con el uso de catalizadores. Por este método se obtienen polimeros de
bajo peso molecular (MR<10000 Da). Para obtener los copolimeros de elevado peso
molecular es necesario partir de los dimeros ciclicos de PLA y PGA en presencia de
catalizadores y bajo condiciones controladas de presién y temperatura.

Cuando en la reaccién de polimerizacién no existen reacciones secundarias, se
producen polimeros lineales; bajo condiciones especiales se pueden obtener con
ramificaciones cortas o largas (figura 1.22) Se emplea el término lineal aunque los
angulos de enlace son proximos a 109° como consecuencia de la configuraciéon

tetraédrica de los dtomos de carbono de la cadena principal.

R ARNCAR AR S

(a) (b) (c) (d)

Figura 1.22: (a) polimero lineal sin ramificaciones, (b) con ramificaciones cortas

(c) con ramificaciones largas (d) copolimero entrecruzado

Las ramificaciones producen volumen libre y aumentan la separacién entre las
cadenas, de ahi la densidad del polimero. Los polimeros lineales y ramificados son
solubles en ciertos disolventes. Cuando unas cadenas se unen a otras de igual o
diferente naturaleza, forman redes tridimensionales y el polimero se hace insoluble. Las
redes entrecruzadas se logran cuando existen muchos puntos de unién con la cadena
principal, de modo que los polimeros entrecruzados se consideren como una sola

molécula de tamario infinito.

Durante la polimerizacién, las unidades monoméricas sucesivas (de PLA o PGA)
estdn unidas entre si por enlaces tipo éster, obteniéndose de este modo un producto
amorfo (poliéster alifatico lineal). Las formas de PLGA se identifican generalmente por la

proporcion de PLA y PGA que contienen. Por ejemplo, para PLGA 40:60, un 40% del
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copolimero es PLA y un 60% es PGA. El que se utiliza con mayor frecuencia en
Nanotecnologia Farmacéutica es el PLGA 50:50, 50% de 4acido lactico y 50% de 4acido
glicélico (Tong y cols., 2012). El grado de cristalinidad del copolimero de PLGA también

dependerd de la proporcién molar PLA:PGA (Coco y cols., 2013).

O\‘ o CHy O\\ 0
L
H,C o o o o
Acido D,L-lactico Acido glicélico
l Catalizadar
I I
H O—TH—C—O—CH—C 0—CHy=C—0—CH,-C—0H
CH4 CH4
X Y

Acido poli-(D,L-lactico-co-glicdlico) PLGA

l Hidrdlisis

o
H—0—CH—C—0H + HO—CH,-C—0OH
b,
Acido lactico Acido glicalico

Figura 1.23: Sintesis e hidrdlisis del copolimero poli(D,L-

Lactico-co-glicdlico, PLGA (Rosas y cols, 2007).

En cuanto a la biodegradacién de PLGA se produce por varias formas que
desarrollaremos posteriormente; de forma genérica ocurre una bioerosién y una
bioabsorcién, la liberacion del farmaco incorporado depende de la velocidad de
degradacion del material polimérico. Diferentes estudios indican que el PLGA, tiene una

degradacion compleja y heterogénea. (Vert y cols., 1994).

La estructura quimica del PLGA formada por enlaces de tipo éster, permite una
degradacion mediante hidrdlisis del acido poli-glicélico (PGA), que pasa a metil poli-

lactico (PLA). EI PGA es un polimero hidrofilico con una tasa de degradacion
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relativamente rapida, en cambio el PLA tiene un grupo metilo que le confiere
propiedades mas estables. El PLGA ofrece mejor control en la degradacién que los
polimeros de PLA y PGA en forma individual y se puede variar la proporcién entre PLA y
PGA para aumentar o reducir el tiempo de reabsorcién. Asi mismo, el PLGA puede ser
hidrolizado por enzimas tales como hidrolasas, proteasas, glicosidasas y fosfatasas
(Virlan y cols., 2015).

Existe cierta controversia en si hay o no hidrélisis enzimatica en la degradacion
de dicho polimero, autores que hablan de que la bioerosién se da sin implicacién
enzimatica y autores que hablan de que las enzimas desempefan un papel importante,
basandose en que son diferentes los modelos in vivo e in vitro. Holland y sus
colaboradores (Holland y cols., 1986) concluyeron en que se espera una implicacién

enzimatica cuando el polimero esta en estado gomoso (Lewis 1990).

Los productos resultantes de la biodegradaciéon del PLGA son mondmeros de
lactida y glicolida, que son inocuos para la salud. Estos productos de degradacién son
eliminados por el ciclo de Krebs como didxido de carbono y eliminados por la orina (Ma

y cols., 2012).

Estudios in vivo e in vitro han probado la ausencia de toxicidad y la

biocompatibilidad de las nanoparticulas de PLGA (Swami vy cols., 2014).

1.6.1.- LIBERACION DEL PRINCIPIO ACTIVO

La liberacién de principio activo desde las nanoparticulas de PLGA generalmente
ocurre por difusion a través de la matriz y por los poros de la estructura del polimero.
Sin embargo la biodegradacion de la matriz del polimero degradado continuamente
cambia la geometria de la nanoparticula y la textura de la matriz del polimero, por tanto

la degradacidn es una combinacién de difusion y degradacion.

La degradacion del polimero implica la erosidon de la masa, para esto, la

nanoparticula toma agua para su disolucién y asi generar la degradacién de la matriz.
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Tras la hidratacion del polimero, la molécula del principio activo encapsulado comienza

a disolverse en el medio acuoso y difunde fuera de la matriz del polimero.

Se pueden distinguir, de forma genérica, tres etapas:

1. Una liberacién inicial del principio activo adsorbido en la superficie de la
nanoparticula.

2. Una liberacion del principio activo por difusidon a través de los poros durante la
degradacion de la matriz del polimero.

3. Una liberacion del principio activo por la erosién y desintegracién de la matriz

del polimero.

El acido lactico y/o el acido glicélico son materiales higroscépicos y sufren una
degradacion en solucién acuosa. Esta degradacién se conoce como biodegradacién por
producirse con frecuencia en organismos vivos. Se cree que se produce en 4 etapas

consecutivas (Wu XS, 2001):

Hidratacion
Degradacion inicial

Degradacién adicional

S

Solubilizacién

La degradacién del PLGA en un medio acuoso es también la velocidad de
penetracién o hidratacidon del medio al polimero. En la hidratacion, el medio acuoso
entra en la matriz polimérica y va distendiendo el polimero, a la vez que disminuye su
Temperatura de transicion vitrea (Tg). Empieza la degradacion a través de los enlaces
tipo éster. La hidrélisis va rompiendo el esqueleto polimérico y por tanto, disminuyendo
el peso molecular del polimero. Como influye el peso molecular en las propiedades
mecanicas, va enlenteciendo su degradacién pero no su integridad. En la etapa de
degradacion adicional, el polimero sigue degraddandose hasta el punto de no poder

mantener su integridad.
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1.6.2.-VARIABLES EN LA LIBERACION DEL PRINCIPIO ACTIVO

Como variables en la liberacién del principio activo en nanoparticulas de PLGA se

estudian:

e Composicidn del polimero

e Configuracion del polimero

e Solubilidad

e Masa molecular y viscosidad intrinseca

e Temperatura de transicion vitrea (Tg)

e PH

Absorcion del agua

La cinética de degradacidn del polimero es de vital importancia para conseguir la
eficacia terapéutica, por tanto, en la fabricacion de Nanoplataformas, la forma en que el

principio activo se libera en el organismo es tan importante como el farmaco en si.

Efecto de la composicion sobre la biodegradabilidad del PLGA

La composicion del PLGA varia al variar las proporciones de PLA y PGA. La
composicion del PLGA influye en la hidrofobicidad y humectabilidad y esto se mantiene
durante todo el proceso de la degradacidén. El rendimiento de la degradaciéon de PLGA de
peso molecular similar pero de composicién diferente (diferentes % PLA/PGA), varia
claramente. Se experimenta que un mayor contenido en acido lactico se degradan mas
despacio que los de contenido en acido lactico menor (Wu XS, 2001). Polimeros con
mayor proporcion de acido lactico son menos susceptibles a la hidrélisis pues el grupo
metilo impide estéricamente el ataque de moléculas de agua, por tanto, también

enlentece la humectabilidad y la hidrofobicidad.
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De forma genérica, parece ser que la degradabilidad sigue una cinética de primer

orden, aunque las composiciones de PLA/PGA sean diferentes.

B000 =

Mw
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3000 o

PLGAT0D/O
PLGASS/15
PLGATS/25
PLGABS/35
PLGASHSD

Time (day)
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Figura 1.24: Grafica de la biodegradacion del PLGA de

diferente composicién PLA/PGA. Se evalua el peso molecular

promedio (M) en funciéon del tiempo (dias) (Xue SW, 2001).

En valor absoluto, la velocidad de la degradacién aumenta con la proporcién de

PGA en los polimeros. El periodo inicial de la degradacion PLA/PGA consiste en la

ruptura de la cadena de forma constante, pero la mayor o menor velocidad de ruptura

depende de la composicién del PLGA. Esto esta en acuerdo con la teoria de que la

hidrdlisis de polimero esta determinada por la hidratacién de los enlaces tipo éster de la

cadena polimeral a diferentes velocidades.

Muestra

PLGA 100/0

PLGA 85/15

PLGA 75/25

PLGA 65/35

PLGA 50/50

Constante de
biodegradacion

0.0222

0.0422

0.0428

0.0521

0.0544

Tabla 1.5.: Valores de la constante de biodegradacién (dias™) al ir variando la

composicion PLA/PGA (Xue SW, 2001).
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Efecto de la configuracion del polimero sobre la biodegradabilidad del PLGA

La configuracidn es la ordenacion en el espacio de los sustituyentes de un atomo

de carbono particular.

En el PLGA, el PLA es un polimero termoplastico (polimero lineal no
entrecruzado que puede ser fluido por calentamiento y toma una forma determinada
manteniéndola en frio), amorfo o semicristalino. Ampliamente aplicable para la
liberacion de farmacos, suturas biodegradables y diferentes implantes (Kohn J y cols.,
1996). Contiene una unidad Opticamente activa al tratarse de una molécula quiral,
existe como isdmero L-PLA o como forma racémica D,L-PLA. Tanto el acido lactico D
como el L son fisica y quimicamente idénticos en todos los aspectos excepto en que
cada uno rota en direccién opuesta. Los polimeros semicristalinos tienen las cadenas
dobladas, formando regiones ordenadas y densas llamadas dominios cristalinos,
haciendo una especie de enlaces cruzados que confieren al polimero una resistencia y
atraccion mayor dédndole mas rigidez en comparacién con el polimero amorfo. Los
derivados poliméricos D y L son semicristalinos mientras que el D,L-PLA (mezcla
racémica) es siempre amorfo. Una de las caracteristicas mas importantes de todo esto
es que le confieren propiedades mecanicas diferentes, entre ellas el tiempo de
degradacion del polimero. Los copolimeros de PLGA generalmente contienen la forma

racémica de acido lactico.

El criterio de seleccién de PLA dependera del resultado que se quiera obtener.
Para tratamientos que requieran una degradacion a largo plazo, la forma L-PLA sera la
indicada, mientras que lo mas importante sea la absorcidn en espacio de tiempo corto,
la forma amorfa serd la mds indicada (D,L-PLA). Se pueden graduar estas propiedades

utilizando polimeros de L/DL-PLA (Mooney DJ, 1995).

Efecto de la solubilidad sobre la biodegradabilidad del PLGA

Estos biopolimeros son solubles en gran nimero de solventes organicos e

insolubles en soluciones acuosas. En un medio acuoso tienen la capacidad de absorber

97



Disefio de Nanoplataformas Biocompatibles con Potencial Actividad | INTRODUCCION
Antitumoral

agua e hincharse, lo cual es una de las propiedades caracteristicas, segun el peso
molecular y la composicion monomérica a tener en cuenta en su biodegradabilidad

(Lewis, 1990; Xue SW 2000).

Efecto de la masa molecular y viscosidad en la biodegradabilidad del PLGA

La adicion de copolimeros de PLGA a un solvente hace que aumente
considerablemente la viscosidad. Este pardmetro estd proporcionalmente relacionado
con su masa molecular, pues esta definida por el grado de polimerizacién. Los
biopolimeros comunmente utilizados para la elaboracién de nanoparticulas de la
liberaciéon controlada tienen un peso molecular de entre 12.000 y 200.000. Existen
biopolimeros de menor peso molecular, pero sus propiedades no son las mas adecuadas
para este objetivo. Biopolimeros con peso molecular demasiado alto dificultan la

preparacion de estos nanosistemas (Lewis, 1990).

Por tanto, polimeros de diferentes pesos moleculares se degradan a diferentes
velocidades. La literatura afirma que los polimeros de alto peso molecular inicial pierden
su resistencia mecanica de forma mas lenta que los de menor peso molecular. Esta
afirmacion no significa que los polimeros de mayor peso molecular tengan menor

degradabilidad, de hecho se puede ver en la siguiente grafica modelos similares.
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Figura 1.25: Biodegradaciéon del PLGA, peso molecular (M)

en funcién del tiempo (dias). PLGA (Xue SW, 2001)

Muestra (Masa molecular) 166630

241450

66946

31403

10876

Constante de biodegradacion 0.0969

0.0961

0.0834

0.0681

0.0472

Tabla 1.6: Valores de la constante de biodegradacién (dias™) segun el peso molecular

(Xue SW, 2001)

Con diferentes pesos moleculares, polimeros de igual composicién se degradan

siguiendo tres fases (Xue SW, 2001).

1. Biodegradacién lenta, debida a la lenta hidratacién de polimero. Los polimeros

deben ser hidratados para ser degradados

2. Degradacion mas rapida

3. Disminuye la velocidad de degradacidn que se puede atribuir al bajo peso

molecular de los polimeros restantes.

Degradacion La degradaciéon de PLA/PLGA ocurre por hidrélisis no enzimatica. A

pesar de que existen numerosos estudios sobre la degradacidn de estos poliésteres, los

datos obtenidos de polimero nativo en polvo o de muestras procesadas tales como

peliculas, implantes o suturas quirdrgicas no son necesariamente representativos del
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mecanismo de degradacidon de las microesferas. Por tanto, se han realizado estudios
especificos con microesferas elaboradas con diferentes PLA y PLGA (Tomasin C, 1996).
Los resultados mostraron que las microesferas de PLGA 50:50 de bajo peso molecular, el
mas hidrofilico, se degradaban in vitro aproximadamente en un mes, mientras que
(Rosas y Pedraz, 2007) las microesferas elaboradas con el polimero mas hidrofébico,

D,L-PLA de gran peso molecular, requerian 12 a 16 meses para su hidrélisis completa.

Respecto a la proporcion de PLA/PGA, un valor mas bajo provocé una degradacion
mas rapida debido a la mayor hidrofilidad. En sentido contrario, un valor mas alto

retrasa la degradacién por tener mayor hidrofobicidad.

Temperatura de transicion vitrea (Tg)

Se define como la temperatura necesaria para alcanzar el estado vitreo (rigido y
fragil) de los biopolimeros. En estado liquido o fundido, las moléculas de polimero se
encuentran ovilladas o enmarafiadas, a no ser que hay una fuerza externa que las
obligue a orientarse en una direccion. Si la energia disponible es suficiente, las
moléculas podran moverse y los atomos de las cadenas podran rotar alrededor de los
angulos de enlace, produciéndose cambios de conformacién. En esta situacion, el
volumen no ocupado es alto pero la capacidad de rotacidén estda mas o menos limitada
por impedimento estérico. En la figura 1. podemos ver la variacion del volumen
especifico de dos polimeros con la temperatura, temperaturas elevadas se encuentran
en estado liquido o fundido. La disminucién del volumen especifico se produce de forma
gradual con la temperatura. La temperatura de transicion vitrea es a partir de la cual el
polimero sufre un marcado cambio de propiedades. A temperaturas por encima de la Tg
modifican su conformaciéon por poder moverse con mas libertad; temperaturas por
debajo de Tg hace que los movimientos quedan muy disminuidos. Por debajo de la Tg
los polimeros amorfos tienen propiedades de vitreos, incluida la fragilidad, rigidez y
transparencia, mientras que por encima de la Tg los polimeros se comportan como

elastdmeros.
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Figura 1.26: Variacion del volumen especifico en funcién de la

temperatura en un polimero cristalino (a) y en un polimero amorfo (b).

En el caso de del PLGA, debido al PLA, tanto las zonas amorfas del Dy el L como
el D,L-PLA presentan una Tg por debajo de la cual el polimero se presenta como un
sélido vitreo y por encima de la cual presenta comportamiento elastico y gomoso. Un
polimero con una Tg cercana a la temperatura corporal sera mas dductil al ser implantado
gue a la temperatura ambiente, por lo que la Tg es un parametro que influye en el
comportamiento final del PLGA. Es la Tg una propiedad muy importante que se ha de
tener en cuenta en la preparacion de las nanoparticulas y esencial para la evaluacion de

la estabilidad morfoldgica, propiedades de difusidn y velocidad de biodegradacién.

Polimero Viscosidad Temperatura de transicion Degradacion
Intrinseca (dL/g) vitrea, Tg (meses)
PLGA 50:50 0.55-0.75 45-50 1-2
PLGA 65:35 0.55-0.75 45-50 3-4
PLGA 75:25 0.55-0.75 50-55 4-6
PLGA 85:15 0.55-0.75 50-55 5-6

101



Disefio de Nanoplataformas Biocompatibles con Potencial Actividad | INTRODUCCION

Antitumoral
DL-PLA 0.55-0.75 55-60 12-16
L-PLA 0.90-1.2 60-65 >24
PGA 1.4-1.8 35-40 6-12

Tabla 1.7: Relacidon del tiempo de degradacién del PLGA con algunas propiedades fisicas

y quimicas.

La Tg tiene relacion directa con el peso molecular del biopolimero. La presencia
de solventes orgdnicos residuales o humedad en estos sistemas puede alterar la Tg en
varios grados centigrados y llegar a un valor cercano a la temperatura corporal, lo cual
podria afectar la velocidad de degradacion de las nanoparticulas y por consiguiente al
perfil de liberacién del principio activo (Lewis, 2000; Xue WS, 2001). Ademas, podria
verse disminuida a una temperatura equivalente a la de almacenamiento y causar

alteraciones morfolégicas y aglomeracién de nanoparticulas.

Para las técnicas de esterilizacién de los nanositemas de PLGA también juegan un
papel importante pues no puede ser esterilizado en autoclave ya que el vapor de agua
desprendido durante el proceso degradaria el material. Las técnicas mds usadas para su
esterilizacién son la radiacion g o la irradiacidon con un haz de electrones (usadas con

precaucion).

Efecto del pH en la biodegradacion de PLGA

La velocidad de biodegradaciéon disminuye en un medio bdsico, alrededor de 9.
Aumenta, por tanto en un medio acido, valores sobre 5. Valores de 7.4 alcanzan meseta
de biodegradabilidad. Estos resultados se interpretan como que el PLGA en un medio
basico puede hidrolizarse/degradarse mas lentamente que en un medio acido. En la
primera fase de degradacién rapida del polimero, la matriz se mantiene integra, como
se explicé anteriormente, es decir que mantiene los grupos hidronios (Hs0") y por tanto,
todavia no ha perdido peso molecular; la degradacion/hidrélisis no puede difundir

libremente fuera de la matriz polimérica y los iones hidréoxido (OH) del medio no
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pueden difundir en la matriz del polimero. Este retraso en la difusion hace que no se
produzca la neutralizacion de los grupos carboxilo y por tanto no se da la escision de la

cadena polimérica. Después de unas semanas, se pierde la integridad de la matriz.

En un medio de degradacién de PLGA de agua destilada no tamponado, se
observa una primera fase donde el pH sufre una bajada lenta debida a los grupos
hidronio, que en la mayoria permanecen atrapados en la matriz. En la segunda fase el
pH disminuye drdsticamente y se le puede atribuir a la pérdida de la integridad de la
matriz polimérica. En la tercera fase, el pH disminuye hacia valores muy bajos

probablemente a la desintegracién total (Lewis 2000, XUE WS, 2001).

1] 10 20 an 40 ) L1+ b an ]

Time (day)

Figura 1.27: cambios de pH en la degradacion del PLGA 75/25,
Mp: 31.403, en un medio no tamponado (XUE WS, 2001)

103






2.- OBJETIVOS, CONTRIBUCION Y PLAN DE TRABAJO






Disefio de Nanoplataformas Biocompatibles con Potencial Actividad | OBJETIVOS
Antitumoral

2.1.- OBJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo de investigacién ha sido el disefo y
caracterizacidon de nanoplataformas biomédicas para el tratamiento del cancer de colon.

Como polimero formador de las nanoplataformas se ha utilizado el PLGA.

Debe tenerse en cuenta que el sistema nanotecnoldgico y el principio activo,
forman una unidad funcional, por lo que ésta debe ser disefiada y perfectamente
caracterizada para garantizar la seguridad en su administracién. Para conseguir este fin,
se realizard un estudio exhaustivo de las condiciones éptimas para la sintesis de
nanoparticulas de PLGA, junto con una extensa caracterizacion geométrica, reoldgica y

electroforética.

La capacidad de vehiculizacién de 5-FU (carga y liberacién controlada) se
estudiard también con profundidad mediante técnicas de espectrofotometria
ultravioleta-visible (UV-Vis). En este sentido, se prestara especial atencién a la influencia
que tienen las condiciones y metodologia de preparacion de las nanoparticulas de PLGA

en la incorporacion (y posterior cinética de liberacion de 5-FU).

Otro aspecto importante de este trabajo de investigacién es la estimacion de la
citotoxicidad de las nanoplataformas desarrolladas. Para ello, se llevaran a cabo
estudios de proliferacion in vitro en fibroblastos de colon humano CCD-18 y en las lineas
celulares de carcinoma de colon humano T-84, HT-29, HCT-15 y MC-38. Este estudio es
posible gracias a la colaboracién del grupo de investigacién “Nuevas Tecnologias

Aplicadas a la Investigacién Cardiovascular” (CTS-107) de la Junta de Andalucia.

Finalmente se procederd a evaluar la estabilidad de los nanosistemas

desarrollados tanto desde el punto de vista fisico-quimico como biolégico, con objeto de

conocer los posibles fendmenos de desestabilizacion y su eficacia.
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proyecto PE-2012 de la Junta de Andalucia (Espafia). FQM-694

2.2.- CONTRIBUCION

Dentro de la investigacion y desarrollo de la Nanotecnologia Farmacéutica, la
principal aportacion de éste trabajo es la optimizacién de una sintesis de nanoparticulas
de PLGA que resultan apropiadas como sistemas transportadores de 5-FU. Su dptima
formulacién permitird una mejora para el tratamiento del cancer de colon,
vehiculizando y protegiendo al fdrmaco antineoplasico hasta el tejido u 6rgano diana.
Cabe esperar, que la utilizacién de este nanosistema logre reducir las reacciones
adversas derivadas de la extensa biodistribucién del 5-FU y de la poca especificidad de
este principio activo por las células tumorales. Asi, se necesitaran dosis inferiores para

conseguir la misma accién terapéutica. Por lo tanto, este trabajo podria contribuir en:

Disefio de una metodologia reproducible para la preparacion de nanoparticulas PLGA
adecuadas como sistemas transportadores de farmacos de administracién
parenteral.

e Aplicacidén de técnicas experimentales de tipo fisico, quimico y fisicoquimico que
permitan una adecuada caracterizacion de la nanoplataforma polimérica. Los
resultados obtenidos facilitaran la puesta a punto de la metodologia éptima de
formulacion.

e Definiciéon de las condiciones para la vehiculizacion de una dosis apropiada del
farmaco antineopldsico 5-FU. El analisis de los resultados alcanzados permitira
estimar la aplicabilidad de la nanoplataforma como sistema transportador del 5-FU
hasta el lugar de accién.

e Evaluaciéon de la citotoxicidad in vitro de las nanoplataformas de 5-FU. La

informacién obtenida puede ser util en la valoracidon de la aplicabilidad clinica de

estos coloides, ya que se obtendra una valoracién preliminar de la toxicidad per se
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de las nanoparticulas de PLGA en una linea de células sanas (CCD-18) y de la
capacidad antitumoral de las nanoplataformas de 5-FU en cuatro lineas de células
de cancer de colon. Se han escogido: una linea de carcinoma de colon humano (T-
84), una linea de adenocarcinoma de colon humano (HT-29) y una de
adenocarcinoma de colon murino (MC-38). Ademas se han utilizado una linea de
adenocarcinoma de colon humano resistente (HCT-15).

Definicion de la estabilidad de las nanoparticulas desarrolladas. La evaluacion de los
datos obtenidos permitiran fijar las condiciones mas idéneas de conservacién, asi

como establecer el periodo de eficacia.

2.3.- PLAN DE TRABAJO

El plan de trabajo seguido consta de las siguientes etapas:

1.

Normalizacion del método de preparacion de nanoparticulas de PLGA, mediante los
métodos de emulsién y evaporacion del disolvente y el método de desplazamiento
del solvente o nanoprecipitacion. Estudio comparativo de las metodologias de
formulacidn propuestas y analisis de las variables implicadas.

Caracterizacién geométrica (tamano y forma) y reoldgica de los diferentes
nanosistemas obtenidos.

Estudio comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los nanosistemas
sintetizados, mediante electroforesis. Estimacién de la carga eléctrica superficial de
las nanoparticulas en funcion del pH y de la fuerza idnica (control de ésta mediante
la composicion del medio de dispersion).

Evaluacién de la capacidad de vehiculizacion de 5-FU mediante espectrofotometria
UV-Vis.

Estudio in vitro del proceso de liberacidon del agente antitumoral bajo condiciones
fisioldgicas estandar mediante espectrofotometria UV-Visible.

Andlisis in vitro de la citotoxicidad de los nanosistemas cargados o no con el agente
antitumoral en las lineas celulares CCD-18, T-84, HT-29, HCT-15 y MC-38.

Evaluacién de la estabilidad de los nanosistemas cargados con respecto a la pérdida
de principio activo (mediante espectrofotometria UV-Vis), fendmenos de
desestabilizacion fisica (mediante multiple light scattering) y capacidad citotdxica.
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En este capitulo se desarrollan las condiciones experimentales mas adecuadas
para la formulacion de forma reproducible de nanoparticulas de PLGA cargadas con 5-
FU. Para ello se analizan y comparan diferentes procedimientos de preparacién y las
variables implicadas. La posterior caracterizacion de estos nanosistemas contribuye a
definir la metodologia de preparacion mas iddnea para obtener nanoparticulas
cargadas con 5-FU, utiles por via parenteral para el abordaje terapéutico del cancer

colorrectal.

3.1.- METODOLOGIA DE FORMULACION
En las ultimas décadas se han logrado grandes avances en el proceso de sintesis
de nanoparticulas poliméricas. Independientemente de la metodologia empleada las

investigaciones tienen tres objetivos:

1) busqueda de componentes menos toxicos
2) simplificacion del proceso para fabricacidn a nivel industrial
3) optimizacidn de las técnicas en cuanto a rendimiento, caracteristicas fisicoquimicas

y, eficacia de encapsulacidn y terapéutica (Hans y cols., 2002).

Aunque son muchos los métodos desarrollados para la preparacién de
nanoparticulas, estos métodos se pueden clasificar en dos grandes categorias en
funcién de si la formulacién requiere una reaccién de polimerizacidn o si se consigue
directamente desde una macromolécula o polimero preformado (Couvreur y cols.,

1995).

Los métodos de polimerizacion se pueden clasificar en emulsién y
polimerizacion interfacial; hay dos tipos de polimerizacion mediante emulsién:
organica y acuosa, dependiendo de la fase continua. Adicionalmente también se habla

de un método de condensacion interfacial.

Por otro lado, las nanoparticulas se pueden preparar directamente a partir

polimeros sintéticos, -como en el caso de este trabajo de investigacion-, y por
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desolvatacion de macromoléculas. Recientemente, estos sistemas poliméricos también

han sido preparados por técnicas de nebulizacion.

3.1.1.- POLIMERIZACION DEL MONOMERO

3.1.1.1.- POLIMERIZACION MEDIANTE EMULSION
La polimerizacién en emulsién es uno de los métodos mas rdpidos para la

preparacion de nanoparticulas y facilmente escalable (Kreuter y cols., 1990). El método

se clasifica en dos categorias, dependiendo de la naturaleza acuosa u organica de la
fase continua.

e En el caso de que la fase continua sea organica (fase 0), la metodologia implica la
dispersién del mondémero en una emulsién o microemulsién inversa, o en un
material en el que el mondmero no es soluble. Con el paso de los afios este
método ha ido perdiendo interés, ya que requiere disolventes organicos toxicos,
agentes tensioactivos, mondmeros y un agente iniciador. Estos motivos, asi como
la naturaleza no biodegradable del polimero y dificultad inherente del proceso,
han propiciado otras alternativas mucho mds interesantes.

e Cuando la solucion de mondmero es disuelta en una fase continua acuosa (fase A),

no son necesarios ni agentes tensioactivos ni emulsionantes.

El proceso de polimerizacidn puede ser iniciado por diferentes mecanismos. Dicha
iniciacién ocurre cuando una molécula de mondmero disuelto en la fase continua
choca con un iniciador que podria ser un ién o un radical libre. Alternativamente, la
molécula de monédmero se puede transformar en el propio radical iniciador mediante

energia de alta radiacion, como y-radiacion, ultravioleta o luz visible.

3.1.1.2.- POLIMERIZACION INTERFACIAL

En esta técnica el principal inconveniente es el uso de disolventes organicos
para la fase externa. El lavado de estos disolventes representa un laborioso proceso
(Allémanny cols., 1993). A pesar de esto se trata de un método con elevada eficacia de

encapsulacion. Ademas la ventaja de obtencidn de nanocapsulas mediante este
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método se basa en la formacion del polimero in situ, permitiendo que la membrana
polimérica pueda seguir el contorno de la fase interna tanto de emulsiones O/A, como

A/O.

3.1.1.3.- POLICONDESACION INTERFACIAL

Las nanoparticulas poliméricas también pueden ser preparadas mediante
policondensacion interfacial a partir de un mondmero lipéfilo, como ftaloildicloruro o a
partir de un mondmero hidrdfilo, dietilentriamina, en presencia y ausencia del agente
tensioactivo (Montasser y cols., 2002). Estas nanoparticulas presentan tamafios
menores a 500 nm. Otros polimeros como poliuretano y poliéter uretano, han sido
utilizados con éxito con una modificacién de este mismo método (Bouchemal y cols.,
2004).

Entre estos métodos encontramos diferentes limitaciones como el uso de calor
0 sonicacion, elevados volumenes de disolventes organicos o aceites, y agentes
quimicos reticulantes que presentan toxicidad. Ademds la incertidumbre sobre la
pureza de las macromoléculas y el potencial antigénico que presentan restringen el
uso de este tipo de nanoparticulas (Hans y cols., 2002). La mayoria de los mondmeros
presentan lenta o ninguna biodegradacién de los polimeros. Ademads, las moléculas
residuales en el medio de polimerizacion (mondmero, oligdmero, tensioactivo, etc.)
puede ser mads o menos tdxicas, y requerir una purificacién meticulosa. De ahi que,
tanto las nanoparticulas formadas a partir de esos mondémeros como sus residuos
puedan resultar téxicos. Por otro lado, si se emplea radiacidn para inducir la
polimerizacién, pueden tener lugar reacciones de entrecruzamiento entre el polimero
y el principio activo o degradacion de los componentes de la nanoparticula (Pinto Reis
y cols., 2006), disminuyendo asi la actividad del sistema. Para evitar estas limitaciones,
se han propuesto métodos que utilizan polimeros preformados en lugar de

mondmeros.

115



Disefio de Nanoplataformas Biocompatibles con Potencial Actividad | FORMULACION
Antitumoral

3.1.2.- OBTENCION A PARTIR DE POLIMEROS PREFORMADOS

3.1.2.1.- EMULSIFICACION/EVAPORACION DEL SOLVENTE

Este método se basa en la emulsificacion de una solucién organica que
contiene el polimero en una solucidén acuosa de un agente tensioactivo o estabilizante
seguida de la evaporacion del disolvente organico (figura 3.1.). El polimero se disuelve
en un disolvente apropiado (por ej. acetato de etilo, cloroformo, diclorometano). La
mayoria de disolventes empleados en esta técnica son organoclorados, principalmente
diclorometano y cloroformo, por su inmiscibilidad en agua, facil emulsificacidn,
propiedades de solubilizacidn y bajo punto de ebullicion. La fase interna de la emulsién
se afiade sobre la fase externa acuosa, en la que se disuelve un agente tensioactivo
gue proporciona estabilidad a la emulsién. La emulsificacion tiene lugar mediante
agitacion por cizalladura para reducir el tamaio de la goticula de la emulsién. A este
proceso de emulsificacion le sigue la evaporacion del disolvente orgdnico, que provoca
la precipitacién del polimero y la formacién de las nanoparticulas (Mundargui y cols.,
2008). Como paso final, la suspension de las nanoparticulas formadas se somete a una

serie de lavados con agua purificada para eliminar el exceso de agente estabilizante.

Fase
- Organica

4]

| Evaporacion
disolvente
ey [
— PASO 2
Fase
Acuosa PASO 1

Figura 3.1.: Método de emulsificacion/evaporacion del disolvente.
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Las emulsiones formadas pueden ser:
e Fase orgdnica en fase acuosa, (O/A).
e Fase acuosa en fase orgdnica (A/O).

e Emulsiones multiples (A/O/A).

Pueden emplearse para incluir principios activos de distintas caracteristicas. La
emulsién O/A suele emplearse para la encapsulacion de principios activos hidréfobos o
agentes de contraste (Pasani y cols., 2006), mientras que la emulsién multiple A/O/A

es mas usada para la encapsulacién de principios activos hidréfilos.

Es una formulacidn inicialmente sencilla pero hay muchas variables que pueden
influir en las caracteristicas de las nanoesferas obtenidas (Jalil R, y cols., 1990; Thies Cy

cols., 1984).

Estas variables son:

e Solvente organico.

e Naturaleza y cantidad de emulsificante.

e Naturaleza y solubilidad del principio activo.

e Temperatura de evaporacién del solvente.

e Relacion de volumen de las fases organica y acuosa.
e Relacidn principio activo y polimero.

e Estructura y masa molecular del polimero.

e Tipoy velocidad de agitacion.

Solventes: Cuando se usa el proceso de evaporacion del solvente, el solvente para
los polimeros de acido lactico/glicdlico debe ser inmiscible o sélo ligeramente soluble
en el medio de suspension (acuoso u oleoso). Bodmeier y Mcginity evaluaron el efecto
de diferentes solventes en la formacién de nanoesferas de acido poli (DL-lactico)
(Bodmeier R y cols., 1988; Morlock y cols., 1997; Garcia L y cols., 1997; Salmore MD y
cols., 1997; Refler G, 1997). Ellos encontraron que los solventes miscibles en agua,
como la acetona y el dimetilsulfoxido, no conducen a la formacion de nanoesferas
durante la emulsificacién. Por el contrario, se forman aglomerados irregulares debido
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al rapido intercambio del solvente. Sin embargo, Kawashina y Yamamoto utilizan
solventes como la acetona para realizar mezclas que contribuyen a mejorar el proceso
de evaporacién del solvente y asi reducir el tiempo de formacidn de las nanoesferas.
Adicionalmente, el punto de ebullicion del solvente debe ser mds bajo que el del
medio de suspensidn si el solvente es eliminado por evaporacion. Los solventes mas
comunmente utilizados son el acetato de etilo y el diclorometano, por su baja
toxicidad, su facil eliminacién y su excelente habilidad para disolver polimeros. Otros
solventes que se han usado son el cloroformo y el acetonotrilo. Si se desea la
disolucién del principio activo en la solucion del polimero, se necesita tener también
en consideracién la habilidad del disolvente para disolver el principio activo. También
se han utilizado mezclas de solventes para disolver el polimero y el principio activo
(Herrmann, 1993), por ejemplo, diclorometano (inmiscible en agua) mas metanol,
etanol o propilenglicol (miscibles en agua). El uso de estos 3 ultimos permite una

rapida eliminacidén del solvente y una rapida precipitacion del polimero.

Emulsificantes. Los emulsificantes proporcionan una ldmina fina protectora
alrededor de las goticulas de aceite, polimero y principio activo, y de esta forma
disminuyen la coalescencia y la coagulacion y estabilizan el sistema. Frecuentemente,
la dificultad inicial encontrada en el desarrollo de un procedimiento de nano
encapsulacion es la aglomeracién de las goticulas de aceite durante el proceso de
fabricacion. Cuando se esta eliminando el solvente, el emulsificante continda
manteniendo las goticulas de aceite en su configuracion esférica y las previene de la
agregacion hasta que el solvente es eliminado completamente y las nanoesferas son

endurecidas como particulas (Xue XS, 1995).

Los emulsificantes mds comunmente empleados en el proceso de evaporacion del
solvente son los coloides poliméricos hidrofilicos y los surfactantes anidnicos o no
idnicos. Ejemplos de ellos son el alcohol polivinilico, (Beck LR, 1980; Wang HT vy cols.,
1991), la poli-vinilpirrolidona, los alginatos (Arshady R y cls., 1990) la gelatina
(Wakiyama N  ycols., 1992), la metilcelulosa (Spenlehaver y cols., 1986), la
hidroxialquilcelulosa, el polisorbato (Spenlehaver y cols., 1986; Badmeier R, 1987) el

span, la lecitina, etc. El emulsificante mas cominmente empleado en el método o/w es
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el alcohol polivinilico. La concentracion requerida y la efectividad de cada
emulsificante es diferente, y el mejor emulsificante para una aplicacién en particular es

determinado experimentalmente.

Las propiedades fisico-quimicas, las propiedades estructurales y la concentracion
del emulsificante influyen en las caracteristicas de las nanoparticulas (Spenlehaver y
cols., 1986; Badmeier R, 1987). Generalmente se dice que para un emulsificante dado,
a mayor concentracidn se obtienen nanoparticulas mds pequefias. Sin embargo, han
aparecido concentraciones limitantes, por encima de las cuales el emulsificante no
aumenta su efecto. Esto se debe probablemente a que se haya alcanzado la

concentracion éptima de empaquetamiento de la emulsion.

Principios activos. Debido a que el método o/w involucra una emulsién acuosa,
este se limita a encapsular en las nanoparticulas aquellos principios activos que
presentan una baja solubilidad en agua, ya que si el principio activo es soluble en agua
se repartira desde la fase organica hacia la fase acuosa. Esta pérdida del principio
activo traerd como resultado una pobre eficiencia de encapsulacion (Spenlehaver y
cols., 1986.) Por el contrario, los principios activos liposolubles como los esteroides,
pueden ser encapsulados exitosamente en micro o nanoesferas usando este método

o/w (Bodmeier, 1987).

Para minimizar la pérdida de principios activos ionizables hacia la fase acuosa
durante el proceso de encapsulacidén o/w, el pH de la fase acuosa puede ajustarse para
suprimir la ionizacion del principio activo y consecuentemente reducir la solubilidad de
este en dicha fase. Este resultado negativo puede también reducirse por la previa
saturacion de la fase acuosa con el mismo principio activo. Wakiyam y otros
observaron que al presaturar la fase acuosa de una emulsién con el principio activo
(tetracaina) a encapsular, aumentaba el contenido de este en las particulas formadas

(Ramos y cols., 2001)

Si el principio activo va a ser incorporado en las nanoparticulas es insoluble en el
solvente usado para disolver el polimero, este puede ser pulverizado o micronizado

para proporcionar una distribucion homogénea en la emulsién y la particula

119



Disefio de Nanoplataformas Biocompatibles con Potencial Actividad | FORMULACION
Antitumoral

resultante. Si el principio activo no es completamente soluble en el solvente organico
empleado, este puede cristalizar dentro de la nanoparticulas a ciertas concentraciones.
En este sentido los cristales deben concentrarse en algunas regiones, como en la
superficie, dando una distribucion heterogénea del principio activo que alterara su

perfil de liberacién (Spelenhauer G, 1988).

Estructura y masa molecular: La naturaleza del polimero, la secuencia de los
mondmeros y de ahi su masa molecular permiten ajustar la liberacion del farmaco al
tiempo en que se alcanzan las concentraciones terapéuticas en sangre. Los polimeros
de diferentes masas moleculares varian en sus viscosidades intrinsecas, pardmetro que
determina en la eficiencia del proceso de obtencién de las nanoparticulas y en sus

propiedades.

El resto de los parametros influyen en el proceso de optimizacién del método de
obtencién y estdn intimamente relacionados con el solvente, el polimero, el

emulsificante y el principio activo.

3.1.2.2.- DESPLAZAMIENTO DEL SOLVENTE (NANOPRECIPITACION) Y DEPOSICION
INTERFACIAL.

El desplazamiento del disolvente y la deposicidn interfacial son métodos
similares basados en la emulsién espontanea de una fase interna orgdnica que
contiene el polimero disuelto en una fase externa acuosa. Sin embargo, el
desplazamiento del disolvente forma nanoesferas o nanocapsulas, mientras que la
deposicién interfacial sélo nanocépsulas.

La técnica de desplazamiento del disolvente, también Ilamada
nanoprecipitacion o “sustitucion del disolvente” implica la precipitacién de un
polimero preformado a partir de una solucién orgdnica y la difusién del disolvente
organico en el medio acuoso en la presencia o ausencia de un agente tensioactivo
(Figura 3.2.) (Barichelo y cols., 1999; Fessi y cols., 1989, Galindo-Rodriguez y cols.,
2004). El polimero, se disuelve en un disolvente miscible en agua de polaridad

intermedia, dando lugar a la precipitaciéon de nanoesferas. Concretamente el polimero,
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el farmaco, y, de manera opcional, un estabilizante lipofilico se disuelven en un

disolvente polar miscible en agua, como acetona o etanol (Mundargiy cols., 2008).

Fase organica: ‘

-Polimero

-Farmaco

-surfactante |

-D. Drganico ‘

Evaporacion
de

Fase —
ACLOEE .

surfactante Disolvente

\J Agitacion sobrantey

Magnética 98449

Figura 3.2.: Método de desplazamiento del solvente y deposicion interfacial.

Esta solucién se adiciona sobre un no-solvente bajo agitacion magnética,
entendiéndose por “no-solvente” aquel disolvente que es miscible con el disolvente
del polimero y en el cual el polimero es insoluble. A medida que se adiciona el no-
solvente se provoca la insolubilizacion del polimero, el cual precipita. Generalmente, el
no solvente estda constituido por una solucidén acuosa que contiene un agente
estabilizante, por ejemplo, poli(vinil alcohol) (PVA) (Murakami y cols., 1999) o
poloxamer 188. Las nanoesferas se forman instantaneamente por una rapida difusion
del disolvente al medio acuoso, que se elimina posteriormente de la suspensién
sometiéndola a presion reducida. El mecanismo de formacién de las particulas por este
método se explica por las turbulencias interfaciales que se generan durante la
sustitucion del disolvente. Se trata de una difusidn violenta debida a la miscibilidad de
los disolventes. Las goticulas de disolvente, de tamafio nanométrico, son eliminadas de
la interfase (Galindo-Rodriguez y cols., 2004). Estas goticulas se estabilizan
rapidamente por el agente tensioactivo, hasta que se da la completa difusién del

disolvente y, por tanto, la precipitacion del polimero.
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La utilidad de esta técnica estd limitada a disolventes miscibles en agua, en los
cuales el ritmo de difusiéon es lo suficientemente rapido como para producir la
emulsificacién espontdnea. Uno de los principales inconvenientes de esta técnica es la
dificultad de eleccion del sistema farmaco/polimero/disolvente/no-solvente en el cual
se formen las nanoparticulas. Ademas, esta técnica Unicamente es util para principios
activos solubles en este tipo de disolventes como pueden ser la indometacina,

ciclosporina A o 5-FU (Molpeceres vy cols., 2000).

El tamafio de las particulas y el rendimiento de fabricacion se ven afectados por
la concentracién del polimero debido al incremento en la viscosidad de la fase organica

(Meiy cols., 2008, Jimenez y cols., 2004).

Paralelamente, se ha demostrado que el didmetro medio de las nanoparticulas de
PLGA aumenta al incrementar la concentracion de PVA (Van Der Ende y cols., 2008).
Este efecto se relaciona con las elevadas concentraciones de PVA (2-6%, p/v), que
aumentan la viscosidad del medio acuoso, disminuyendo asi la velocidad de difusién
del disolvente. El peso molecular del PVA también influye de manera decisiva en el
tamafio de particula, rendimiento de la formulacién y redispersion de las particulas
liofilizadas (Astete y cols., 2006). Asi, el PVA de alto peso molecular es util para
aumentar el rendimiento del proceso, asi como para obtener una homogeneidad en
tamafio y una mejor redispersion de las particulas liofilizadas, a diferencia del PVA de

bajo peso molecular (Murakamiy cols., 1997).

Con respecto al método de evaporacidén del disolvente, la nanoprecipitacién
presenta la ventaja de que, ademas de ser un método apropiado para encapsular
principios activos hidrofébicos, se consume menor energia durante el proceso de
formacioén de las nanoparticulas, ya que Unicamente requiere una agitacion leve en
lugar de sonicacion o microfluidizacién (Astete y cols., 2006). Por otro lado, presenta

una serie de desventajas como son:
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1. El requerimiento de elevadas cantidades de agua para la formacion de las
nanoparticulas.

2. Tiempos prolongados de agitacién.

3. El tamaio es sensible a la concentracion de polimero si no se utiliza una
elevada agitacidn por cizalladura para la reduccién del mismo

4. Baja eficacia de encapsulacion de principios activos hidréfilos, por la elevada

tendencia a la difusién del activo a la fase acuosa (Astete y cols., 2006).

Sin embargo, recientemente este método ha sido modificado para lograr
encapsular principios activos hidrdéfilos, combinando la técnica de evaporacion del
disolvente tras la formacién de una emulsidon doble con la técnica de la difusion del

disolvente (Cohen-Sela y cols., 2009, Bilati y cols., 2005).

La deposicién interfacial es un proceso utilizado para la produccién de
nanocdpsulas. En este caso se afadiria un pequefio volumen de aceite no téxico a la
fase orgénica (Quintanar-Guerrero y cols., 1998). Hay que tener en cuenta dos
aspectos importantes en la seleccién del aceite: 1) no debe degradar el polimero y 2)
debe ser un buen solvente para el fdrmaco de manera que no favorezca una rdpida

liberacion y reduzca la cristalizacién espontanea del farmaco durante su preparacion.

La principal diferencia es que los polimeros tales como PLA se disuelven junto con
el farmaco en una mezcla de disolventes (por ejemplo, bencilo benzoato, acetona, y
fosfolipidos) (Seijo y cols., 1990). Esta mezcla es inyectada lentamente en un medio
acuoso bajo agitacion, dando como resultado la deposicidn del polimero en forma de
nanoparticulas de unos 230 nm de tamafio (Ammoury vy cols., 1991, Fessi y cols., 1989).
La deposicidn del polimero se produce en la interfaz entre las nanogotas de aceite
finamente dispersadas en la fase acuosa, formando las nanocapsulas (Ammoury vy

cols., 1991).

123



Disefio de Nanoplataformas Biocompatibles con Potencial Actividad | FORMULACION
Antitumoral

3.1.2.3.- EMULSIFICACION/DIFUSION DEL SOLVENTE

Consiste en el uso de un disolvente parcialmente miscible en agua como
propilen carbonato, alcohol bencilico y el acetato de etilo, que previamente se satura
con agua para asegurar el equilibrio termodinamico entre ambos liquidos (Arbds y
cols., 2002, Vargas y cols., 2004). El polimero se disuelve en el disolvente saturado con
agua, y esta fase organica se emulsifica, bajo agitacidn vigorosa, en una soluciéon
acuosa que contiene un agente estabilizante (Figura 3.3.). Los mas empleados son el
dodecil sulfato sddico (SDS), el PVA y el bromuro de didodecilmetilamonio (DMAB). La
posterior adicion de agua al sistema provoca la difusién del disolvente a la fase
externa, formdndose asi las nanoparticulas. Dependiendo del punto de ebullicién del

disolvente, éste puede eliminarse por destilacion o por filtracidn de flujo transversal.

f\ Precipitacién polimero

Fase Acuosa
estabilizante _

Eliminacicn

disoluenti

(N

" Difusidn
disolvents

Fase Organica:
*Farmaco
*Polimero
*Disolventa p
soluble en agua

Figura 3.3.: Método de emulsificacidon/difusién del disolvente.

Esta técnica presenta varias ventajas, como alta eficiencias de encapsulacion
(generalmente del 70%), no necesita homogeneizacidn, alta reproducibilidad de lote a
lote, sencillez, y distribucién de tamafios estrecha. En cuanto a las desventajas se
encuentran los grandes voliumenes de agua que deben ser eliminados de la suspension
y la fuga de farmaco soluble en agua en la fase externa saturada acuosa durante la
emulsificacién, reduciendo la eficiencia de encapsulacién. Al igual que con algunas de

las otras técnicas, éste método es eficiente para la encapsulacion de farmacos lipdfilos.
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3.1.2.4.- SALTING OUT

Este método se basa en la separacién de un disolvente hidromiscible de una
solucion acuosa rica en electrolitos (Figura 3.4.) (Ma y cols, 2005). Esta técnica puede
ser considerada como una modificacion de la técnica de emulsificacién con difusién del
disolvente. En primer lugar el polimero y el farmaco se disuelven en un disolvente
como la acetona, esta solucién se emulsiona en una soluciéon acuosa que contiene el
agente de salting-out (electrolitos, como cloruro de magnesio, cloruro de calcio, y
magnesio acetato, o tales como la sacarosa) y un agente estabilizante como
polivinilpirrolidona o hidroxietilcelulosa. Esta emulsion O/A se diluye con suficiente
volumen de agua o solucién acuosa para mejorar la difusion de acetona en la fase
acuosa, induciendo asi la formacién de nanoesferas. La seleccion del agente salting-out
es importante, ya que puede desempeiiar un papel decisivo en la eficiencia de
encapsulaciéon del farmaco. Tanto el disolvente y el agente de salting-out se eliminan

por filtracién (Quintanar-Guerrero y cols., 1998).

Fase ’\
Organica:

Polimero
Farmaco *
Acetona

Fase Acuosa '

estabilizante O~
con "
Electrolitos Difusién de la acetona a

Emulsificacion
> la Fase Acuosa

Figura 3.4.: Esquema del método de “salting-out”.

Esta técnica no requiere un aumento de la temperatura y, por lo tanto, puede
ser util con farmacos termosensibles (Lambert y cols.,, 2001). Las principales
desventajas se deben a su la aplicacidon exclusiva para drogas lipdfilas y al largo

proceso de lavado de las nanoparticulas (Couvreur y cols., 1995).
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La manipulacién de las condiciones de sintesis permite el control racional del
tamafio y forma, entre otras caracteristicas de los nanosistemas transportadores de
farmacos; y provee los medios para adaptar las propiedades de los materiales a una
aplicacion especifica. Entre los factores a tener en cuenta o que pueden verse
influenciados en el desarrollo de estos sistemas de liberacion controlada se
encuentran: tipo de material, tamafio de las particulas, cantidad de farmaco
incorporado, farmaco liberado (in vivo e in vitro), estabilidad del farmaco, estabilidad
del nanosistema, efecto del almacenamiento, propiedades de la superficie,

antigenicidad y toxicidad del sistema de liberacion.

3.2.- FORMULACION EXPERIMENTAL

El estudio y optimizacion de los procesos de sintesis podria controlar los
pardmetros estructurales que gobiernan las caracteristicas del nanosistema y la
vehiculizacién de los principios activos en las nanoparticulas objeto de estudio, lo que
permitiria adaptar las propiedades de estos nanosistemas de acuerdo con su uso
especifico. Con el objetivo de estudiar la versatilidad de diferentes métodos de sintesis
y su adecuacion a la posterior caracterizacidon y citotoxicidad in vitro se abordaron 2
técnicas y cinco metodologias de sintesis: [A (1y 2)],[B (1 y 2)] y [C]. La tabla 3.1.

presenta las condiciones finales seleccionadas para cada método.
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Metodologia de Velocidad Fase acuosa Fase Evaporacion
preparacion agitacion orgdnica disolventes
(r.n.m.)/tiempo
Al
YTy, Etil acetato 24 h agitacion
emulsificacién/ / PVA ’
is / 19.500/30min + magnética, 25°C
evaporacion de (0.6%, p/v)
solvente 125 mg PLGA (100 r.p.m.)
emulsion simple
A2 2.000/30min
emulsificacion/ 8.000/30min BVA Cloroformo | 24 h agitacion
io + dtica, 25°C
evaporacion del 16.000/30min (2%, p/v) magnetica
solvente 100 mg PLGA (100 r.p.m.)
o . Sonicador/4min
emulsion simple
2.000/30min B1:
B 8.000/30min | Metanol/
agua
emulsificacion, Cloroformo
d / 16.000/30min (3:1.5v/v) Rotavapor
g y +
evaporacion de B2, (30°C)
solvente ) 125 mg PLGA
Pluronic
doble emulsién Sonicador/4min F68
(0.5%, p/v)
C
Pluronic Acetona
I ient Rotavapor
desplazamiento 900/30min F-68 .
| solvent (30°C)
del solvente o (1%, p/v) 90 mg PLGA

nanoprecipitacion

Tabla 3.1. Condiciones generales investigadas para la formulacién de nanoparticulas

de PLGA.
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Se realizd una optimizacién de las técnicas empleadas en la elaboracion de las
nanoparticulas, evaluando la posible influencia de factores tecnoldgicos y de
formulacidon tales como tensioactivo, disolvente organico, velocidad de agitacion,

modo y temperatura de evaporacion de disolventes.

Las suspensiones de nanoparticulas resultantes fueron sometidas a un
procedimiento de limpieza que consistio en su centrifugacion (Centrifuge 5804.
Eppendorf) a 8.000 r.p.m. para la sintesis A y 10.700 r.p.m. para las sintesis By C, en
todos los casos durante 30 minutos; y posterior resuspensién en agua bidestilada
MiliQ. En el caso de utilizar la sonda ultrasonidos, es necesario un segundo ciclo de
centrifugacién; al igual que las Np C, que también requirieron un segundo ciclo de
centrifugacion.

El sedimento resultante se redispersa -con ayuda de ultrasonidos- en agua

bidestilada y se almacena a 4°C para su posterior utilizacion.
La capacidad de cada una de las metodologias de sintesis utilizadas para la

obtencién de nanoparticulas PLGA-(5-FU) se evalla a través del rendimiento del

proceso asi como de las caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas de las mismas.
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4.1.-ESTUDIO GEOMETRICO

4.1.1. FORMA

Se utilizaron dos metodologias diferentes para definir la geometria de las
particulas de PLGA obtenidas. Por un lado, se estudiaron tamafio y forma mediante
microscopia electrénica de transmisién de alta resolucion (HRTEM, microscopio
electronico STEM Philips CM20, Holanda) y microscopia electrénica de barrido (SEM,
microscopio electronico Zeiss DSM 950, Alemania). Para la obtencién de las
microfotografias HRTEM, se sonicé durante 5 minutos una suspension acuosa diluida
de nanoparticulas (aproximadamente 0.02%, p/v) para a continuacion realizar una
tincidn negativa con acetato de uranilo, depositando unas microgotas de ésta 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.

En el caso del analisis SEM, se realizd en un microscopio de microscopia
electrénica de barrido ambiental (ESEM) (FEI, Quanta 400, EE.UU). Para el proceso de
preparaciéon de la muestra se deposité una gota de la suspensién en un soporte de
acero inoxidable. A continuacion se realizé un ciclo de purgado (de 3.5 a 9.5 torr y de
9.5 a 3.5 torr, realizado 5 veces) para alcanzar un estado de equilibrio en el sistema.
Dicha condicidon se mantiene con una presion de 4.4 torr, una temperatura de 2 °C y

una humedad relativa de un 40%.

La figura 4.1. muestra diferentes microfotografias correspondientes a las
nanoparticulas obtenidas por el método de emulsificacion/evaporacion del solvente
mediante emulsion simple, denominadas nanoparticulas A (Np A), con PVA como
tensioactivo y etilacetato (A1) o cloroformo (A2), respectivamente, como disolventes

organicos.
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Figura: 4.1.: Microfotografias ESEM de las nanoparticulas de PLGA a la izquierda,

y HRTEM a la derecha. (a) y (b) nanoparticulas Al, longitud de la barra 500 nmy
1 um, respectivamente; c) y d) nanoparticulas A2, longitud de la barra 150 y 200
nm, respectivamente, (e) y (f) nanoparticulas A2 cargadas con farmaco, longitud

de la barra 150 y 200 nm, respectivamente.
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La figura 4.2. muestra diferentes microfotografias correspondientes a las
nanoparticulas obtenidas por el método de emulsificacion/evaporacion del solvente
mediante doble emulsién, denominadas nanoparticulas B, con Pluronic® F-68 como
tensioactivo y cloroformo como disolvente organico. En el caso de las nanoparticulas
B-in, el farmaco se incorpora en la fase acuosa interna, B1 (tabla 3.1). En el caso de las

nanoparticulas B-ex, el fdirmaco se incorpora en la fase acuosa externa, B2 (tabla 3.1).

Figura 4.2.: Microfotografias ESEM de las nanoparticulas PLGA, a la izquierda
y HRTEM a la derecha; (a) y (b) nanoparticulas B, longitud de la barra 100 nm

y 200 nm, respectivamente; (c) y (d) nanoparticulas B-in, longitud de la barra
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200 nm (e) y (f) nanoparticulas B-ex, longitud de la barra 200 y 100 nm,

respectivamente.

La figura 4.3. muestra diferentes microfotografias correspondientes a la sintesis de
nanoparticulas obtenidas por el método de desplazamiento del solvente o
nanoprecipitacién, llamadas C, con Pluronic® F-68 como tensioactivo y acetona como

disolvente organico.

Figura 4.3.: Microfotografias ESEM de PLGA a la izquierda y HTEM a la derecha;
(a) y (b) nanoparticulas C, longitud de la barra 100 nm c) y d) nanoparticulas C

cargadas de farmaco, longitud de la barra 100 y 200 nm, respectivamente.

Los resultados obtenidos mediante los estudios HRTEM y ESEM permiten
afirmar de forma preliminar que la metodologia desarrollada para la sintesis de

nanoparticulas poliméricas de PLGA ha resultado ser eficaz.
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El andlisis de las microfotografias de las suspensiones acuosas de las
nanoparticulas, permitié identificar su morfologia esférica en todas las condiciones de

formulacidn ensayadas.

La observacion microscopica mediante ESEM de las nanoesferas cargadas con
5-FU y preparadas por los métodos A y B muestra la existencia de particulas esféricas
con superficie lisa (figura 4.1 y 4.2). Sin embargo al analizar las nanoesferas preparadas
por el método C, éstas presentan pequefias protuberancias y una superficie mas
heterogénea (figura 4.3). Cuando se utiliza la menor concentracién de polimero, se
producen gotas de fase polimérica menos viscosas y en consecuencia, la formacién de

una estructura mas irregular.

4.1.2.- TAMANO

Se utilizé la espectroscopia de correlacion de fotones (PCS, Malvern 4700
analyzer, Malver Instruments, Inglaterra), técnica con la que confirmar el tamafio del
coloide y el grado de polidispersién. El angulo de scattering utilizado fue de 60° y se
analizaron suspensiones acuosas diluidas de nanoparticulas (aproximadamente 0.02%,
p/v). El indice de polidispersidon es un pardmetro obtenido de manera simultanea con
el tamano de particula. Este indice provee informacidén sobre la muestra: valores
cercanos a 0 indican que la muestra es monodispersa asi como valores cercanos a la
unidad indican que la muestra presenta gran variedad de tamafios. Los tamafos e
indice de polidispersion de las diferentes sintesis en funcién del tiempo se recogen en

las tablas 4.1,4.2. y 4.3.
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Disolvente Velocidad de Tiempo
utilizado agitacion 0 dias 2 meses 6 meses
r.p.m.
d (nm) IP | d(nm) | IP d (nm) P
A-1 Etil acetato 19.000 19037 | 0.74 - - - -
2000 348+63 | 0.98 - - - -
Cloroformo 8000 424+14 | 0.38 - - - -
16000 860+75 | 0.72 - - - -
Sonicador | 178+3 | 0.18 | 222+2 |0.21| 23012 | 0.23
A-2 Sonicador cargadas con farmaco
10° 152+6 | 0.06 | 168+5 |0.02|208.3+3.4| 0.06
Cloroformo 5
5-10 142 +12 | 0.06 | 155+ 2 |0.03|154.7+1.8| 0.06
10" 157+1 | 0.05| 160+4 | 0.1 |161.6%2.4| 0.04
5.10" 162+1 | 0.04 | 159+6 |0.09|166.5+3.1| 0.04
Concentraciones
10° 148+1 | 0.05 | 150+1 |0.07 |150.2+2.1| 0.06
de 5-FU (M)
5.10° 163+1 (0.07 | 1684 |0.04|169.2£3.0| 0.08
107 152+1 (0.06 | 160+2 |0.01|156.6t4.1| 0.07

Tabla 4.1.: Diametro (d, nm) + desviacién estandar e indice de polidispersién (IP) de las

nanoparticulas obtenidas por el método de emulsificacion/evaporacion del solvente

mediante emulsidn simple (nanoparticulas A).
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Velocidad de Tiempo
agitacion 0 dias 2 meses 6 meses
r.p.m. d (nm) P d (nm) IP | d(nm) | IP
2000 277 +9 0.32 - - - -
8000 287 +5 0.30 - - - -
16000 2714 0.27 - - - -
Sonicador 108+ 3 0,21 123+5 |0.31| 130%2 [0.06
B-in Sonicador cargadas con farmaco
g 10° 121 +7 0.21 | 135+1 |0.21| 157+1 |0.07
5 5.10” 119+1 0.08 | 123+9 |0.15| 165+3 |0.11
:.; 10 1165 0.24 | 148+2 |0.28| 156+16 | 0.51
§ 5.10" 125+2 0.21 | 152+2 |0.21| 1936 |0.01
'g 10° 113+ 10 0.21 | 115+8 |0.30| 1265 |0.02
§ 5.10° 128 + 10 0.25 | 153+12 |0.21| 183+14 | 0.28
§ 10 131+3 0.24 | 150+16 [0.10| 163+1 |0.11
B-ex Sonicador cargadas con farmaco
g 10° 125+1 0.19 135+#1 |0.21| 149+1 |0.02
:3: 5.10” 119+14 | 0.39 | 133%#9 |0.15| 154+2 |0.09
:;, 10 116+1 | 0.24 | 1352 |0.28| 186+6 (0.41
o 510" 125+2 | 0.21 | 14243 |0.21| 173+5 |0.21
'g 10° 131+10 0.21 | 155%10 |0.30| 186+4 |0.22
% 5.10° 141 +1 0.25 1634 |0.21| 191+4 |0.21
§ 10 138+1 0.20 15944 |0.01| 173+1 |0.15

Tabla 4.2.: Diametro (d, nm) + desviacién estandar e indice de polidispersién (IP) de las
nanoparticulas obtenidas por el método de emulsificacion/evaporacion del solvente

mediante doble emulsién (nanoparticulas B).
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Velocidad de Tiempo
agitacion 0 dias 2 meses 6 meses
r.p.m. d (nm) IP d (nm) IP d (nm) IP
900 74+3 0.18 95+3 0.2 1131 0,13

cargadas con farmaco, a 900 rpm

< 10° 131+1 0.18 |128+2 | 0.08 | 133+1 | 0.09
= 5-10° 115+3 0.21 |110+1 | 0.11 | 114+2 | 0.09
(¥
o 10 125+1 | 0.32 |119+1 | 0.09 | 122+1 | 0.08
©
§ 5:10% | 130%2 0.13 |137+3 | 0.16 | 134+1 | 0.12
o
S 103 100+ 1 0.13 |108+2 | 0.21 | 106+2 | 0.18
s
§ 5.103 100+ 1 0.13 | 115+2 | 0.24 | 119+1 | 0.14
[
S 102 84+2 010 |121+1 | 0.11 | 122+1 | 0.11

Tabla 4.3.: Diametro (d, nm) + desviacién estdndar e indice de polidispersién (IP) de las
nanoparticulas obtenidas por el método de desplazamiento del solvente o

nanoprecipitacién (nanoparticulas C).

A primera vista es facil identificar diferencias entre las diferentes metodologias
investigadas. El tamafio e indice de polidispersidon, se ven condicionados por el método
de sintesis y factores, como la cantidad de polimero, el tipo de disolvente organico y

tensioactivo utilizados durante el proceso de elaboracion (tabla 3.1.).

Teniendo en cuenta la cantidad de polimero utilizada para la elaboracién de
cada una de las sintesis y el volumen de fase oleosa se pueden apreciar diferencias en
la viscosidad de la fase polimérica. Estudios realizados por otros autores (Sharma vy
cols., 2015) indicaron que una elevada concentraciéon de polimero originaria una
mayor viscosidad de la fase dispersa; de esta manera se obtendria un mayor tamafio
de particula. De ahi que las nanoparticulas A presenten mayor tamafio que las

nanoparticulas B y estas que C.
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Por el contrario, se observa que la velocidad de agitacion es un factor
despreciable en el tamafio de particula. Sélo se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la agitacion mecanica y la sonicacién, con
tamafios medios entre 180 nm y 110 nm en nanoparticulas preparadas siguiendo las

sintesis A-2 y B, respectivamente.

Tras la incorporacién del 5 FU, se apreciaron cambios significativos en el
tamafio de las particulas blanco, con lo que se produce un ligero descenso en las
nanoparticulas tipo A y un aumento en las nanoparticulas B y C, probablemente debido
a la mayor eficacia de encapsulacidn de estas ultimas. Como se puede apreciar todas
las nanoparticulas aumentan de tamafio con el tiempo probablemente debido a la

entrada de agua a la nanoparticula.

El estudio geométrico muestra resultados alentadores, con indices de
polidispersién muy préximos a 0 en todas las sintesis estudiadas, excepto para la
sintesis Al. A la vista de estos resultados fue seleccionada la fdrmula A-2 (en adelante
se denominard férmula o sintesis A) con un tamafo de particula de 178 nm y un indice
de polidispersion de 0.18; la formula B, con un tamafio de particula de 108 nm y un
indice de polidispersidn de 0.21 y las nanoparticulas obtenidas por el método C, con un

tamafio de particula de 74 nm e indice de polidispersion de 0.18.

Estos valores estan en completa concordancia con la fisiologia de cualquier
tumor y por tanto con los factores condicionantes para su administraciéon parenteral.
De hecho ya existen otros estudios que han reportado el potencial de nanoesferas de
PLGA cargadas con 5-FU, sin embargo limitaciones asociadas con su tamao limitan su

eficacia en la terapia del cancer.

Diferentes estudios demuestran como sistemas coloidales con un tamafo
alrededor de 400 nm se acumulan por filtraciéon y son absorbidos por macréfagos
esplénicos. Todo lo contrario ocurre con aquellos sistemas con un tamafio entre 60 y

200 nm. En este caso pueden evitar la rapida absorcion por el RES y permanecer en la
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circulacién sanguinea durante un periodo relativamente largo de tiempo (Ishida et al.,
1999). Por lo tanto, tienen mds oportunidades de extravasar a través de los capilares

discontinuos que rodean al tumor.

A la vista de la Bibliografia actual se puede concluir que tamafios pequefios no
sélo atraviesan en mayor medida el endotelio fenestrado de los vasos sanguineos que
rodean las células tumorales (Dinarvand et al., 2011) sino que estan asociados a un
aclaramiento plasmatico retardado, lo que representaria una ventaja en la
administracion de farmacos vehiculizados en nanotransportadores desde su entrada al

torrente sanguineo hasta su llegada a la biofase (Pretel y cols., 2017).

4.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)
4.2.1. FUNDAMENTO DE FTIR

La radiacidn infrarroja se encuentra localizada en el espectro electromagnético
entre la zona de la radiacién visible y la zona de la radiacidon de microondas. Un gran
numero de moléculas organicas de interés farmacéutico absorben la radiacidon
infrarroja en el intervalo de nimeros de onda entre 4000 y 450 cm™ en energia de
vibracion molecular. Esta absorcién es cuantificable y el espectro aparece en forma de
bandas, ya que un cambio simple de energia vibracional es acompafiado por diversos
cambios de energia rotacional. Las posiciones de las bandas en el espectro de
infrarrojos se suelen presentar en funcién del numero de onda (k), mientras que las
intensidades de las bandas pueden expresarse como transmitancia (T) o como

absorbancia (A).

Hay dos tipos de vibraciones moleculares (Silverstein y Webster, 1998) la
vibracién de elongacién y la vibracién de flexién. 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 distribucidn de cargas que acompafia a una vibracién, acopla la vibracién de
la molécula con el campo eléctrico oscilante de la radiacidon electromagnética. En

general, los grupos funcionales que tienen un dipolo intenso generan absorciones
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fuertes en el infrarrojo. El conjunto de vibraciones fundamentales (frecuencias de
absorcion) raramente se observa debido a la existencia de factores que aumentan el
numero de bandas (la presencia de armdnicos y los tonos de combinacion) y de
factores que reducen el numero de bandas (frecuencias fundamentales fuera de la
region de 400 a 4000 cm-1, bandas fundamentales demasiado débiles para ser

observadas, ausencia de un cambio en el momento dipolar, etc.).

Se pretenden analizar mediante esta técnica los tres tipos de nanoparticulas
sintetizadas con diferentes formulaciones, para asi obtener una nueva prueba de la
eficacia de la metodologia de sintesis. Mas concretamente, las nanoparticulas deben
presentar un espectro de infrarrojos en el que aparezcan las bandas caracteristicas de
poli(D,L-lactida-co-glicolida). De ser esto asi, quedara demostrado que las
nanoparticulas formadas estdn constituidos efectivamente por la misma estructura del
PLGA. Este estudio no pretende una caracterizacion exhaustiva de la estructura
molecular 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.

4.2.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para la preparacidon de las muestras a analizar, se sometieron a desecacién las
dispersiones acuosas de las nanoparticulas a 25.0 £ 0.5 2C en un horno de desecacién
por conveccién (Digitronic, J.P. Selecta S.A., Espaia). A continuacién, se tomé una
pequefiia cantidad de material sélido (0.5 - 1.0 mg), se colocd en un mortero de agatay
fue prensada a 10000 - 15000 kPa para obtener un disco transparente. A pesar de que
en este tratamiento de las muestras sea de esperar la apariciéon de bandas en el
espectro de infrarrojos en torno a 3450 cm-1 y a 1640 cm-1 debido a la humedad
ambiental captada, el avanzado y patentado algoritmo de compensacion atmosférica
elimina las interferencias espectrales debidas al vapor de agua y al CO, aumentando la
reproducibilidad de los datos espectrales y reduciendo al minimo las exigencias de

purga (Giri y cols., 2005; Silverstein y Webster, 1998). Para la obtencién del
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interferograma se utilizdé un espectrémetro de infrarrojos (PerKin Elmer Spectrum
Versién 10.03.09), con una resolucién de 2 cm™. La técnica implica la division de una
radiacién que contiene todas las longitudes de onda (en nuestro caso: 4000 a 450 cm™)
en dos rayos (Silverstein y Webster, 1998). Uno tiene un camino 6ptico fijo y el otro
variable (mediante un espejo mdvil). La superposicién de los rayos genera un patron
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, lo que hace que el material analizado quede expuesto a una
banda amplia de energias. En cuanto a la interpretacidon de un espectro de infrarrojos,
no hay reglas establecidas para ello. Sin embargo, si existen ciertos requisitos previos

(Silverstein y Webster, 1998):

1. el espectro debe tener una resolucidén y una intensidad adecuadas, debe ser el
de un compuesto razonablemente puro
2. el espectrofotémetro debe estar calibrado

3. el método de manipulacién de la muestra debe estar perfectamente definido.

La frecuencia o la longitud de onda de absorcion dependen de las masas relativas
de los dtomos de la molécula, de las constantes de fuerza de los enlaces entre éstos,
de la geometria de los dtomos 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). Entraiia una
gran dificultad la realizacion y caracterizacién fisicoquimica de 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 extrapolacion a
estudios de moléculas sencillas, ya que determinados grupos de atomos generan
bandas de igual o similar frecuencia independientemente de la estructura del resto de
la molécula. La persistencia de estas bandas caracteristicas permite la obtencién de
informacién estructural, mediante simple inspeccién y comparacién con tablas de

referencias que recogen la absorcién caracteristica de grupos funcionales. No
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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 regién de los grupos funcionales de la molécula (de 4000 a 1300 cm-1).
Generalmente, si no hay absorcidn en esta zona puede considerarse que la molécula

problema carece de grupos funcionales.

- La zona de la huella dactilar (de 1300 a 900 cm-1). La absorcién en esta regidn

es Unica y caracteristica para cada especie molecular.

- La regién entre 900 y 650 cm-1. La ausencia de absorcién en esta zona

generalmente indica una estructura no aromatica.
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Nps B; (D) Nps C.
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Como se aprecia en la figura 4.4., la estructura de PLGA se mantiene tras
someter al polimero a cada uno de los procedimientos de la formulacion de Nps (figura
4.4 A, B, Cy D). Gracias a que esta estructura se mantiene tras la aplicacion de éstas
metodologias de fabricacidn, puede predecirse que queda asegurada la capacidad que
el PLGA 50:50 tiene para desarrollar una liberacién sostenida en el tiempo del farmaco

vehiculizado.

4.3.- PROPIEDADES ELECTRICAS SUPERFICIALES

A través de éste estudio se pretende caracterizar la carga eléctrica superficial de
las nanoplataformas y su dependencia de la composicidén del medio de dispersién (pHy
fuerza idnica). De esta manera se estaria en condiciones de prevenir fendmenos de
agregacion y sedimentacién en el coloide formulado. Ademas, la electroforesis deberia
ser una técnica experimental para definir, al menos cualitativamente, el tipo de
vehiculo de las moléculas de 5-FU en las nanoplataformas de PLGA. Es decir, si el
farmaco se incorpora en superficie (adhesiéon superficial) o en matriz (absorcidn), bajo

las condiciones de preparacion desarrolladas

4.3.1.- INTERACCIONES ELECTROSTATICAS

Si consideramos una particula sélida esférica de 1 cm de didmetro, su superficie
S y su volumen V son 3.14:10™* m? y 5.24-107 m?, respectivamente, y la relacién
superficie/volumen es S/V = 600 m™. La divisién de la particula en N particulas
esféricas de radio 100 nm tal que su volumen total sea igual al de la esfera original, sin
embargo, provocaréa que la superficie sea de 15.7 m? y la relacién S/V = 3-10'm™. Este
sencillo ejemplo explica que la principal contribucidn a las propiedades de un sistema,
formado mediante la dispersion de esas N particulas 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 repulsiva entre dos de estas

particulas dispersas en agua y localizadas a una distancia entre superficies de 10 nm es
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F' = 2.12:10" N. Esta fuerza tiene que compararse con la fuerza de otras
interacciones que deben o pueden existir entre ellas. Asi, su atraccion gravitatoria a la
misma distancia serd F°= 6.3-10° N, si su densidad es 10°Kg/m?; v la atraccién de van
der Waals FV = 8:10"* N, utilizando los valores tipicos de la constante de Hamaker
(van Oss, 2006). Estos ejemplos muestran que, en la mayoria de los casos, las
interacciones electrostdticas son las principales responsables de las propiedades

macroscopicas de las suspensiones.

4.3.2.-PROPIEDADES ELECTRICAS DE LA INTERFASE

Los fendmenos electrocinéticos y las técnicas asociadas a ellos demuestran su
importancia pues son manifestaciones de las propiedades eléctricas de la interfase, y
de aqui que merezcan atencidn por si mismas. Ademas, son una fuente de informacién
importante (Unica, en muchos casos) de estas propiedades eléctricas, por poder ser

determinadas experimentalmente.

4.3.2.1.- DESCRIPCION DE LA DOBLE CAPA ELECTRICA

La mayoria de los sélidos adquieren una carga eléctrica superficial cuando se
dispersan en un disolvente polar, en particular, en una disolucién de electrolito. Las
causas de estas cargas son diversas y se evidencian por diferentes procesos:
adsorcién/desorcion de iones de la red, disociacion o ionizacidn de grupos superficiales

o sustitucion isomorfica.

Cualquiera que sea el electrolito, la carga neta superficial debe estar
compensada por iones en torno a la particula, de modo que se mantenga la
electronegatividad del sistema. La carga superficial y la contracarga compensatoria
forman una doble capa eléctrica (DCE). Aunque se llame doble capa, puede llegar a ser

muy compleja a lo largo de la distancia de la superficie del sélido.
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Numerosos estudios han intentado explicar lo que ocurre en la interfase (figura
4.5.). La distribuciéon de los contraiones en la disolucidon cerca de la particula fue
estudiada por Helmholtz desde 1879, posteriormente Chapman en 1904 y Stern en

1924.

El modelo de Helmholtz es el mas simple, en su teoria considera que la doble
capa es como un condensador de placas paralelas donde ¢,y es el maximo potencial
eléctrico existente y que varia linealmente con la distancia a la superficie de la
particula; el exceso de iones en el lado de la solucidén de la doble capa se encuentra
ubicado en el plano de Helmholtz, muy cercano a la superficie del electrodo. En el
plano externo de Helmholtz se encuentran los iones solvatados y en el plano interno
de Helmholtz se encuentran iones que hayan perdido su capa de solvatacién y por
tanto pueden aproximarse a la superficie del electrodo. Este modelo de Helmholtz sélo
tiene validez cuando la carga total superficial es pequefia en magnitud absoluta o
cuando la concentracién del electrolito inerte es grande.

El modelo de Chapman o también conocido como de Goliy-Chapman habla de
una capa de cargas en una superficie sélida y una capa difusa de iones con distribucién

estadistica en la solucion.

El modelo de Stern habla de una capa de cargas en una superficie sélida y una

capa de contraiones constituida por dos subcapas, una subcapa de contraiones

absorbida en forma rigida y una subcapa difusa de iones en solucién (Jorge NL, 2015).
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Figura 4.5: Doble capa de iones segun diferentes autores (Jorge NL, 2015)

La carga neta de la superficie de la particula afecta a la distribucién de los iones y a
la regidn circundante interfacial, resultando un aumento de concentracién de iones, de
carga opuesta a la de la particula. En la capa liquida que rodea la particula se pueden
distinguir 2 partes, una regién anterior, la capa Stern, la cual tiene iones fuertemente
ligados y la exterior, region difusa en la que estan unidos mas débilmente (figura 4.6.).
Asi la doble capa eléctrica estd alrededor de cada particula. Dentro de la capa difusa

hay un limite tedrico con iones en las particulas de forma estable (Delgado y cols.,

2007).
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Figura 4.6.: Representacion de la carga eléctrica superficial de un sdlido cuando

se dispersan en un disolvente polar
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Cerca de la superficie del sélido o sobre ella, se pueden encontrar cargas
responsables de la carga superficial (densidad superficial, gp). En su proximidad
inmediata, podrian localizarse los iones capaces de sufrir adsorcion especifica: la
distancia al sélido sera el orden de un radio iénico, dado que se puede suponer que
han perdido su capa de hidratacion, al menos en la direccidn de la superficie del sélido.
Llamemos o; a la carga superficial en un determinado plano de dtomos, localizados a
una distancia 8; desde el sdlido (figura 4.7.). Si aceptamos que la interfase tiene una
geometria plana y que ¥, es la distancia externa normal a ésta, podriamos decir que la
region entre y = 0 y x = B, esta libre de carga y podemos identificar un condensador
cuyas placas son la superficie y el plano 8;. Si C; es su capacidad especifica (por unidad

de area):

o
Yo—thi =7
l
(4.1)
Donde ¢ es el potencial en la superficie del sélido. Los iones responsables del
;i no sélo desarrollaran interacciones electrostaticas con la superficie, sino que, a
menudo, superaran la repulsién 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 no ser este siempre
el caso. Hay una amplia variedad de situaciones, desde la formacion de uniones
quimicas (covalentes) a interacciones mads débiles como la atraccion de van del Waals,
los enlaces por puentes de hidrégeno, las fuerzas hidréfobas-hidréfilas, etc (Lyklema,
1987). Debido a la ausencia habitual de informacién sobre la parte mas interna de la

atmadsfera idnica, el tratamiento no estad exento de hipdtesis menos reales.
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Figura 4.7.: Distribucidon del potencial en una interfase sélido

liquido cargada negativamente.

A partir del plano x= 84 se localizan los iones que sélo poseen interacciones
electrostaticas con la superficie y ademds estdn sujetos a colisiones con las moléculas
del disolvente. Estos iones estan distribuidos en un cierto volumen cuya densidad de
carga es p(x), aunque en la practica se introduce una densidad superficial de carga
difusa (o), localizada e x= 6,de acuerdo con la expresion:

Para una interfase plana:

04 = fp(x)dx
Bd
(4.2)
Para una fase esférica:
— 1 j)? 2 ()d
= g ) T
pd

(4.3)

Para una fase esférica donde en radio es a, siendo r la coordenada radial con

origen en el centro de la particula.
Debido a la electroneutralidad se cumplira:
O0p = 0; — 0g

(4.4)
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Con respecto a la descripcion de la doble capa eléctrica, de forma general se

acepta la siguiente nomenclatura:

e La distribucion volumétrica de la carga que se extiende desde x= 8,5 se
denomina capa difusa de la doble capa

e La region entre x= 0 y x= B, se denomina capa de Stern, parte interna de la
doble capa o parte densa de la doble capa.

e El plano x= 6; es el plano interior de Helmholtz (PIH) y a x= 8,4 se le llama plano

exterior de Helmholtz (PEH). El PEH identifica el comienzo de la capa difusa.

Hay diversos modelos matematicos para explicar fendmenos de este tipo. A
distancias mayores en la capa difusa, las interacciones especificas son despreciables,
por lo que la estructura de esta capa se obtiene considerando la fuerza ejercida por el
campo medio y las fuerzas difusivas que tienden a restituir a una concentracion

uniforme.

El modelo mas sencillo es el llamado Gouy-Chapman donde se considera a la
disolucién ideal. En condiciones de equilibrio, la concentracién idnica sigue la
distribucién de Boltzman (Delgado y cols., 2002). Nos permiten conocer el perfil del
potencial eléctrico y por tanto, la concentracion iénica. Facilita el estudio de sistemas

bioldgicos complejos.

Existen modelos mas realistas para estudiar la doble capa eléctrica en
equilibrio, donde se considera que los iones de la capa difusa estan hidratados y por
tanto ocupan cierto volumen, la repulsiéon estérica puede ser tenida en cuenta
afadiendo al modelo anterior un potencial quimico en exceso. Las correcciones al
modelo de Poisson-Boltzman son importantes en el caso de concentraciones idnicas
para las que la distancia media entre iones es de orden del tamafio idnico (Adamczyk y

cols., 1996, Borukhov, 2004, Lépez-Garcia y cols., 2014)
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Por tanto, un punto de particular interés es el potencial donde se unen la capa
difusa y la de Stern, o también Ilamada fija. Este potencial, conocido como potencial
zeta ({), es importante porque puede ser medido de una manera muy simple, mientras
que la carga de la superficie y su potencial no pueden medirse. El potencial { puede ser
una manera efectiva de controlar el comportamiento del coloide puesto que indica

cambios en el potencial de la superficie y en las fuerzas de repulsion entre los coloides.

Cuando se mueve, por ejemplo por accién de la gravedad, los iones de dentro
de los limites se mueven, pero no mas alla del limite pues éstos viajan con la particula.
Este limite se llama superficie hidrodindmica de deslizamiento plano “slipping plane”.

El potencial que existe en este limite es el potencial ¢

4.3.3.- POTENCIAL Z

Supongamos que se aplica un campo eléctrico paralelamente a la interfase
sélido/disolucién y que la superficie sélida esta fija en el sistema de coordenadas. De lo
expuesto anteriormente que el liquido adyacente al sélido se sabe que 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 por medio de fuerzas
atractivas de corto alcance y pueden considerarse inmoviles. Sin embargo esto es sélo
una aproximacion ya que tales iones pueden ser mdviles y en ese caso no es raro que
su movilidad tenga un valor préximo a la del nucleo de la disolucién. En las condiciones
generales, los iones y el liquido externo pueden ser desplazados por el campo externo.
De hecho, la fuerza eléctrica actuard sobre los iones (principalmente contraiones) y
arrastrard liqguido en su movimiento. De ésta manera se producira el fendmeno

electrocinético.

El potencial existente en el limite entre la fase mévil e inmdvil es el potencial
electrocinético o potencial zeta (¢). La localizacion exacta (distancia 8¢ del también
llamado plano de cizalladura o deslizamiento es un aspecto altamente estudiado. De
hecho, se dice que es una abstraccion la existencia del plano decizalladura y el

potencial zeta (Lyklema, 1977), ya que se basan en la aceptacién de que la viscosidad
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del medio liquido varia continuamente desde el finito en la capa de Stern a un valor
infinito en la atmdsfera difusa. Una posible forma de salvar dicha incertidumbre, al
menos formalmente, es suponer una variacién gradual de la viscosidad n desde la
superficie hasta el inicio de la parte difusa (Dukhin, 1974, Lopez-Garcia y cols., 1996,
Lyklema 1977), aunque la verificacidon experimental cuantitativa de tal variacién no es
accesible. Como los tratamientos del fendmeno electrocinético se basan en la
existencia del potencial zeta, admitiremos el modelo de la variacion de la viscosidad
como razonable y aceptable. Esto significa que las técnicas electrocinéticas nos daran
informacién sobre el potencial zeta, alld donde quiera que esté localizado. Tratar de
obtener mas informacién es dificultoso y muy dependiente del modelo de la doble

capa elegido (Dukhin, 1974).

El potencial { es uno de los pardmetros fundamentales que controla la
interaccion de las particulas en suspension. Cuando particulas con carga se aproximan
entre ellas, el equilibrio entre las fuerzas de atraccion experimentadas en todos los
cuerpos y de las fuerzas de repulsion determinadas por la magnitud del potencial en la
capa de deslizamiento es lo que determina el comportamiento de que se repelan o se

atraigan. Las particulas interactian de acuerdo al potencial de esa capa.

La adsorcién de surfactantes idnicos permite producir un efecto antiestatico. Si
el balance de cargas adsorbidas no alcanza la neutralidad, las superficies tienden a
repelerse, lo cual constituye un mecanismo de estabilizacion de sistemas dispersos. El
impedimento estérico producido por moléculas de surfactante adsorbidas puede ser
también responsable de la estabilizacién de muchos sistemas dispersos. La adsorcidon
de surfactantes en las interfases puede modificar los equilibrios trifasicos solido-fluido-
fluido y conducir a la extensién en forma de una monocapa o al cambio de mojabilidad

de una superficie.

4.3.3.1.- POTENCIALZY PH
El potencial { es determinado por la naturaleza de la superficie de la particula y

del medio de dispersién. El pH es un parametro importante al alterar la concentracién
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de cargas en el medio. En la grafica se muestra el efecto del pH (figura 4.8.). La curva

pasa a través del potencial { en cero, en el eje de X y en ese punto se le lama el punto

isoeléctrico, significa que las particulas no experimentan repulsién por lo que puede

estimarse que produzca una aglomeracion.
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Figura 4.8: Grafica del potencial  en funcién del pH.

De hecho, puede existir cierta atracciéon cerca de esos valores, como regla

general, si se quiere asegurar que existird repulsion entre las particulas debemos

asegurarnos que el valor del potencial { es mayor a +30mV e inferior a -30mV.

La figura 4.9 muestra la regién de inestabilidad en cuanto al pH, en este caso,

entre pH 4 y pH 7.5. Fuera de este intervalo de pH, se estima que la dispersién es

estable.

Potencia Zeta (mv)

pH

ESTAELE

INESTAEBLE

ESTABLE

Figura 4.9: La zona roja presenta la inestabilidad del sistema, la

zona verde regiones de estabilidad del sistema
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4.3.3.2.- POTENCIAL Y FUERZA DE LA GRAVEDAD

Las particulas que forman el coloide se pueden unir formando agregados vy, al
alcanzar cierto tamafo pueden llegar a sedimentar por accién de la gravedad
(floculacidn) el efecto final podria ser una separacién completa de las fases, haciendo
al coloide inestable. Es necesario evaluar el efecto de la gravedad pues en la mayoria
de las formulaciones la fase dispersa tiene densidad diferente al medio, por lo que
tiende a sedimentar. Para esto, estudiar las dos fuerzas competitivas, la de repulsion y

la de atraccion.

Segun la figura 4.10 se muestra la energia de interaccién (—KT) que indica
repulsidn y (+KT) atraccion, R es la distancia entre las particulas. En la zona izquierda
de la misma, las particulas se estan tocando. La curva verde es la fuerza de repulsion
entre dos particulas y representa particulas con un potencial T alto. A grandes
separaciones existe una pequefia interacciéon. A medida que las particulas se
aproximan, la energia de repulsion aumenta. Si las particulas pueden ser aproximadas
entre ellas, lo mas cerca posible para vencer la barrera de la energia, las fuerzas de
atraccidon dominarian y causarian que las particulas se junten. Una vez en este punto
de minima energia, se requeriria mucha energia para separar a las particulas.

La curva roja representa Unicamente las fuerzas de atraccion y representaria en
el caso en donde no existe ningin mecanismo de estabilizacion. No importando el
lugar de las particulas en la dispersion, se irdn agregando y caerdn en la minima
energia. La velocidad a la que esto pasa dependera de la concentracién de la muestray
de la velocidad de difusién de la particula, serd acelerada con la agitacion.

La curva verde es la suma de las fuerzas de atraccidn y repulsion; se observa
gue las fuerzas de repulsidon actian a una distancia mas grande que la de las fuerzas de
atraccidn. Esto es importante ya que si reducimos la fuerza de repulsién, reducimos el

potencial eléctrico y obtenemos un resultado no deseado.
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—KT: fuerzas de repulsién

+KT: fuerzas de atraccion

R: distancia entre las particulas

KT

R

Figura 4.10.: Gréfica de la energia de interaccién particula-particula.

El potencial ¢ es un indice de la estabilidad del sistema coloidal. Si todas las
particulas en suspension tienen alto nivel de cargas positivas o negativas, el valor de ¢
es alto y no tienden a flocular, sin embargo si los valores son bajos, no hay la suficiente
fuerza para repelerse y tienden a unirse. Asi se puede decir que la magnitud de ¢ da

una indicacién de la estabilidad potencial del sistema coloidal.

4.3.3.3.- POTENCIAL ¢ Y FUERZA IONICA:

El concepto de fuerza idnica fue introducido por Lewis y Randall, también
conocido como intensidad idnica (/). Es una medida de la intensidad de campo
eléctrico debido a los iones existentes en la disolucion, definido como la mitad de la
suma de los términos que se obtienen de multiplicar la concentracién de cada especie

idnica presente en la disolucidn por el cuadrado de su valencia.

Observaron que disoluciones diluidas suelen tener la misma fuerza iénica. Por
ejemplo en una disoluciéon 0.01 M de NaCl, la fuerza idnica es igual a la concentracién
(I=c).

Debye Huckel ratificd lo anterior afadiendo que la fuerza idnica es una
excelente medida de la no idealidad provocada por los iones de una disolucidn, sobre

los iones producidos por un electrolito en disoluciéon (Carrién FJ, 1997). La fuerza
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idnica se considera una propiedad de cada disolucién y no una propiedad de los iones

en disolucidn.

Si las particulas estan cargadas, surgen fuerzas electrostaticas repulsivas como

se evidencia en la figura 4.11 (A):
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rq: espesor de la doble capa de iones

(C)

Electrolito (M) | Espesor (nm)
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Alta I; ry pequefio

Baja I; rygrande

Figura 4.11.: (A) medida de las distancias y radio entre dos particulas cargadas, (B)
potencial T en funcidén de la distancia de la carga superficial, (C) espesor de la
doble capa en funcién de la fuerza idnica, a diferentes concentraciones, seguin

Goliy-Chapman (adaptado por Jorge NL, 2015).
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El ryes el espesor de la doble capa de iones, se calcula a través de la teoria de

Debye-Huckel, depende de forma inversa a la fuerza idnica.

Como vemos en la figura 4.11(C) el espesor de la doble capa se contrae a

medida que aumenta la fuerza idnica.

4.3.4.- ELECTROFORESIS:
El potencial {también expresa la movilidad electroforética de los coloides.

Una carga eléctrica inmersa en un campo eléctrico experimenta fuerzas de atraccién y
de repulsién, segun describe la ley de Coulomb. La carga se desplaza en el medio hacia
el polo que posee la carga opuesta como consecuencia de la atraccidn eléctrica. Si el
campo eléctrico es homogéneo, el mdédulo de la fuerza depende sélo de la intensidad
del campo y del valor de la carga. Cuando la particula estd inmensa en un fluido
aparece una fuerza de rozamiento ya que el fluido en el que se mueve la particula se
opone a si movimiento. La fuerza de rozamiento o de friccion es proporcional a la
velocidad de la particula, de igual direccién pero de sentido contrario. Aqui se debe
introducir una constante que incluya las variaciones que produzca la viscosidad del
medio, el tamafno y a forma de la particula. Apenas la particula empiece a moverse, la
fuerza neta serd la resultante entre la fuerza eléctrica y la de rozamiento, siendo
evidentemente la diferencia de éstas. Debido a que va aumentando la fuerza de
rozamiento por un aumento de la viscosidad, llega un momento en que la particula

adquiere velocidad constante.

La movilidad de una particula cargada que se mueve por un campo eléctrico se
define como el cociente ente la velocidad de la misma y el campo eléctrico aplicado, es

decir, la velocidad que adquiere por unidad de campo eléctrico.
v
"TE

(4.5)
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En situacion de equilibrio:

=2

(4.6)

Es decir, que la movilidad electroforética depende de la carga de la particula y
del coeficiente de friccién. Este dependia de la forma y tamafio de la particula y de Ia
viscosidad del medio. También se vio que la velocidad no depende del campo eléctrico
aplicado. Podemos decir que la movilidad es una constante fisica para cada sustancia si
se mantienen constantes el medio (pH, fuerza idnica y viscosidad) y la temperatura. Asi

que puede usarse como una propiedad de criterio de identificacion.

La electroforesis es probablemente el método de mas amplia aplicacion del
potencial ¢, consiste en el paso de una corriente eléctrica a través de la dispersion,
puesta en una célula adecuada (célula BURTON), las particulas cargadas emigran al
electrodo de la carga opuesto y, de acuerdo con la direccion y velocidad de la
migracion se puede determinar el signo y la magnitud del potencial. Al producir un
campo eléctrico paralelo, a la interfase en esa regién, se produce una fuerza sobre el
fluido de la doble capa. Inversamente, si se fuerza un movimiento del fluido de la
doble capa, la deslocalizacién de carga resultante induce el capo eléctrico del
fenémeno llamado potencial de flujo. Los fendmenos electrocinéticos corresponden a
una interfase estacionaria cerca de la cual puede moverse el fluido, por ejemplo en un
medio poroso o un tubo capilar. Ya que con un movimiento interfase-fluido es relativo,
existen dos otros casos que corresponden a un fluido estacionario y a una interfase
susceptible de desplazarse. Como por ejemplo la de una particula de tamafio coloidal o
de una microgota de un fluido inmiscible. Al aplicar un campo eléctrico a una
suspension coloidal, se produce un movimiento de las particulas Illamado
ELECTROFORESIS. Al desplazarse particulas cargadas en un campo de fuerzas
(gravedad natural o artificial), se genera un campo eléctrico correspondiente al

POTENCIAL DE SEDIMENTACION. En los cuatro casos, la escala del movimiento relativo
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del fluido y del sélido es considerablemente mayor que el espesor de la doble capa

eléctrica.

4.3.5.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La electroforesis (al igual que los demas fendmenos electrocinéticos) constituye
una poderosa técnica para obtener informacion directa sobre el estado eléctrico de la
interfase. En este trabajo hemos investigado el potencial { de los diferentes tipos de
nanoparticulas de PLGA obtenidas mediante emulsificacion/evaporacién del solvente y
nanoprecipitacién, como método de evaluacion de la calidad y eficiencia de

encapsulacién del principio activo 5-FU.

La determinacién de los ¢ de las distintas suspensiones de nanoparticulas de
PLGA, 0.1% (p/v), se llevaron a cabo utilizando un dispositivo Malvern Zetasizer 2000
(Malvern Instruments, Inglaterra), basado en el analisis de autocorrelacion de la luz
laser dispersada por las particulas en movimiento. Este dispositivo permite determinar
T con errores < 5%. La temperatura de medida (25.0 £ 0.5°C) se mantuvo constante
(hasta + 0.5°C). En las Tablas 4.4, 4.5, 4.6 y 4.7. se incluyen los valores de las

nanoparticulas A, By C de  en el medio de disolucion natural.
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Velocidad de
{(mV) alos {(mV) alos
agitacion
0 dias 6 meses
Sintesis A-2 (r.p.m.)
nanoparticulas 2.000 -31.6 +3.1 -
sin carga 8.000 -37.6+2.5 -
16.000 -30.1+1.1 -
Sonicador -28.1+0.7 -21.2+0.41

Nanoparticulas con carga

CARACTERIZACION

{(mV) alos {(mV) alos
Concentracion 5-FU (M)
0 dias 6 meses
10°
-12.6+2.1 -5.2+0.4
5.10° -9.9+0.8 -3.2+0.5
10 -10.5+0.5 -2.7+0.2
5.10° -6.1+0.6 -2.9+0.2
103 -11.440.6 -3.3+0.34
5.103 -8.5+0.8 -3.9+0.4
102 -6.9%0.5 -3.2+0.4

Tabla 4.4.: Valores de { (mV) de nanoparticulas de PLGA tipo A-2 obtenidas mediante
emulsion simple en el medio de disoluciéon natural (agua bidestilada); pH=6 (t=0) y

pH=4 (t=6 meses).
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Velocidad de
{(mV)alos {(mV) alos
agitacion
0 dias 6 meses
(r.p.m.)
Sintesis B-in
2.000 -43.1 40.1 -
Nanoparticulas
8.000 -46.1+1.7 -
sin carga

16.000 -47.9+1.8 -

Sonicador -37.8 1.4 -39.84 4.1
Nanoparticulas cargadas
{(mV)alos {(mV) alos
Concentraciones 5-FU (M)
0 dias 6 meses

10° -30.2+1.2 -34.2+5.1
5.10° -31.9+2.6 -32.8+4.7
10™ -31.1#5.7 -33.8+9.2
5.10" -32.11+4.9 -33.1+8.1
10° -30.5 +4.1 -33.845.1
5.10° 31.9+2.6 -35.1+7.2
10 30.2+1.2 -33.4+9.1

Tabla 4.5.: Valores de  (mV) de de nanoparticulas PLGA tipo B-in obtenidas mediante

doble emulsidn en el medio de disolucion natural (agua bidestilada), pH=6 (t=0) y pH=4

(t=6 meses).
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Velocidad de
o {(mV)alos {(mV)alos
agitacion
0 dias 6 meses
B-ex (r.p.m.)
nanoparticulas 2000 -43.1 +0.1 -
sin carga 8000 -46.1+1.7 -
16000 -47.9+ 1.8 -
Sonicador -37.8 1.4 -39.8+4
nanoparticulas cargadas
Concentraciones {(mV)alos {(mV)alos
5-FU (M) 0 dias 6 meses
10° -25.4+2.5 -20.1+0.6
5-10° -29.3+0.9 -26.9+1.7
10 -32.8+0.5 -23.1+0.8
5-10 -25.9+1.3 -11.4+5.7
10° -32.840.5 -17.941.2
5.10° -31.6 4.2 -34.541.4
107 -25.9+1.2 -28.7+1.3

Tabla 4.6.: Valores de ¢ (mV) de nanoparticulas PLGA tipo B-ex obtenidas mediante

doble emulsidn en el medio de disolucion natural (agua bidestilada), pH=6 (t=0) y pH=4

(t=6 meses).
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Velocidad de
C {(mV)alos {(mV) alos
agitacion
nanoparticulas 0 dias 6 meses
] (r.p.m.)
sin carga
900 -43.7 £1.42 -35.73+1.5
nanoparticulas cargadas
Concentraciones
5-FU (M)

10° -32.5+0.6 -13.440.5

5x 10° -32.8+ 3.6 -12.9+0.4

10™ -31.242.5 -13.8+0.3

5x 10 -32.2+1.6 -17.9+0.9

10° -33.8+1.2 -16.1+0.9

5x 10° -32.8+.3.6 -21.1+1.6

10 -32.5+0.6 -18.70.5

Tabla 4.7.: Valores de { de nanoparticulas de PLGA tipo C obtenidas por el método de
desplazamiento del solvente, en el medio de disolucidon natural (agua bidestilada),

pH=6 (t=0) y pH=4 (t=6 meses).

Como puede apreciarse, los valores absolutos de { de todas las nanoparticulas
de la formulacion A son ligeramente inferiores a -30mV; en el caso de las
nanoparticulas B y C son claramente superiores. Esta carga eléctrica superficial deberia
impedir la agregacion de las particulas B y C en suspensidon, asegurandose asi la
estabilidad de la formulacidn en las condiciones experimentales estudiadas, como asi
lo demuestran otras investigaciones (Delgado y cols., 2007) en las que valores de
potenciales ¢ fuera del intervalo -30 a + 30mV aseguraran las repulsiones y por tanto

estabilidad del sistema coloidal (Clares By cols., 2014).

La extrema sensibilidad de la técnica de electroforesis debe permitir la
identificacion de cambios en las propiedades eléctricas superficiales de las

nanoparticulas, consecuencia de la adsorcion de moléculas de farmaco durante su
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incorporacién (Clares y cols., 2013; Reddy y cols., 2013). La metodologia experimental
seguida es igual a la descrita anteriormente, aunque en este caso las nanoparticulas
contenfan una determinada concentracién molar de farmaco (10° a 10° M). Las
medidas se realizaron tras 24 horas de conservacion de las dispersiones a 25.0 £ 0.5°C,
protegidas de la luz ambiental (con papel de aluminio). Los datos presentados son el
promedio de 9 determinaciones, cambiando la muestra cada tres. Las tablas 5.1. a 5.4.
muestran la evolucién de los valores de ¢ en funcion de la concentraciéon molar de 5-FU

encapsulado para los distintos tipos de nanoparticulas.

En general, la adsorcidn electrostdtica puede verse favorecida por la
interaccion entre las cargas negativas de la superficie de las nanoparticulas, debidas a
los grupos carboxilicos del PLGA, y las cargas positivas del farmaco generadas, fruto de
la protonacién de sus grupos —NH; esto indica una mayor compactacién de la doble
capa fija alrededor de las nanoparticulas. Se observa una tendencia general del ¢ a
reducirse, o hacerse mas positivo, tras la incorporaciéon de farmaco. Precisamente el
pKa del 5-FU es 8 y por tanto, es de esperar que en disoluciones con un pH &cido se
encuentre ionizado y positivamente cargado; esto nos ayuda a interpretar que parte

del 5-FU se encuentra adsorbido en la superficie de la matriz polimérica.

Esta reduccién es considerable para las nanoparticulas A (estos resultados
coinciden con la menor encapsulacion de 5-FU respecto a los otros tipos de
nanoparticulas) y algo menor para las nanoparticulas B y C. Para estas ultimas
(nanoparticulas B y C) la mayoria de las concentraciones molares ensayadas se
aproximan al rango de estabilidad, en el caso de nanoparticulas A no es asi, pudiendo
llegar a flocular con facilidad como asi lo confirman microfotografias SEM transcurridos

tres meses desde su elaboracién (figura 4.12.).
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Figura 4.12.: Microfotografias ESEM de PLGA; (a) nanoparticulas A (5-FU: 10
M) (b) nanoparticulas B-in (5-FU: 10° M).

Ademas, 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 polimérica. De esta forma, se analizard la evolucién temporal de la

movilidad electroforética de las nanoparticulas.

Para el estudio de estabilidad las nanoparticulas se conservaron a 4°C y protegidas
de la luz dispersadas en agua bidestilada. Cuando se estudia la influencia del tiempo
sobre las nanoparticulas cargadas de farmaco es notable el descenso del { hasta, en
algunos casos, la mitad del valor original. Paralelamente se observé un descenso en el
pH, desde un valor de 6 hasta 4, lo que refleja la degradacion del polimero a lo largo
del tiempo. De modo que esta disminucion en el { corrobora tanto la erosion del

polimero como la exposicién del farmaco.

Transcurridos 6 meses desde la elaboracidn, las nanoparticulas que mas cambios
experimentaron fueron las de tipo C probablemente debidos al menor grosor en la

pared polimérica.
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4.3.5.1.- EFECTO DEL PH Y DE LA FUERZA IONICA
Dada la posible sensibilidad de los coloides a las variaciones de pH y fuerza

idnica, analizaremos el efecto de estos sobre el ¢.

Para la determinacidon experimental de la influencia sobre la variacién del pH,
se procedié a preparar una suspension que contenia una concentracién al 0.1% (p/v)
de nanoparticulas en agua bidestilada, sobre una bateria de pHs desde 3 hasta 9,
ambos incluidos. Para el estudio del pH, la suspensidon coloidal se fijé a una
concentracion de electrolito de KNO3 de 10 M. Antes de afadir las nanoparticulas se
ajustaron los pH, el motivo es que se requiere gran laboriosidad hasta que se estabiliza
el pH; conseguimos asi evitar el riesgo de inestabilidad de las nanoparticulas en
relacion a las propiedades eléctricas superficiales (fendmenos de degradacién) (Plazay
cols., 2002). Las medidas se realizaron tras 24 horas de contacto de las particulas con
el medio de dispersion a 25.0 + 0.5°C y bajo agitacion mecanica a 50 r.p.m. Antes de
medir se comprobd y reajustd el pH y fuerza idnica, en caso de que fuera necesario
(con ayuda de KOH y HNO;s; segun proceda). Dada la preseleccion de los ensayos
anteriores, solo se muestran las nanoparticulas A-2 y B elaboradas mediante sonicador

y nanoparticulas C.

Las nanoparticulas presentan en general valores de ¢ negativos debido a la
naturaleza de los grupos del polimero responsables de su carga eléctrica superficial
(figura 4.13.). En concreto, los grupos carboxilo del entramado polimérico se
encuentran neutralizados a pH acido (por los hidrogeniones del medio de dispersion).
Por el contrario, conforme el valor del pH crece, es decir, conforme aumenta la
concentracion de grupos hidroxilos en el medio, cada vez un mayor numero de grupos
carboxilo superficiales estaran disociados. Esto determina el aumento de la carga

eléctrica superficial de estas particulas (Plaza y cols., 2002).
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Figura 4.13.: { (mV) de las nanoparticulas de PLGA -no cargadas de 5-FU- en
funcién del pH, en presencia de KNO; 103 M. Nanoparticulas A (M),

nanoparticulas B (A), nanoparticulas C (®).

Cabe destacar los valores de ¢ y su invariabilidad en las nanoparticulas A en
funcién del pH, lo que nuevamente lleva a tener en cuenta el grosor y compacidad de
esta sintesis debido a la mayor concentracion de polimero. A diferencia de las
nanoparticulas A, las nanoparticulas B y C presentan valores préximos al rango de
estabilidad para valores similares al de pH fisiolégico (7.4) o propio del ambiente

tumoral (5-6).

En general los biocomponentes, incluyendo proteinas plasmaticas tienen una
carga ligeramente negativa. De modo que nanoparticulas con escasa
electronegatividad, como las tipo A podrian interactuar con ellos. Por otro lado

nanoparticulas con cargas muy negativas podrian inducir reacciones inmunoldgicas
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(Faisant y cols., 20006). De aqui que el comportamiento electrocinético de las

nanoparticulas tipo B y C sea el mas adecuado.

Para confirmar estos resultados, evaluamos las propiedades eléctricas
superficiales de los tres tipos de particulas en funcién de la concentracién de
KNO; (fuerza idnica) a pH 6.0, siguiendo la misma metodologia. Se procede a
estudiar una bateria de soluciones con distinta fuerza idnica, de 10 *a 10 ° M de KNOs.

(figura 4.14.).
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Figura 4.14.: { (mV) de las nanoparticulas de PLGA no cargadas de 5-FU en
funcion de la fuerza idnica, a pH 6. Nanoparticulas A (M), nanoparticulas B (A),

nanoparticulas C (@®).

Los resultados de este andlisis presentan una evidente electrosimilitud

entre las nanoparticulas B y C presentando ambos nanosistemas una carga mas

negativa en todo el intervalo de concentraciéon de KNO3 que las nanoparticulas A.
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El comportamiento de las nanoparticulas una vez cargado el principio
activo fue similar a las nanoparticulas sin carga de farmaco para todas las sintesis

(figuras 4.15.y 4.16.).
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Figura 4.15.: { de las nanoparticulas cargadas con 5-FU (103 M) en funcién del pH,
en presencia de KNO3 103 M. Nanoparticulas A (M), nanoparticulas B-in (A),

nanoparticulas B-ex ( ¥), nanoparticulas C (®).
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Figura 4.16. { (mV) de las nanoparticulas de PLGA cargadas con 5-FU 10> M en
funciéon de la fuerza idnica, en presencia de pH 6. Nanoparticulas A (H),

nanoparticulas B-in (A), nanoparticulas B-ex (¥ ), nanoparticulas C (®).

Es interesante destacar que la carga eléctrica superficial de las
nanoparticulas A no es tan negativa como la de nanoparticulas B y C; esto podria
ser debido a la menor porosidad de las nanoparticulas A lo que reduce la entrada
del medio de dispersion y por tanto el incremento de la carga eléctrica superficial
negativa global del resto de nanosistemas.

Para las nanoparticulas B y C, concentraciones superiores a 102 M de KNO;
dan lugar a una disminucién de la electronegatividad haciendo a las nanoparticulas
mas inestables. A mayor concentracion del electrolito, la doble capa se compacta mas

y las nanoparticulas pierden movilidad, al hacerse mas grandes.
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Los resultados obtenidos apuntan hacia una mayor estabilidad de
nanoparticulas B y C, respecto a nanoparticulas A, tanto in vitro, durante el

almacenamiento, como in vivo.

4.4 ESTUDIO REOLOGICO
La reologia permite obtener informacion util acerca de las propiedades
mecanicas de las soluciones y conocer mejor las condiciones para su administracién,

distribucién (Rodriguez R, 2002) y conservacion (Meyvist T, 1999).

El andlisis de suspensiones poliméricas biodegradables utilizadas en la cesién de
principios activos (Dorta MJ, 2002) permiten conocer posibles alteraciones
estructurales en formulaciones parenterales durante la manipulacién o la
administracién, es decir, el llenado de la jeringa o de la inyeccién (Blasi P y cols., 2013),
pues estudia la fisica de los medios continuos sobre el fluir de la materia y su
deformacion; la relacién entre esfuerzo y deformacién en unas condiciones de presién

y temperatura .

Los estudios realizados con PLGA dan valores de viscosidad constante en los
intervalos de fuerzas de cizalla mas frecuentes (0-1500 s~ ).El analisis detallado de los
perfiles de flujo indican que su comportamiento es practicamente newtoniano en un

amplio intervalo de fuerzas y velocidad de cizalla (Farifia y cols., 2003)

Aguellos fluidos donde el esfuerzo cortante es directamente proporcional a la
rapidez de deformacidn se denominan fluidos Newtonianos. Los fluidos No
Newtonianos son aquellos en que el esfuerzo cortante no es directamente

proporcional a la deformacioén (figura 4.17).
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Figura 4.17.:Esfuerzo cortante segln la tasa de deformacién

en diferentes fluidos.

4.4.1.-METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La caracterizacion reoldgica de las formulaciones se realizé a 25 2C usando un
reometro rotacional HAAKE Rheostress 1 (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe,
Alemania) con una configuracidon de geometria de placa paralela, con una placa inferior
fija y una placa superior mévil (Haake PP60 Ti, 6 cm de diametro). Se probaron
diferentes espacios entre placas hasta seleccionar una separacién de 0,106 mm.
El dispositivo consta de los siguientes elementos: Viscosimetro Haake VT500 y bafio
termostatico con sistema de recirculacién de agua (Haake C25P). El Redmetro se
encuentra conectado a un ordenador provisto del software HAAKE RheoWin® Job
Manager V. 3.3 para llevar a cabo la prueba y RheoWin ® Data Manager V 3.3 (Thermo
Electron Corporation, Karlsruhe, Alemania) para llevar a cabo el analisis de los datos
obtenidos.

Las curvas de viscosidad y de flujo se registraron durante 3 min durante el

periodo de aceleracién o ascenso de 0 a 100 s, 1 min a 100 s * (periodo de velocidad
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constante) y finalmente 3 min durante el periodo de descenso de 100 a 0 s Los
valores de viscosidad a 100 s se determinaron a to y hasta un mdaximo de tig dias

para las muestras almacenadas a 4 2C por triplicado.

La tabla 4.8. presenta los valores medios de viscosidad (mPa-s) de las muestras

a100s™, a tiempo 0 y transcurridos 3 meses.

Muestras 0 dias 180 dias

Muestra A 0.4952+0.004 0.402940.033
Muestra B-in 0.8198+0.032 0.8721+0.012
Muestra B-ex 0.8593+0.021 0.874540.022

Muestra C 0.9187+0.007 0.9499+0.015

Tabla 4.8.: Valores de estabilidad en la viscosidad de las nanoparticulas A,

B-in, B-exy C.

No se encontraron diferencias relevantes en funcién de la metodologia de
sintesis o composicion de la formulacién. Todos los valores estdn por debajo de la
viscosidad del plasma (1,2 mPa:s a 372C). Estos resultados son de importancia dadas
sus implicaciones en la administracion intravenosa mediante la prevencidn y limitacién
de la aparicion de inflamacién, dolor o flebitis en el lugar de inyeccion (Galvez-Martin y

cols., 2014).

Tampoco se observaron diferencias en funcion del tiempo de conservacion, lo
gue en un principio garantizaria la idoneidad de la formulacidn por la via intravenosa,

al menos durante 6 meses.

Ademas del tiempo o la temperatura, la viscosidad puede verse afectada por
variables como el gradiente de velocidad de deformacién y la presidén, entre otros,

siendo éstas las mas importantes.
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La variacién que sufren las muestras con el gradiente de velocidad permite
clasificar los diferentes tipos de fluidos que se pueden encontrar desde el punto de
vista reolégico.

Asi la caracterizacién reoldgica sirvido no solamente para evaluar la estabilidad
de las formulaciones sino también para conocer el comportamiento de flujo del

sistema final.

El comportamiento de las formulaciones es uno de los criterios esenciales en el
desarrollo de medicamentos, ya que interviene en las propiedades funcionales del
producto final durante la administracion (comportamiento mecanico), el control de
calidad, el disefio de operaciones basicas como bombeo, mezclado, envasado,

almacenamiento y estabilidad fisica.

Las siguientes figuras (figura 4.18 y 4.19.) muestran las Curvas de Viscosidad (en
azul) y Flujo (en rojo) de las formulaciones estudiadas. En la Curva de Fluidez se
representa el esfuerzo cortante frente a la velocidad de deformacién ( t vs D),
mientras que en la Curva de Viscosidad se representa la viscosidad en funcién de la
velocidad de deformaciéon (p vs D). Como se puede observar todas las formulaciones
presentan un comportamiento newtoniano, la Curva de Flujo es una linea recta que
comienza en el origen, es decir, existe una relacién lineal entre el esfuerzo cortante y
la velocidad de deformacién. Ademas se observa en la Curva de Viscosidad que la
viscosidad es practicamente constante para cualquier velocidad de deformacion
aplicada. Este comportamiento se sigue manteniendo a lo largo del tiempo de estudio,

6 meses.
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Figura 4.18.: Curvas de Viscosidad y Flujo de las nanoparticulas estudiadas. A (Panel A).

B-in (Panel B).
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Figura 4.19: Curvas de Viscosidad y Flujo de las nanoparticulas estudiadas. B-ex (Panel

C) C (Panel D).
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4.5 CARACTERIZACION OPTICA MEDIANTE MULTIPLE LIGHT SCATTERING.

Con el objetivo de predecir la estabilidad a largo plazo, las formulaciones se
evaluaron mediante dispersion de luz multiple (multiple light scattering), utilizando el

dispositivo Turbiscan® Lab (Formulaction Co., L'Union, Francia).

El equipo Turbiscan® Classic MA 2000 permite analizar la estabilidad de
dispersiones coloidales. El analizador dptico Turbiscan®, desarrollado a mediados de
los noventa (Meunier, 1994), es un instrumento que puede utilizarse para monitorizar
en tiempo real las dispersiones coloidales (Kim et al.,, 2008). Se fundamenta en el
analisis multivariable de dispersion de la luz, y puede detectar cambios de tamafo o
localizacion en el seno de las muestras como Sedimentacion, Floculacion, Coalescencia,
Separacion de fases, Flotacion, etc, sin necesidad de diluir la muestra original. Otra
ventaja importante es la capacidad de detectar fendmenos de desestabilizacion mucho
antes que el ojo humano, sin que exista separacién visible de fases, pudiendo detectar
la desestabilizacion de la féormula antes que los métodos cldsicos de estabilidad.
Ademads permite calcular las variables cinéticas asociadas a los mecanismos de

desestabilizacién de forma que predice la estabilidad a largo plazo.

4.5.1. PRINCIPIO DE FUNCIONAMIENTO DEL TURBISCAN

El Turbiscan® es un instrumento Optico capaz de analizar la estabilidad de
sistemas coloidales y dispersiones concentradas mediante la medicién de la
transmitancia y la retrodispersién de un sistema. Presenta una fuente de luz la cual se
compone de un diodo electro luminiscente en el infrarrojo cercano (A = 880nm), este
pulso de luz incide sobre el tubo que contiene la muestra. Dos sensores Opticos
moviles y sincronizados reciben respectivamente la luz transmitida y retrodispersada;
el de transmitancia, ubicado en un angulo de 180° con respecto a la muestra, que
recibe la luz que atraviesa la muestra y el de retrodispersién (o backscattering) ubicado
a 135°, que recibe la luz dispersada por la muestra, contenida en una celda cilindrica

(figura 4.20.).
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Transmission

Backscattering

Figura 4.20.: Principio de funcionamiento del Turbiscan Classic

Este equipo trabaja en modo de escaneo (scanning): la cabeza de lectura dptica
escanea a lo largo del tubo (el cual contiene la muestra) hasta 70 mm, adquiriendo los
datos de transmisién y retrodispersion cada 40 um. Las curvas correspondientes
proporcionan el flujo de luz transmitida y retrodispersada en porcentaje como una
funcién de la longitud de la muestra (en mm).

El analisis de estabilidad se lleva a cabo mediante el estudio de la variacién en los
perfiles de retrodispersion o backscattering (BS) y transmitancia (T), aplicando las

siguientes férmulas:

1 (4.7)
BS =
Ji
T(A.r,)= Toe_% (4.8)
* 2d
I(bd)y=—2F
D= e0s o)

Donde A* es el camino libre medio de transporte de fotones de la muestra, ¢ es
la fraccién de volumen de particulas, d es su diametro medio, 2r; es el paso éptico, y g
y Qs son los parametros 6pticos dados por la teoria de Mie (que supone que no existe

absorcion de luz por parte de las particulas) (Kang et al., 2012).

179



Disefio de Nanoplataformas Biocompatibles con Potencial CARACTEI}IZACI()N
Actividad Antitumoral | FISICOQUIMICA

4.5.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Las mediciones se realizaron transcurridas 24 horas desde la sintesis de las
nanoparticulas, a 22.5°C. Para ello, se colocd una alicuota de cada formulacion en una
celda de Turbiscan y se registré la retrodispersion y la transmitancia cada 40 um a lo
largo de la celda durante 24 horas. El tratamiento de datos se realizé con el software

del equipo.

4.5.3. CARACTERIZACION DE LAS DISPERSIONES COLOIDALES Y ANALISIS DE
ESTABILIDAD A TRAVES DE TURBISCAN

Las figuras 4.21, 4.22 y 4.23 muestran los perfiles de transmision y backscattering
(%) en funcién de la altura (mm) de la muestra de las formulaciones ensayadas.

Para poder interpretarlos se ha de tener en cuenta que el lado izquierdo de las
curvas corresponde a la parte inferior del vial, mientras que el lado derecho

corresponde a la parte superior.

Cuando la muestra es transparente el detector de transmitancia recibe gran
parte de la luz, mientras que al aumentar la turbidez de la muestra el haz se dispersa y
atraviesa la muestra cada vez en menor proporcién hasta que (en el caso de muestras
opacas), practicamente nada de luz llega al detector de transmisién. El detector de
retrodispersion, por el contrario, recibe gran cantidad de luz cuando la muestra es

opaca.

Si el valor de retrodispersidon se mantiene constante a lo largo del tubo se puede
considerar que la muestra es estable (Panel B). Realizando sucesivos barridos a lo largo
del tiempo es posible registrar cambios en el perfil (Paneles A, Cy D) que permiten la
evaluacion del o de los mecanismos de desestabilizacion que prevalecen, la cinética de

los mismos y el grado de desestabilizacion de una formulacién (Buron y cols., 2004).
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Cuando se produce un fendmeno de sedimentaciéon la seial de reflexidn
aumenta en el tiempo, en la parte baja del vial. Cuando la muestra sufre un fendmeno
de creaming, se produce un aumento en la parte superior del vial. En casos de
desestabilizaciéon, aparece una zona de clarificacién —que al principio no existe- y la luz
comienza a atravesar la muestra, con lo que disminuye significativamente la cantidad
de sefal en el detector de retrodispersién. Cuando la muestra es transparente la luz no

llega al detector colocado a 135° sino al detector de transmitancia.

Los perfiles de transmisidn de las nanoparticulas A reflejan la migracién de las
nanoparticulas desde la parte superior hacia fondo, generando una disminucidn
progresiva de la concentracion de particulas dispersas en la superficie de la celda
(clarificacidn) y consecuentemente un aumento en la retrodispersion. Segun esto, las
nanoparticulas A sufren un claro proceso de sedimentacion. Este hecho no hace mas

gue confirmar el elevado tamafio y alto grado de polidispersion de esta sintesis.

Lo contrario se observa en la parte superior de la muestra, donde se concentran
las particulas y aumenta levemente la retrodispersién. Este tipo de perfiles se

corresponden con fendmenos de cremado o de flotacidn.

En el caso de formulaciones que se desestabilizan por floculacion o coalescencia,
los perfiles obtenidos con el Turbiscan revelan una disminuciéon del valor de
retrodispersion en la parte central del tubo (intervalo 20-50 mm) en el tiempo.
Precisamente el comportamiento de la formulaciéon C (Panel D) implica cambios en el
tamafio de las nanoparticulas, ya que se aprecia un aumento en las sefiales de BS. EI BS
cambia al cambiar el diametro de las particulas. Como demuestra la ecuacion 4.7 el BS
disminuye cuando crece el tamafio de particula (cuando d es mayor que la longitud de
onda de la luz incidente, A = 850 nm) o aumenta con el tamafio de particula si d es
menor que A de la luz incidente. No obstante la sefial de transmisidon presenta una
desviacion < + 2%, y por tanto, puede considerarse que no habra diferencias
significativas del tamafio de particula. En cambio variaciones de un * 10% indican

inestabilidad de las formulaciones, tal como se observa en el panel C.
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Finalmente, la superposicion de la sefial de transmisidn y/o reflexion de las horas
0 a 24 de las nanoparticulas B-in muestra la estabilidad de las formulaciones,
indicando ausencia de procesos de desestabilizacion. Las NPs B-ex también muestran
una linea constante de sus perfiles pero con algunos picos alrededor de los 25 mm de
altura, siendo estos mds pronunciados para el perfil de BS, lo que sugiere la formacién

de algln agregado de caracter aislado.
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4.21.: Estabilidad optica. Perfiles de Transmisidon (T) y back-scattering (BS) de las
nanoparticulas de 5-FU. Los perfiles se expresan como % en funcion de la altura (mm).

A-2s (Panel A). B-in (Panel B).
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4.22.: Estabilidad optica. Perfiles de Transmisidon (T) y back-scattering (BS) de las
nanoparticulas de 5-FU. Los perfiles se expresan como % en funcion de la altura

(mm). B-ex (Panel C). C (Panel D).
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Con el objeto de estudiar la estabilidad de las nanoparticulas B-ex, los perfiles de
transmisiéon y retrodispersién fueron analizados transcurridos 30 dias de

almacenamiento.
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4.23.: Estabilidad dptica. Perfiles de Transmisién (T) y back-scattering (BS) de las
nanoparticulas de 5-FU B-ex transcurridos 30 dias. Los perfiles se expresan como

% en funcion de la altura (mm).

A la vista de los resultados se podria concluir que las formulaciones B-in y B-ex
constituye un sistema coloidal homogéneo y estable en el tiempo. Al contrario que el
resto de formulaciones, con las que previsiblemente no se podrian realizar estudios in

vivo ya que muy probablemente producirian embolia en los animales utilizados.
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Para que un farmaco ejerza su accién es indispensable que llegue y acceda en
cantidad suficiente a todas las células diana sensibles a él. En el caso de los farmacos
antitumorales, el objetivo es asegurar la maxima acumulacion de estos principios en el
lugar diana para tratar de aumentar su eficacia terapéutica. En este sentido, el
objetivo principal en este capitulo es lograr la aplicacién de las nanoparticulas
sintetizadas en el transporte del farmaco antitumoral 5-FU. Segun lo expuesto en la
Introduccion de esta memoria, puede esperarse que la utilizacién de estas
nanoparticulas biodegradables permita el transporte controlado de dosis de
farmaco vehiculizado hasta el tejido u dérgano diana. De esta manera, a los
principales beneficios comentados sobre el uso de este tipo de nanoplataformas,
en el caso del 5-FU serian mejorados sus problemas de estabilidad
(cardiotoxicidad de los productos de degradacion generados in vitro y/o in vivo) y
de su perfil farmacocinético (rdpida metabolizacién: semivida plasmatica de 10
minutos) (Florez, 2008; Li y cols., 2008), pudiéndose incluso llegar a vencer los
fendmenos de resistencia que las células cancerosas lograran desarrollar (Martin-

Banderas y cols., 2013).

En primer lugar se procede a la valoracién del principio activo, para ello
utilizamos el método espectrofotométrico. Se determinard la longitud de onda de
maxima Absorbancia y el Coeficiente de Absortividad molar, construyendo la recta de
regresion para asi comprobar que es un método lineal, preciso y exacto. Estos datos
nos serviran para determinar la capacidad de vehiculizacién del principio activo sobre

las nanoparticulas preparadas.

Se  realizard  posteriormente un  estudio cuantitativo  mediante
espectrofotometria UV-Vis para conocer la capacidad de carga de las nanoparticulas y
por ultimo la caracterizacion in vitro del proceso de liberacion del farmaco desde las

nanaoparticulas.

El fdrmaco seleccionado exige unas condiciones de trabajo definidas por el

caracter fotosensible y por la formaciéon de cristales en disoluciéon acuosa a
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concentraciones superiores a 102 M. Tanto la preparacion como la manipulacién y
conservaciéon de las disoluciones acuosas de 5-FU se realizaron a temperatura
ambiente, protegiéndolas de la luz ambiental (envases recubiertos por papel de

aluminio) y no se prepararon disoluciones de concentracion > 102 M.

Se sabe de la influencia del pH sobre la absorbancia dptica de las disoluciones de
5-FU, de forma que existe una clara alteracion de los valores de absorbancia a 266 nm
cuando el farmaco se expone a un pH ligeramente bdsico (Arias y cols., 2005). Esto es
légico si recordamos que bajo estas condiciones se encuentra favorecida la
transformacién (degradacion) del agente antitumoral en las sustancias cardiotdxicas
fluoroacetaldehido y acido fluoromalonaldehidico (Sdnchez-Mufioz y cols., 2003). Para
definir este fendmeno se estudiaron una bateria de disoluciones acuosas a pH natural

y pH fisioldgico.

Con estas premisas, se procedid a la preparacion de dos curvas de calibrado que
relacione la absorbancia con la concentracion del farmaco a estudiar en los diferentes

medios.

5.1.- ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE

Las medidas de absorcion de la radiacién UV-Vis encuentran una enorme
aplicacion en la identificacién y determinacidon cuantitativa de una gran variedad
de especies inorganicas y organicas. La espectroscopia de absorcién molecular se
basa en la medida de la transmitancia T o de la absorbancia A de disoluciones
depositadas en cubetas transparentes que tienen un camino 6ptico de b cm.
Normalmente, la concentracion de un analito absorbente esta relacionada con la

absorbancia como se muestra en la siguiente ecuacién:
)
A=—-logT :IogF:ebc (5.1.)

Donde A es la absorbancia, T es la transmitancia, P y Py son las intensidades

transmitida e incidente, respectivamente, € es la absortividad molar, b es el
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camino 6ptico que tiene que recorrer la radiacidn y ¢ es la concentracidon de
analito absorbente. Esta Ecuacién 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 disoluciéon es
igual a la suma de las absorbancias que presentan los componentes individuales.
Esta relacion hace posible la determinacidon 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:

Atotal = Al + AZ Tt AW = Elel +82bC2 +...+€ann (5-2-)

Donde los subindices se refieren a los componentes absorbentes 1,2,..., n. La
mayor exactitud de un andlisis de este tipo se alcanza cuando se seleccionan
longitudes de onda en las que las diferencias entre las absortividades molares

sean grandes.

Se han definido pocas excepciones a la generalizacion de que la absorbancia
estd relacionada linealmente con el camino dptico. Por otra parte, con frecuencia
se han encontrado desviaciones de la proporcionalidad entre la medida de
absorbancia y la concentraciéon cuando b es 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 resultado de cambios quimicos asociados

con cambios de concentracién (desviaciones quimicas).

Hay que recordar que la ley de Beer describe de forma correcta el

comportamiento de absorcion de un medio que contiene una concentracion de
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analito relativamente baja. A concentraciones altas, generalmente superiores a
10°M, la distancia media entre las moléculas responsables de la absorcién
disminuye hasta el punto en que cada molécula altera la distribucidon de carga de
las moléculas vecinas. Esta interaccidn, a su vez, puede alterar la capacidad de las
moléculas para absorber la radiacion de una determinada longitud de onda. Como
la magnitud de la interaccidon depende de la concentracién, la aparicién de este
fendmeno da lugar a desviaciones de la linealidad entre la absorbancia y la
concentracién. Aunque, normalmente, el efecto de las interacciones moleculares
no es significativo para concentraciones inferiores a 10”2 M, entre ciertos iones o

moléculas organicas grandes aparecen algunas excepciones.

La absorcién UV-Vis resulta, generalmente, de la excitacion de los
electrones de enlace y, como consecuencia, los picos de absorciéon 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, mds importantes son sus
aplicaciones en la determinaciéon cuantitativa de compuestos que contienen

grupos absorbentes.

El espectrofotdmetro ultravioleta-visible utilizado (Pekin Elmer Lambda 40,
Spectrometer UV-Vis, EE.UU.) estd equipado con una lampara de deuterio que produce
un espectro continuo util para la regién comprendida entre 180 y 375 nm, y otra de
wolframio, util para la region comprendida entre 350 y 1100nm. Asi que, nos permite
obtener un espectro desde los 180 nm a 1100 nm. La cubeta utilizada es de cuarzo
transparente y con un camino éptico de 1 cm. Su mantenimiento es critico para la
calidad de las medidas, por lo que la limpieza continua es fundamental en el proceso,

se hace con acetona y agua destilada.

El andlisis espectrofotométrico necesita previamente unas condiciones de
trabajo y la preparacién de una curva de calibrado que relacione la absorbancia con Ia

concentracion del farmaco investigado. Las medidas de absorbancia
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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
concentracion 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). El 5-FU utilizado (Sigma-Aldrich, Alemania) es un polvo cristalino blanco o
casi blanco, inodoro y estable en aire. Su formula quimica es C4H3FN,0, y su peso
molecular es 130.08 g/mol. Su punto de fusion se encuentra entre 280 y 284 2C, y es
soluble en DMSO, bastante soluble en agua (1:80), poco soluble en alcohol (1:170) e
insoluble en cloroformo, benceno y éter (Rudy y Senkowski, 1973). Si bien no es

termosensible, si es muy fotosensible.

Por lo tanto, antes de abordar la preparaciéon de una curva de calibrado que
relacione la absorbancia con la concentracién de farmaco, hay que indicar que la
preparacién y manipulacion de las disoluciones acuosas de 5-FU se realizé a
temperatura ambiente, protegiéndolas de la luz ambiental (cubiertas por papel de
aluminio) debido a su caracter fotosensible, a pH natural (5-5.5) y pH fisiolégico (7.4) y
en un rango de concentracién comprendido de 10 hasta 10> M. Para la disolucién de
los cristales de 5-FU se precisd la utilizacién de ultrasonidos. Su intensidad y la
duraciéon de la aplicacion fue menor para las disoluciones preparadas a pH 7.4. No se
observd ningun tipo de alteracion macroscopica en las disoluciones de este agente
guimioterdpico tras el periodo de conservacién de 24 horas. Sin embargo, se ha
descrito que en disoluciones con una concentracién superior a 102 M ocurre
espontdneamente la cristalizacién de este farmaco en solucién (Arias y cols., 2005;

Barberi-Heyob y cols., 1995).

La curva de calibrado de las disoluciones de 5-FU se realizo utilizando las
concentraciones molares 10, 3-10°, 5-10°, 7-10”, 8.5-107, 10, 2:10%, 3-10*, 5-10°%,
7.10%, 103, 5-10° y 102 M. Transcurridas 24 horas desde su preparacion, se determind
el espectro de absorcién UV-Vis de cada una de las disoluciones segun la metodologia

ya descrita para el 5-FU.
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La figura 5.1. recoge los resultados del analisis espectrofotométrico de una
bateria de disoluciones acuosas de 5-FU, realizado como paso previo a la preparacién
de una curva de calibrado del farmaco. Los resultados de este estudio muestran cdmo
sélo se observa sefial por debajo de 325 nm y se aprecia cémo la magnitud de la
absorcién es directamente proporcional a la concentracién de farmaco en el medio.
Son claros los dos picos en el espectro de las disoluciones de 5-FU, si bien el Unico que
presenta una longitud de maxima absorbancia invariable a diferentes concentraciones
es el que aparece a 266 nm. Por lo tanto, descartamos el pico que se genera a menor
longitud de onda y los espectros obtenidos a concentraciones superiores a 3-10™ M, ya
que a partir de esta concentracion es patente la tendencia de los dos picos a fundirse
en uno, hecho que se produce a una concentracién 3-10° M. Ademads, se aprecia un
espectro irregular a estas altas concentraciones que hace imposible plantear cualquier
tipo de medida, si no es mediante la realizacion de una adecuada diluciéon de la
muestra. Se observa también que a estas altas concentraciones la longitud de onda de
maxima absorbancia decrece de forma muy acusada al aumentar la cantidad de
farmaco en el medio, por lo que pierde validez en la determinacién del coeficiente de
absortividad molar. Esta desviacidn manifiesta de la ley de Beer podria justificarse por
el hecho de que aunque, normalmente, el efecto de las interacciones moleculares no
es significativo para concentraciones inferiores a 102 M, el 5-FU puede pertenecer al
grupo de moléculas orgdnicas donde aparecen algunas excepciones (Arias y cols.,

2005).
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Figura 5.1. La grdafica superior corresponde a los
espectros de absorcién UV-Vis de las disoluciones
acuosas de 5-FU. Las concentraciones molares en
orden creciente de absorbancia seleccionadas son:
10°M, 3-10°M, 5:10°M, 7-10°M, 8.5-10°M, 10™*M,
2:10*M, 3-10™M, 5-10°M, 7-10°*M, 10°M, 5:10°
3M,10°M. La grafica inferior refleja la
determinacién del coeficiente de absortividad
molar de las disoluciones acuosas de 5-FU para la

longitud de onda de maxima absorbancia (266 nm).
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La determinacidn del coeficiente de absorcidon molar (&) se realizé ajustando los
datos de absorbancia y de concentracidn mediante el método de los minimos

cuadrados. El resultado obtenido fue € = 7720 + 180 L - mol™ - cm™, a pH natural (4.7)

En la parte inferior de la figura se muestran los datos y la recta de ajuste. Es
destacable como los valores de absorbancia a diferentes concentraciones, obtenidos
para la longitud de onda de maxima absorbancia cumplen la ley de Beer. La pérdida de
la linealidad absorbancia — concentracién se produce cuando los picos del espectro

tienden a fusionarse en uno, a concentraciones de 5-FU superiores a 3-10% M.

En el caso del efecto del pH sobre la absorbancia dptica de las disoluciones de
5-FU, existe una clara alteracion de los valores de absorbancia a 266 nm cuando el
farmaco se expone a un pH ligeramente bdasico (Arias y cols., 2005). Esto es ldgico si
recordamos que bajo estas condiciones se encuentra favorecida la transformacion
(degradaciéon) del agente antitumoral en las sustancias cardiotdxicas
fluoroacetaldehido y acido fluoromalonaldehidico (Bertolini y cols., 1999; Lemaire y
cols., 1994). Por definir este fenédmeno se prepard una curva de calibrado con una

bateria de disoluciones acuosas a pH 7.4.

La figura 5.2. muestra la aparicién de dos maximos por debajo de 325 nm, cuya
absorbancia crece al aumentar la concentracion de principio activo en el medio. El
primero de ellos (A = 266 nm, como ocurre a pH 4.9) sera el que utilicemos en la
cuantificacion de la liberacién de farmaco desde los diferentes tipos de nanoparticulas
desarrolladas. Por encima de 2:10™* M, los maximos tienden a fusionarse en uno (lo
que ocurre cuando la concentracién es superior a 10> M), por lo que no pueden
realizarse medidas por encima de esta concentracidon. Se recogen los datos
experimentales utilizados y la recta de ajuste obtenida en la determinacion del

coeficiente de absortividad molar: € = 5977 + 150 L-mol™-cm™, r = 0.995.
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Figura 5.2. (a) Espectro de absorbancia UV-Vis de
disoluciones de 5-FU preparadas utilizando wun
tampdén NaOH-KH,PO4 (pH 7.4). Las concentraciones
molares de farmaco en orden creciente de
absorbancia son: 10°M, 3-10° M, 5-10° M, 7-10° M,
8.5:10° M, 10* M, 2:10* M, 3-10* M, 5-10* M, 7-10
*M, 10° M, 5-10° M y 102 M. (b) Determinacién del
coeficiente de absortividad molar de las disoluciones
de 5-FU a pH 7.4 £ 0.1 y para la longitud de onda de

maxima absorbancia (266 nm) (b).
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El método espectrofotométrico UV-Vis utilizado para el anadlisis de la cantidad
de farmaco vehiculizado por las nanoparticulas debe ser validado previamente para

verificar su exactitud, precision o linealidad.

La linealidad de un método analitico se define como la proporcionalidad entre
la concentracidn de analito y la respuesta en el intervalo de concentraciones de
producto utilizadas para las cuales el método es satisfactorio. Los ajustes lineales se
han hecho por el método de los minimos cuadrados, de acuerdo con el cual

obtenemos rectas de la forma y = a + bx.

La exactitud es el error sistematico e indica la capacidad del método analitico
para dar resultados lo mas prdéximos posibles al valor real. Se calcula a partir del error
relativo y del coeficiente de variacién para cada una de las concentraciones de las
rectas. Se acepta un error de un orden de magnitud menor y un coeficiente de

variacién entre un 5y un 10%.

La precisidn es la medida del grado de reproducibilidad de un método analitico
o bien, el grado de dispersion 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%.

En la tabla 5.1. se recogen los valores de absorbancia de las soluciones acuosas
de 5-FU en funcion de su concentracion. Mostramos los valores medios de absorbancia
y las desviaciones estandar (D.E.) para cada una de las concentraciones, asi como el
coeficiente de variacién (C.V.). Los bajos valores de los coeficientes de variacion (< 5 %,
en todos los casos) indican la adecuada precision del método. La linealidad de la
relacion absorbancia (A) — concentracién molar (C) es adecuada [A = (0.03 + 0.02) +
(7720 + 180) - (], con un coeficiente de correlaciéon r = 0.999. El ajuste lineal es

estadisticamente significativo, con una probabilidad superior al 99.9%.
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Concentracion (M) Absorbancia C.V. (%)
10° 0.076 + 0.002 1.96
3-10° 0.233 £ 0.005 2.15
5-107 0.391 +0.011 2.81
7-10° 0.543 £ 0.017 3.13
8.5-10” 0.661 + 0.012 1.82
10" 0.773 £0.018 2.33
2-10" 1.553 £ 0.039 2.51
3-10™ 2.259 £ 0.025 1.11
5-10° (>10%) 0.783 + 0.016 2.04
710 (>10%) 0.797 £ 0.014 1.76
10° (>10™) 0.769 + 0.012 1.56
5:10° (->10%) 0.771 + 0.015 1.94
107 (>10™) 0.811 + 0.029 3.58

Tabla 5.1. Absorbancia (media + D.E.) de las soluciones
acuosas de 5-FU para cada una de las concentraciones
indicadas. Las concentraciones por encima de 3-10* M
fueron diluidas hasta 10™* M antes de realizar la medida.
El C.V. se calculé mediante cociente entre la D.E. y el valor

medio.

Con el propdsito de comprobar la exactitud del método analitico, utilizamos los
datos de absorbancia de las concentraciones de la tabla 5.1. para obtener las
concentraciones estimadas para cada una de las 6 réplicas. Las concentraciones
medias y sus D.E. quedan recogidas en la tabla 5.2. como estimadas. Como antes, los
bajos valores de los C.V. y sus errores relativos son una clara indicacién de la exactitud

del método espectrofotométrico.
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Actual (M) Estimada (M) Error relativo (%) C.V. (%)
10° (9.89 + 0.22)-10°® 1.11 2.22
3-10° (3.02 £ 0.01)-10° 0.66 0.33
5.10° (5.06 + 0.14)-10” 1.18 2.77
7-10° (7.03 £ 0.09)-10° 0.43 1.28
8.5-10° (8.56 + 0.13)-10” 0.71 1.52
10 (1.01 + 0.02)-10 0.99 1.98
2:10" (2.02 + 0.08)-10 0.99 3.96
3-10* (2.93 +0.11)-10™ 2.39 3.75
5:10* (510 (1.01 £ 0.03)-10™ 0.99 2.97
7-10* (>10™) (1.03 + 0.04)-10™ 2.91 3.88
102 (>10%) (9.96 + 0.19)-10” 0.41 1.91
5:10° (510 (9.99 + 0.23)-10” 0.11 2.31
102 (=>10%) (1.05 + 0.02)-10 4.76 1.91

Tabla 5.2. Comparacién de las concentraciones actuales de 5-FU en solucién
acuosa con las concentraciones estimadas deducidas a partir de las
determinaciones espectrofotométricas. Las concentraciones por encima de 3:10™
M fueron diluidas hasta 10* 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 — actual)/estimado], también se

muestran los C.V

5.2.-DETERMINACION DE LA INCORPORACION DE FARMACO.

La determinacidn cuantitativa de la incorporacién del antineoplasico 5-FU en

las nanoparticulas de PLGA disefiadas se basa en la metodologia establecida por otros

autores para la cuantificacién de la vehiculizacion de farmacos en diferentes tipos de

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 investigacién

(Arias y cols., 2009, 2010). En concreto, la técnica se basa en la aplicacién de la ley de
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Beer a un medio que contenga mds de un tipo de sustancias absorbentes. 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. De esta manera, se acepta la contribucion de cada una de las sustancias
presentes en el medio de dispersidon/preparacion de las nanoparticulas a la

absorbancia total del sistema.

Respecto al proceso de vehiculizacién del 5-FU, podemos citar como sustancias
susceptibles de contribuir a esta absorcién total el propio principio activo no
incorporado por las nanoparticulas, los residuos de la sintesis (y degradacién) de estas
particulas 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 particulas y restos de otros componentes del medio). Por
diferencia entre la concentracidon 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; 2010a; 2011b).

La cantidad de 5-FU no incorporada en las nanoparticulas se separdé mediante

centrifugacién a 8000 r.p.m. (Centrifuga 5804. Eppendorf) durante 30 minutos.

5.2.1.- INCORPORACION DE FARMACO EN MATRIZ.

Como ya se describio en el apartado de sintesis de las nanoparticulas, el 5-FU
se incorpord en la fase acuosa. Se predice una incorporacién mas éptima que si se
incubaran las nanoparticulas formadas en un medio con 5-FU (Pérez-Artacho Santos
2012). Una vez sintetizadas las nanoparticulas analizaremos el factor que mas
criticamente debe contribuir a la incorporacién del citostatico, es decir, la
concentracion de este. Para ello se estudian una bateria de disoluciones de 5-FU con
diferente concentraciéon molar: 102 M 103 M, 5-10° M, 10* M, 5-10* M, 10° M, 5 -
10° M. Los experimentos se realizaron por triplicado para cada una de las

concentraciones molares de farmaco.
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El andlisis de la influencia de la concentracién del principio activo sobre la
incorporacion en la matriz polimérica se realiza por determinacién

espectrofotométrica descrito y justificado anteriormente.

La determinacion de la absorcion de fadrmaco en la matriz de las nanoparticulas
fue mediante comparacién de la absorbancia de las muestras del medio (tomadas
antes de sintetizar las nanoparticulas) con los sobrenadantes obtenidos por
centrifugacién de las suspensiones de las nanoparticulas formadas, una vez eliminada
la absorbancia total del sistema de los residuos o subproductos de la sintesis. (Arias y

cols., 2010b).

La cantidad de farmaco vehiculizada en las particulas se expresa en términos de

Eficacia de encapsulacion (EE%) y de carga del farmaco (DL%) cuyas formulas son (5.3

y 5.4):
EE% — _ farmaco vehlcEjllzado(mg) _ 100 (5.3)
cantidad total de farmaco utilizada (mg)
DL% — Farmaco Vfahlcullzado(mg) 100 (5.4)
masa total del sistema transportador(mg)

202



Disefio de Nanoplataformas Biocompatibles con Potencial | VEHICULIZACION
Actividad Antitumoral

5.2.2.- RESULTADOS EXPERIMENTALES

La tabla 5.3 recoge los valores obtenidos de vehiculizacion de 5-fluorouracilo
por las distintas nanoparticulas. Puede observarse como la absorcién de farmaco
aumenta al aumentar la concentracién de farmaco lo que indica un efecto positivo de
dicha concentracién sobre la eficacia de vehiculizacién. Este efecto ya se ha descrito
ampliamente en diferentes trabajos de investigacién sobre sistemas transportadores

de farmacos (Arias y cols., 2011b, c, d; Clares y cols., 2013).

Cabe destacar cdmo los valores obtenidos en las sintesis B-in, superiores al 80%
con cualquiera de las concentraciones molares ensayadas, y C son superiores al resto
de sintesis, probablemente debido a un mejor o mas facil atrapamiento mecanico,
evidenciando la influencia de la metodologia de sintesis. Por un lado, las
nanoparticulas denominadas B-in, fueron obtenidas mediante la técnica de
emulsificacion/evaporacion del solvente a partir de una doble emulsion; en este caso
el principio activo se incorpord en la fase acuosa interna, y por tanto es de esperar una
mayor encapsulacién. Por otro lado, la baja viscosidad de la fase polimérica en la
sintesis C, podria dar lugar a una estructura mas delgada y menos compacta, que

facilita una mayor encapsulacién de 5 FU.
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Concentracion 5-FU cargado
EE (%) DL (%)
5-FU (M) (mg)
Nanoparticulas A-2
110 76.88 £ 2.34 7.82+0.21 6.42
5.10° 53.47 £1.99 2.72 £0.08 2.20
1-10° 55.50 + 2.01 0.56 +0.10 0.75
5.10" 52.51 +4.78 0.27 £ 0.02 0.44
1-10* 50.36 £+ 2.13 0.05 £ 0.00 0.18
Nanoparticulas B-in
1-1072 96.34 + 0.60 3.55+0.02 1.76
5.10° 97.19 £ 0.33 1.79+0.01 0.99
1-10° 97.05 £ 0.82 0.36 £ 0.01 0.19
5.10" 98.72 £+ 0.28 0.18 £0.00 00
1-10* 80.07 £ 6.25 0.03 £ 0.00 0.11
Nanoparticulas B-ex
1-1072 39.87 £ 0.98 1.47 £0.04 31.01
5.10° 33.87£2.70 0.12+0.1 12.93
1-10°3 30.40 £ 2.15 0.11 +0.01 4.03
5.10" 21.50 + 1.66 0.04 £ 0.00 141
1-10™ 17.20 + 1.07 0.01 +0.00 0.09
Nanoparticulas C
1-1072 54.66 +1.30 1.70 £ 0.02 36.75
5.10° 56.23 + 0.87 0.87 £ 0.03 19.21
1-10° 50.14 + 4.61 0.16 £ 0.01 4.58
5.10" 53.65  2.11 0.08 £ 0.01 3.05
1-10™ 37.20 + 5.69 0.01 +0.01 0.24

Tabla 5.3. Eficacia de incorporacidon (EE%), carga de farmaco (DL%) y cantidad de

farmaco en miligramos de las nanoparticulas ensayadas en funcién de la concentracion

de 5-FU.
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Finalmente se podria decir que el tipo de incorporacién del fdrmaco en los
nanosistemas, (adsorcion superficial del farmaco frente a atrapamiento del farmaco en
la matriz) se elucidé mediante electroforesis. Las pequefas diferencias en los valores
de potencial T antes y después de la incorporacidn del farmaco pone de manifiesto la

eficiente incorporacién de fdrmaco en el interior de la matriz.

Como cabria esperar las NPs B-in presentaron las menores diferencias en ZP
(desde -43 a -32 mV) con una EE % superior al 80 %, seguidas de las NPs C con valores
de ZP desde -37 a -25 mV, indicativos de una vehiculizacidon de 5-FU mediada tanto por
adsorcién como absorcidn. En el caso de las NPs A-2 se registrd la mayor diferencia de
potenciales Z, desde -28 a -8mV, lo que evidencién una elevada adsorcién superficial

del farmaco.

5.3.- ESTABILIDAD DEL 5-FU VEHICULIZADO

Una vez evaluada la vehiculizacion de 5-fluorouracilo en las diferentes sintesis se
realizdé un estudio preliminar de la estabilidad de estas formulaciones en funcién del
tiempo y concentracién inicial de farmaco utilizado para su elaboracién. En concreto,
se investigd la capacidad de retencién del 5-fluorouracilo por parte de las
nanoplataformas disefiadas durante un periodo de conservacién de 6 meses. Para ello
las nanoparticulas se dispersaron en agua destilada y se conservaron a 4 + 0.59C. Se
realizaron medidas puntuales transcurridos 1, 3 y 6 meses desde la elaboracién de las

formulaciones.

Las figuras 5.3 y 5.4 recogen los valores de EE% y DL%, respectivamente, en
funcién del tiempo. Es evidente como las NPs B mostraron los valores de EE% mas
altos después de 1, 3 y 6 meses, pero también las mayores pérdidas en el tiempo, con
valores préximos al 30 %. Todo lo contrario ocurre para las NPs B-ex, las cuales
presentan los valores de EE% mas pequefos, aunque se mantienen constantes a lo

largo del periodo de estudio.
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Por regla general, los valores de EE% se redujeron drasticamente para la menor

concentracién de farmaco (10* M) en todos los tipos de NPs y periodos de

almacenamiento.

En cuanto a los valores de DL %, estos presentaron un rango de variacion mucho

mas estrecho a lo largo del tiempo, con una clara disminucién de 5-FU en el intervalo

de concentraciones 102 a 10°> M.

100

EE ")

# 1month (A-28) - 3 months (A-28) & 6 months [A-25)
& 1 month (B4n] -® 3 months (B4n) M 6 months (B-in)
<& 1 month (B-ax) -k 3 months (B-ax) -k 6 months [B-ex)
# 1 month |C) % 3 months (C) “# & months (C)

104

5104 102 Sx10°2 1072
Concetration (M)

Figura 5.3.: Efiacia de encapsulacion de Nps en funcién del tiempo desde su

sintesis (meses). Los colores se refieren al tiempo de almacenamiento (rojo: 1

mes, verde: 3 meses y azul 6 meses); y los simbolos el tipo de Np: Nps A (H); Nps

B-in, (A); Nps B-ex, y (¢#) Nps C.
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7{ 4 1 month (Bex) - 3 months (Bex) - 6 months (B-ex)
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Figura 5.4.: Capacidad de carga (%) de Nps en funcién del tiempo desde su
sintesis (meses). Los colores se refieren al tiempo de almacenamiento (rojo: 1 mes,
verde: 3 meses y azul 6 meses); y los simbolos el tipo de Np: Nps A (H); Nps B-in, (A);
Nps B-ex, y (¢) Nps C

207






6.-LIBERACION Y CINETICA DEL 5-FLUOROURACILO DESDE LOS
NANOSISTEMAS






Disefio de Nanoplataformas Biocompatibles con Potencial Actividad LIBER’ACI()N
Antitumoral | Y CINETICA

6.-LIBERACION Y CINETICA DEL 5-FLUOROURACILO DESDE LOS NANOSISTEMAS

6.1.-SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS

La eficacia de un farmaco, dependera de la concentracidon plasmatica, no sélo
alcanzada sino mantenida durante un periodo de tiempo mas o menos prolongado. Los
sistemas convencionales pueden dar lugar a periodos de ineficacia o de toxicidad
debido a fluctuaciones en las concentraciones plasmaticas tras la administracién de la
dosis. Este hecho es particularmente peligroso en el caso de farmacos con estrecho
margen terapéutico poniendo en entredicho la efectividad del tratamiento y la salud
del paciente.

Frente a las limitaciones de la terapéutica convencional surgen los sistemas de
liberacion controlada, concretamente los nanosistemas a base de polimeros
biodegradables, que idealmente, liberaran el farmaco de forma continua y a
concentraciones terapéuticas, pudiendo establecerse un patrén de liberacién durante
determinados periodos de tiempo, lo que permite que los efectos no deseados y
téxicos producidos por la administracion convencional, de algunos farmacos, sean

reducidos (Minko y cols., 2000).

El perfil de liberacién “in vitro” de un principio activo a partir de una matriz
polimérica es una caracteristica fundamental, ya que al determinar la cantidad de
farmaco liberada en funcién del tiempo es posible ajustar la dosis administrada. La
cinética de liberacion obtenida (% liberado versus tiempo), permitird comprender los

mecanismos involucrados en la liberacién de la molécula encapsulada.

La liberacion de un farmaco a partir de un sistema coloidal puede venir
condicionada por numerosos procesos como mencionamos anteiormente, entre los
gue cabe destacar la distribucion del farmaco en el polimero o el tamafo y porosidad

del vehiculo (Wise LMy cols., 1995; Wu XS vy cols., 2001).

Las variables en el proceso de sintesis (velocidad de homogenizacién y tiempo de

evaporacion) y formulacidn (ratio fase acuosa/organica, concentracion de surfactante,
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tipo de polimero, masa molecular del polimero y el contenido de principio activo)
también juegan un papel importante en los perfiles de liberacién desde nanoparticulas
de PLGA. En este sentido, se ha observado una relacién directa cuando se utilizan
elevadas velocidades de homogenizacion e inversa para tiempos cortos de
evaporacion de la fase organica. Ambas variables determinaran el tamafo de particula.
A elevadas velocidades de homogenizacidon se consigue un reducido tamafio de
particula y por ende una rapida liberacion. Cuando la evaporacién se realiza en cortos
periodos, la difusién del solvente organico hasta el exterior de las gotas puede que no
se complete antes de que estas se endurezcan, formandose particulas de gran tamafio.
Cuando el solvente organico es evaporado lentamente, el grado de difusidon del
solvente organico al exterior es mayor y las gotas obtenidas son mas pequenas. Como

resultado se consigue una rapida liberacién.

Diferentes grupos de investigadores han observado como a medida que aumenta
la relacion fase acuosa/fase organica se produce una precipitacién mas rapida del
polimero dando lugar a una superficie mds suave y menos porosa, con la consiguiente
menor liberacién del principio activo (Choi HS y cols., 2002, Mao S y cols., 2008, Yang
QY cols., 2000).

Ademas se ha demostrado una relacién inversa entre la liberacién de farmacos y
la solubilidad de estas en el polimero. El porcentaje de liberacién es mayor cuanto
menor es la solubilidad del farmaco en el polimero. La estructura cristalina de los
polimeros como el PLA, también contribuye a una menor liberacién del farmaco, frente
a la estructura amorfa del PLGA. Asi mismo el contenido en glicélico determina la
hidrofilia y degradacion del polimero, y por ello, la mayor o menor liberacién (Kranz H

y cols., 2000, Krishnamachari Y y cols., 2007).

Siguiendo con los factores que dependen del polimero, se ha comprobado como
al aumentar su concentracion manteniendo un volumen constante de fase organica se
incrementa la viscosidad de esta fase y por lo tanto, se forman gotitas de aceite mas

grandes, con una reduccidn en la liberacién de farmaco (Zweers MLy cols., 2003).
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6.2.- MECANISMOS DE LIBERACION
La administracién de fdrmacos a partir de sistemas poliméricos puede
clasificarse en tres mecanismos
e sistemas controlados por difusion (difusion a partir de polimeros no
degradables)
e sistemas controlados por hinchamiento (difusidon de polimeros que se hinchan
en medios acuosos)
e sistemas controlados por erosion (liberacion como resultado de la degradacién

y erosion de polimeros)

Para los poliésteres biodegradables, como el PLGA, la liberacién del farmaco ocurre
a través de la combinacién de varios mecanismos, degradacién y erosién del polimero,
y transporte de farmacos. Aunque en términos generales se clasifica como mecanismo

controlado por erosién. A continuacidn se describen estos mecanismos.

6.2.1. DEGRADACION

El PLGA es un poli (a-hidroxi-éster) que se despolimeriza en presencia de agua por
hidrdlisis de los enlaces de sus cadenas poliméricas. La reaccidn de hidrélisis puede ser
catalizada por acidos o bases, aunque los datos experimentales muestran que solé un
pH local 4cido es relevante en esta catalisis. (Fu k y cols., 2000; Shenderova y cols,

2004).

P,+H,0 + H* D Py, +P,.mtH, n=2,3, ......Ym=1, 2, ....., n-1 (6.1)

Donde Pn, Pm y Pn-m denotan cadenas poliméricas con grados de polimerizacion n,

my n-m, respectivamente, y H + es el catalizador acido.
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La fuente del catalizador acido puede ser externa a partir del acido fuerte en el
medio, o interna de los grupos terminales acido carboxilico de las cadenas poliméricas

(reaccion autocatalitica). En la autocatalisis:

A+B = 2B (6.2)

Donde A es agua y B las cadenas de polimero acido producidas durante la degradacion

de PLGA.

6.2.2. EROSION

La principal consecuencia tras la erosidon es la pérdida de masa debido a la
difusidon de pequefios oligdmeros y mondmeros solubles en agua fuera de la matriz
polimérica.

La erosién del polimero puede ser una erosion superficial o erosién matricial

(también conocida “en masa”), (Alexis F 2005).

En los polimeros de erosidn superficial, la velocidad de degradacién del polimero
en la superficie es mas rdpida que la tasa de penetracion de agua o de los fluidos in
vivo en el interior de la matriz. En este caso la erosidn se produce de fuera hacia
dentro. En cambio, los polimeros de erosién en masa presentan una velocidad de
penetracién de agua mas rapida que la de degradacién del polimero. La degradacién y
la erosion en los polimeros que se erosionan en masa se produce en toda la matriz. El
PLGA es un polimero que se erosiona matricialmente, con un tiempo de hidratacién de
minutos en comparacidon con semanas o meses para la degradacién (Lyu S, 2009,

Siepmann J, 2001).

Las matrices de PLGA pueden exhibir a veces un comportamiento heterogéneo
de la erosién donde el interior se degrada mas rapidamente que la superficie del
polimero. Este fendmeno es tamafio dependiente: nanoparticulas mas grandes y
gruesas experimentan una erosién mas rdpida en sus centros que nanoparticulas mas

pequefias y delgadas (Grayson ACR, 2005, Grizzi |, 1995)
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6.2.3.-TRANSPORTE DE FARMACOS

Este mecanismo se manifiesta en primer lugar como un “efecto burst”, que se
produce en la fase inicial del proceso de liberacidn. Este efecto ha sido descrito en
diversas formulaciones tanto de PLGA como de otros polimeros. Esta elevada y rapida
liberacion del farmaco podria ser disminuida o eliminada modificando la técnica de

fabricacién de las nanoparticulas. (Allison SD, 2008)

Porteriormente el farmaco se libera por alguna combinacién de difusion a través
de la matriz polimérica, difusién y disolucién a través de poros acuosos, coincidente

con la disolucion del polimero (Fredenberg Sy cols., 2011).

La difusién a través de una matriz de polimero densa es posible, pero se limita a
pequefias moléculas hidrofébicas gracias a la naturaleza hidrofébica de la matriz de
PLGA. (Raman C y cols., 2005). Para farmacos muy solubles en agua vy
macromoleculares, como proteinas y péptidos, la difusion se produce
prevalentemente a través de los poros acuosos (Fredenberg S y cols., 2011), de modo
que la difusion del farmaco aumenta a medida que se desarrolla la red de poros y que

el tamano de esta es superior al de las moléculas de farmaco.

La disolucion de la matriz polimérica para liberar el farmaco sin transporte de
masa es tipica de los polimeros que erosionan en superficie en lugar de los polimeros
gue erosionan en masa. En cuanto a la disolucién de las drogas sera necesario
considerarlo para aquellos compuestos con baja solubilidad en agua (Long C vy cols.,

2006, Perale G y cols., 2009, Zhang L y cols., 2006)

6.2.4.-COMBINACION DE LOS MECANISMOS PARA LA LIBERACION DEL FARMACO

El mecanismo combinado para la degradacion y erosién del PLGA consiste en tres
etapas (Lyu S y cols., 2009). En la primera etapa, el polimero es hidratado, y la
degradacion se produce predominantemente por hidrdlisis no catalitica homogénea a
lo largo de la masa de polimero, mientras que la concentracién de dacidos en las

cadenas de polimero es baja. En la segunda etapa cuando la concentracion del
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catalizador es significativa, se produce una hidrdlisis autocatalitica. La tercera etapa
implica la disoluciéon de oligdmeros y mondmeros pequeios en el medio acuoso.
Cuantos mas oligdmeros se solubilizan en los poros y son transportados a través de la

red porosa mas significativa es la pérdida de masa polimérica.

En presencia de productos de degradacién acida las velocidades de liberacién del
farmaco estan controladas por difusidn. Bajo estas condiciones las nanoparticulas mas
pequefias liberan el fdrmaco mas rapidamente que las nanoparticulas mas grandes,
pues las vias de difusidn son mds cortas, y mayores los gradientes de concentracién.
Todo lo contrario ocurre cuando la degradaciéon del polimero se produce por
degradacidon autocatalitica, aqui la liberacién del farmaco estd controlada por
degradacion y erosién, haciendo que las nanoparticulas mas grandes liberen el

farmaco mas rapidamente que las mas pequeiias (Berkland C, 2007).

El tamafio del vehiculo polimérico desempefia un papel importante en la
combinacidn entre la degradacion, la erosién y el transporte de drogas, y los efectos

de la autocatalisis.

En los puntos cercanos a las superficie externa del nanosistema las longitudes de
difusidn son lo suficientemente pequenas como para que los subproductos oligdmeros
acidos de la hidrdlisis difundan fuera del vehiculo sin reaccionar con el polimero; sin
embargo los fragmentos de polimero acido que permanecen en el interior tienen
dificultad para moverse en regiones mas alejadas a la superficie, donde el transporte
estd limitado por mayores longitudes de difusién. Esto conduce a una acumulacién de
subproductos de degradacion acida en el interior de las nanoesferas mas grandes, lo
que da lugar a una disminucién del pH del microambiente. Los grupos terminales
acidos catalizan adicionalmente la reaccion de hidrélisis que conduce a una
degradacidon acelerada sobre todo en el interior de nanoesferas grandes. Con el
tiempo, los efectos autocataliticos se vuelven mas pronunciados, y estas nanoesferas

presentardn huecos y un interior bastante heterogéneo (Klose D y cols., 2008). En
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cambio las nanoesferas mds pequefias son menos susceptibles a la acumulacién acida

y a la degradacidn heterogénea, de ahi que erosionen homogeneamente.

6.3.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El siguiente paso en este trabajo de investigacidon fue caracterizar el proceso de
liberacion in vitro del farmaco desde las nanoparticulas. El perfil de liberacion es un
pardmetro de gran importancia en el disefio de nanoplataformas con fines
terapéuticos. Generalmente el estudio in vitro ofrece una idea de la potencialidad del
sistema obtenido para la liberacién controlada del citostatico. Para los ensayos se

utilizaron aquellas nanoparticulas con maxima cantidad de farmaco vehiculizado.

Ademas, se analizara la influencia de la temperatura y pH del medio, ya que es
fundamental conocer el medio en el cual se obtenga una respuesta éptima, y una
liberacion prolongada en el organismo.

Los medios ensayados fueron:

1. Agua bidestilada a 25 £ 0.5 °C.
2. Tampdén NaOH-KH,PO,4 (pH=7.440.1) a 37.0+ 0.5 °C.
3. Acido clorhidrico hasta pH=5.5+0.1 a 37.0 £ 0.5 °C.

Para la realizacién del ensayo se usa el método de didlisis. Las bolsas de dialisis se
mantuvieron sumergidas en agua bidestilada 12 horas antes de comenzar el ensayo.
Las bolsas de dialisis (Spectrum® Spectra/Por® 6, EE.UU.) utilizadas se caracterizan por
un tamano de poro de 2000 Da, siendo capaces de retener las nanoparticulas en su
interior, dejando sdlo pasar a su través el farmaco liberado hasta el medio de
liberacion. Brevemente, se centrifugaron las dispersiones acuosas de nanoparticulas
cargadas con 5-fluorouracilo a 8000 r.p.m. durante 30 minutos, para asi eliminar el
principio activo no incorporado. Se introdujo 1 ml de suspensidn de nanoparticulas en
las bolsas de dialisis, cerrando los extremos de las mismas con unas pinzas. A
continuacion se sumerge la bolsa en 100 ml del medio. Se simula el movimiento

mediante agitacion magnética (200 r.p.m.); la temperatura se mantiene estable a
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través de un bafio termostatizado. Estas condiciones se mantienen constantes durante
todo el ensayo.

Las muestras (1 mL) se recogieron a intervalos de tiempo prefijado (0.25. 0.5, 0.75,
1,2,3,4,5,6,12y 24 h, y una vez al dia mientras siga liberando farmaco de forma
creciente. Un volumen igual de medio (mantenido a la misma temperatura) se afiadio
tras cada toma de muestra con el objetivo de mantener las condiciones “sink”. El
mismo procedimiento analitico utilizado en la determinacion de la vehiculizacion de
farmaco, se aplicé a los ensayos de liberacion in vitro del farmaco.

De forma paralela se estudia la liberacion de nanoparticulas sin farmaco para
eliminar la absorbancia con la que pudieran contribuir los residuos debidos a la

desintegracion de las nanoparticulas.

6.4.- RESULTADOS

Las figuras 6.1, 6.2 y 6.3 muestran la liberacién de 5-FU en funcion del tiempo y
el medio de dispersién desde las nanoparticulas. La parte superior de cada grafica
muestra la liberacion durante las primeras 24 horas (figura 6.1(a), 6.2(a) y 6.3(a)).
Como se puede observar las nanoparticulas presentan una liberacidn en dos fases y
sostenida en el tiempo. La primera fase de liberacién (primeras 24 horas)
probablemente corresponda a la pérdida del farmaco asociado a la superficie de las

nanoesferas o débilmente atrapado en éstas, asi como a la difusién de este.

En esta fase es evidente la rapida liberacion de las moléculas de farmaco desde la
formulacion B-ex, en medio bdsico, con respecto al resto de formulaciones,
probablemente debido a una mayor cantidad de farmaco adsorbido en la superficie de
las nanoparticulas o al propio método de sintesis. Sin embargo cuando el pH del medio
de liberacién fue 5.5 son las formulaciones A-2 y B-in las que presentaron mayores

tasas de liberacion.

Durante la segunda fase del proceso, la liberacién de 5-FU se hace sostenida
liberdndose el resto de 5-FU a lo largo de 15 dias. Esta ultima etapa de liberacion es

consecuencia del proceso de degradacion del polimero y debida a la hidrélisis de sus
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enlaces éster por contacto con los fluidos biolégicos o artificiales. Dicha degradacién
ocurre en dos etapas. La primera comprende la escision hidrolitica de los enlaces éster,
llamada degradacion, y en la cual se generan oligdmeros y mondmeros, con la
consiguiente disminucién de la masa molecular del polimero original. En la segunda
etapa, llamada erosion, ocurre la pérdida de masa de la matriz, y la velocidad de
escision de los enlaces puede aumentar debido a la accidon autocatalitica de los
productos de degradacion de naturaleza acida (Gopferich, 1986). En esta fase destaca
la lenta liberacion del farmaco desde las nanoformulaciones B-in en PBS, con respecto
a las nanoparticulas B-ex. En este sentido se ha de recordar que aunque ambas
nanoparticulas se obtuvieron mediante el método de emulsidon/evaporacion del
disolvente, el farmaco se incorpora en la fase acuosa interna en las nanoparticulas B-in
y en la fase acuosa externa en las nanoparticulas B-ex. Como resultado, el farmaco de
las nanoparticulas B-in debe atravesar un mayor recorrido, lo que ralentiza el proceso

de cesion.
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Figura 6.3. Liberacion de 5-FU (%) desde las nanoparticulas en funcion del
tiempo de incubacién (a) en horas y (b) en dias; en el medio natural a 25 +

0.5 °C. Nps A (W), Nps B-in (A), Nps B-ex (¥), Nps C (®).
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Indistintamente a las condiciones de liberacidn las nanoparticulas C presentaron
los perfiles de liberacién mds lentos. Estas incluian en su formulacion un surfactante
diferente al de las nanoparticulas A y el mismo aungque en mayor concentracién que las
nanoparticulas B. Concretamente el poloxamer F-68. Se trata de un polimero tribloque
compuesto por éxido de polipropileno y oxido de polietileno. Recuérdese que durante
la degradacién del PLGA se suceden varios procesos hidroliticos que conducen a la
formacién de oligdmeros y monémeros responsables del microambiente acido, lo que
facilita la degradacion del polimero y consecuente liberacidon del farmaco. En este
microambiente los poloxamer podrian retardar el proceso de degradacion mediante la
neutralizacion de la acidez generada durante el proceso de degradacion (Sharm Ny

cols, 2016).

Ademas de las caracteristicas de las nanoparticulas que determinan el perfil de
liberacion, existen otros factores relacionados con las condiciones en que se realizan
estos estudios, que también pueden afectar la liberacién, como la composicién y el
volumen del medio de incubacidn, la temperatura, el dispositivo que se emplee para
estudiar el perfil, la forma y la velocidad de agitacién, y el modo de recambiar el medio

de incubacién (parcial o completo) (Blanco-Prieto y cols., 1999; Yang y cols., 1997).

En base a los datos aportados por los diferentes medios y temperaturas, las
nanoparticulas ensayadas en PBS (figura 6.4.) experimentan, de forma general, una
mayor liberacidn. Este aumento en el porcentaje liberado de 5-FU se ha constatado en
todos los tipos de nanoparticulas. En cambio cuando los ensayos se realizan a pH 5.5
(Figura 6.5.) y pese a ser este pH mds idéneo para la degradacién de PLGA, los valores
de liberacion se ven disminuidos. Precisamente la acidez del medio es uno de los
factores limitantes en la liberacion del 5-FU, a partir de la cual, la molécula de 5-FU se
encuentra en su forma ionizada (cargada positivamente) y por tanto, entraran en juego

mayores interacciones electrostaticas.
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La liberacion sostenida en general de nuestras formulaciones podria suponer una
prometedora herramienta en la mejora de la eficacia del 5-FU. De hecho este perfil de
liberacion podria apoyar los datos de la literatura (Kishimoto y cols., 2005), donde se
afirma que una infusién continua de dosis bajas es una excelente pauta para inducir la

muerte celular de manera mas efectiva que una sola exposicion a dosis altas.

6.5. CINETICA DE LIBERACION

Los modelos matematicos pretenden describir los fendmenos que contribuyen a
la cinética general de liberacion de farmacos, estos pueden reducir el numero de
experimentos necesarios para investigar diferentes condiciones y disefios, o
profundizar en la comprensién de los mecanismos fisicos y quimicos de los farmacos y

sus transportadores.

Sin embargo su interpretacién es dificil debido a la gran variedad de variables
fisico-quimicas que se han de tener en cuenta (Sierra y cols., 2013). En el caso que nos
ocupa destacan factores como  degradacion quimica del polimero
por hidrélisis autocatalitica de los ésteres, erosién de polimeros, evolucion de la
porosidad como resultado de la erosién masiva, y el transporte difusivo del
farmaco a través de la matriz polimérica y la estructura de poro acuosa, etc. De ahi que
los perfiles de liberacion de farmacos puedan exhibir diferentes formas, tales como
perfiles monofasicos, bifasicos y trifasicos, dependiendo de la dindmica del efecto
burst, difusidn a través de la matriz polimérica y poros, y las etapas de degradacion y

erosion (Fredenberg Sy cols., 2011).

Los parametros utilizados con mayor frecuencia para determinar cual es la

cinética que explica mejor la liberacién de los farmacos, se clasifican en:

a) Ecuaciones empiricas o parametros puntuales empiricos; que hacen referencia
a las magnitudes medidas o calculadas directamente a partir de los datos
experimentales. Son un indicativo del proceso global de velocidad de liberacién de un
farmaco y son independientes de la funcion matematica que explica el proceso. Su

capacidad predictiva esta muy limitada fuera de las condiciones especificas del ensayo
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(Siepmann J y cols. 2008). Estas ecuaciones, en determinados casos, también permiten

dilucidar el mecanismo del proceso, un ejemplo de ella es la ecuaciéon de Weibull.

b) Ecuaciones deducidas con fundamentos tedricos o parametros funcionales; que a
diferencia de los parametros empiricos ofrecen una descripcién mas exacta y completa
del proceso de liberacidn, siendo aplicables en una amplia gama de condiciones. En
este caso, los modelos matemadticos se ajustan a los datos experimentales y por esta
razon la estimacidon de estos pardmetros requiere de una funciéon que describa con
suficiente fiabilidad la cantidad de farmaco liberado en cualquier momento (tiempo)

del estudio.

Para completar el estudio de la liberacién del farmaco desde las nanoparticulas,
se realizo el ajuste cinético de los perfiles de liberacién utilizando para ello el criterio
de informacién de Akaike conocido como valor AIC, por su acrénimo del inglés Akaike’s

Information Criterion (Costa P y cols., 2001), cuya ecuacidn, es la siguiente:

AIC = n*Ln(SSQ) + 2 p 6.3)

Donde: n es el nimero de pares de valores experimentales, SSQ es la suma de los
cuadrados residuales y p es el nimero de los parametros de la funcién de ajustado.
Asi, el modelo matematico que presente el menor valor de AIC serd aquel que
estadisticamente explica mejor el proceso de liberacién del farmaco a partir de la
formulaciéon en estudio. Para ello se realiz6 una regresion no lineal de minimos
cuadrados usando el software Prism®, V. 3.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA).

Se han ensayado diferentes modelos matematicos con la finalidad de elegir el
gue con mayor fiabilidad sea capaz de explicar el mecanismo de liberacidn de 5-

fluorouracilo:
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Orden uno: %R/%R. -1—e ™ (6.4)
Higuchi: %R/%R. = k xt*?+ p (6.5)
Korsmeyer-Peppas: %R/%R. =k xt" (6.6)
Hyperbola simple: %R/%R- = Rx x %k 1) (6.7)
Doble Hyperbola: %0R/%Rx = Rw x %k +1) + R x %k 1) (6.8)

Donde %Rt/%R.. es la fraccion de farmaco liberado a tiempo t, %R., es el porcentaje
total de farmaco liberado, 4Rt es porcentaje de farmaco liberado a un tiempo t, k es la
constante de liberacién y n es el exponente de liberacién. Para las ecuaciones
hiperbdlicas K representa el tiempo al cual se alcanza la mitad del porcentaje maximo
liberado. P es la ordenada en el origen.

En la tabla 6.1 se recogen los valores de r? y AIC correspondientes a los ajustes

cinéticos de la liberacién de 5-fluorouracilo desde las nanoparticulas.
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Formulacion | Orden uno | Higuchi | Korsmeyer-Peppas | Hipérbola simple | Doble Hipérbola
A 169,4 133,2 133,0 162,0 120,8

Basico
Acido 196,2 144,0 132,0 180,2 132,1

B-in | Basico 160,2 142,0 138,2 154,2 112,6
Acido 228,2 133,2 141,0 216,2 124,4

B-ex | Basico 79,8 108,1 104,5 82,6 -
Acido 168,4 144,2 108,9 148,2 100,4

C Basico 158,5 97,5 116,5 151,1 91,7
Acido 173,8 122,2 130,2 123,9 -

Tabla 6.1.: Valores del coeficiente de determinacién r? y AIC obtenidos en el estudio
del perfil de cantidades acumuladas en % de 5-fluorouracilo liberado en funcion del

tiempo desde las nanoparticulas.
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Tras la aplicacién de los cinco modelos matemadticos, se pudo verificar que
cuando el medio de liberacién era PBS, las ecuaciones hiperbdlicas (simple y doble)
eran los modelos que mejor ajustaban con los menores valores de AIC.
Concretamente, las formulaciones A, B-in y C mostraron un perfil caracteristico de una
doble hipérbola, revelando un patréon de liberacidn trifasico con un efecto "burst"
seguido de una fase constante, mas una liberacién rapida final de farmaco. En el caso
de la formulacion a base de nanoparticulas B-ex, el mejor ajustado reveldé una
hipérbola simple, que se manifiesta con un efecto "burst" inicial y una fase de

liberacion practicamente constante.

Por tanto, el proceso de liberacidon en PBS puede considerarse dividido en dos o
tres fases: la primera, se corresponde con una rdpida liberacion del farmaco mas
superficial; la segunda, una liberacidn bastante lenta influenciada por la baja
solubilidad del farmaco en medio acuoso, que enlentece su difusiéon desde zonas mas
internas de la NPs, y la Ultima fase que se corresponderia con la degradacion de la zona
mas interna de las NPs, acompaiiada de una erosidon de las mismas (Wang y cols,

1996).

Similares cinéticas hiperbdlicas han sido descritas para la liberacién de
bupivacaina desde microesferas de poly(1-caprolactone) en PBS (Blanco MD vy cols.,
2003) o del docetaxel desde nanoesferas y nanocapsulas (Gallego-Yerga Ly cols., 2017)

Del mismo modo se ha encontrado una buena correlacién para esta funcion en la

liberacion de gentamicina y cefalixina desde nanocompuestos (Hesaraki S y cols., 2009)

Cuando las condiciones ensayadas fueron 4dcidas, la liberacién desde las
nanoparticulas siguidé ajustandose a la ecuacién de doble hipérbola, excepto en el caso
de las nanoparticulas C que se ajustan al modelo de Higuchi, frecuentemente utilizado
para describir la liberacidn cinética de farmacos a partir de materiales porosos (Wangy
cols., 2011). Se puede decir que las liberacién es directamente proporcional a la raiz
cuadrada del tiempo (tiempo 1/2) y existe un proceso de difusion en todas las NPs

obtenidas, pero no implica que sea éste el Unico mecanismo de liberacidn.
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Parametros A B-in B-ex Parametros C
Basico Rt 52,62+3.009 44,470+3.413 95,62+0.615 30,01+1.471
K1 (h) 0,01056+0.003 0,039£0.0116 0,001+0.0001 0,003+0.0018
Rz 194,90+21.300 100.00+15.51 - 92,170+31.13
K, (h) 44,58+6.270 30.730+4.70 - 20,470+11.04
Acido R 57,532,116 56,710+1,260 42,700+1,752 K (hm) 3,337+0,253
Ky (h) 0,004+0,0013 0,001+0,001 0,010+0,002 P 21,550%0,755
Roo2 34,48+3,486 44,640+2,659 24,180+1,966
K, (h) 4,395+1,821 6,115+1,326 3,017+1,175

Tabla 6.2:. Parametros cinéticos de liberacion in vitro de 5-FU desde las NPs. Los

resultados se muestran como media + desviacion estandar (n=6).

La tabla 6.2 incluye los parametros de los modelos que mejor se ajustan a la
liberacion de 5-FU desde las nanoparticulas en funcién del medio de liberacidn.
En general las nanoparticulas presentan un perfil de liberacién similar, en el cual las
moléculas adsorbidas en la superficie son rdpidamente liberadas mientras que las
moléculas de farmaco en el interior de la matriz lo hacen lentamente. Este
comportamiento de liberacidon podria adecuarse para conseguir una alta dosis inicial
seguida de una liberacién sostenida. En este sentido, las NPs que proporcionan una
liberacion sostenida del farmaco ofrecen una manera prometedora de mejorar la
eficacia del tratamiento con 5-FU. De hecho, se ha informado que la exposicidon
continua mediante una formulacion de liberacion controlada de un farmaco
anticanceroso incluso a la concentraciéon que por si sola no tiene actividad es mas
eficaz que a una concentracién superior a una dosis Unica (Kishimoto et al., 2005). Por
tanto, se puede concluir que las nonoesferas de poli (acido lactico-co-glicélico) (PLGA)
aqui enayadas constituyen una alternativa a los regimenes de terapia farmacoldgica
liberar el

convencional, al farmaco de manera controlada durante periodos

prolongados de tiempo a partir de una Unica administracién. Ello contribuird a
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disminuir los efectos secundarios causados por concentraciones extremas o por

repetidas administraciones, y mejorar la conformidad del paciente.
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Esta fase de la investigacidn resulta especialmente interesante ya que aportara
luz sobre las caracteristicas de toxicidad y actividad antitumoral de las

nanoformulaciones disenadas.

En primer lugar, el ensayo de las nanoparticulas de PLGA (no cargadas con 5-FU)
en la linea CCD-18 de fibroblastos de colon humano debe definir a priori si las
nanoparticulas son toéxicas por si mismas y su seguridad. Posteriormente, se procedié
al ensayo de la capacidad antitumoral de las nanoplataformas de 5-FU en cuatro lineas

de células de cancer de colon.

Concretamente, una linea de carcinoma de colon humano (T-84), una linea de
adenocarcinoma de colon humano (HT-29) y una de adenocarcinoma de colon murino
(MC-38). Ademas se han utilizado una linea de adenocarcinoma de colon humano

resistente (HCT-15).

7.1.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Se investigaron las capacidades citotoxicas de las nanoparticulas obtenidas
mediante los métodos de emulsificaciéon/evaporacién del solvente (doble emulsion,
nanoparticulas B-in y B-ex), asi como las nanoparticulas obtenidas por el método de
emulsificacion/difusion del solvente, (nanoparticulas C) en fibroblastos de colon
humano CCD-18, una linea de adenocarcinoma de colon humano (HT-29), una de
adenocarcinoma de colon murino (MC-38) y una linea de adenocarcinoma de colon
humano resistente (HCT-15), caracterizada por presentar resistencia intrinseca
mediada por gp-P, del Centro de Instrumentaciéon Cientifica de la Universidad de
Granada, Espaiia y en lineas celulares de carcinoma de colon humano T-84 (American

Type Culture Collection, EE.UU.).

Debido a las inadecuadas propiedades geométricas y de carga eléctrica

superficial de las nanoparticulas A, éstas no fueron incluidas en esta fase de la

investigacion.
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Las células se sembraron en cultivos monocapa en placas de 96 pocillos (8 x 10°
células / pocillo para T-84 y MC-38 y 10 x 10® células / pocillo para HT-29, HCT-15 y
CCD-18). El crecimiento se realizé utilizando 300 pl de un medio de Eagle modificado
de Dulbecco de DMEM (Sigma-Aldrich Chemical Co., USA) suplementado con suero
fetal bovino (SFB, 10% de riqueza), una solucién 15 mM de acido 4-(2-hidoxietil)-1-
piperazinaetanosulfénico) (HEPES), una solucién 14 mM de bicarbonato sédico, una
solucién 2 mM de L-glutamina, una solucién 40 pug/mL de gentamicina y una solucion
500 pg/mL de ampicilina (Antibidticos S.A., Espaiia). Tras 24 h de incubacién las células
fueron expuestas a cantidades conocidas de NPs cargadas de 5-FU (equivalente a
concentraciones de farmaco que varian de 0,05 a 10 pg / ml). Las células se
mantuvieron durante 72 horas a 37.0 £ 0.5 2C en una atmosfera de aire controlada con
un 5% de riqueza en CO2 (Incubador de CO, con camisa de agua AutoFlow UN-4750;
NuAire, EE.UU.).

Transcurridos los tiempos de tratamiento, las células fueron fijadas con 300 pl
de 4cido tricloroacético al 10% (Sigma-Aldrich Chemical Co., USA) durante 20 min a
4+0.5°C. Posteriormente, se afadieron 300 pl de una solucién al 0.4% de
sulforodamina B (Sigma-Aldrich Chemical Co., USA) que se mantuvo durante 20 min.
Finalmente las células se lavaron tres veces con acido acético al 1% (Sigma-Aldrich
Chemical Co., USA), afadiéndoles una solucion de Trizma® (Hidrocloruro de
tris(hidroximetil)Jaminometano)(Sigma-Aldrich Chemical Co., USA) 10 mM vy pH 10,5. La
lectura fue realizada mediante colorimetro (Titertek multicristal, Flow Laboratories,

EE.UU.) a 492 nm.

El porcentaje de células vivas se calculdé utilizando la relacién entre las
densidades dpticas de las células tratadas y la densidad dptica de las células no
tratadas (control), multiplicadas por 100.La citotoxicidad de NPs se evalué teniendo en
cuenta las células no tratadas como control, y se expres6 como % de proliferacién

relativa (RP,%) v el porcentaje de inhibicién relativa (RI,%).
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7.2. RESULTADOS

La figura 7.1. muestra la citotoxicidad de las nanoparticulas de PLGA (no cargadas
con 5-FU) correspondientes a las formulaciones B-in (B1), B-ex (B2) y C. Puede
apreciarse, si se compara con el control, cdmo todas esta formulaciones carecen de
toxicidad significativa ya que no condicionan la viabilidad celular en el rango de
concentraciones ensayado. Estos resultados sugieren a priori la seguridad de las

nanoformulaciones ensayadas.

N DMSO mmm Nanoparticulas B1 Nanoparticulas B2
=== Nanoparticulas C

100 =

80

60

40

20

Viabilidad celular relativa (%)

0.05 1.00 3.00 5.00

Concentracion (ng/mL)

Figura 7.1. Citotoxicidad in vitro del control (barra negra),
nanoparticulas B-in (B1, barra gris oscuro), nanoparticulas B-ex (B2,
barra gris claro) y nanoparticulas C (barra cuadriculada) sobre la
linea celular CCD-18 tras 72 horas de incubacién. Los valores
representados corresponden a la media + desviacién estandar de

tres determinaciones.

Del mismo modo que en el caso anterior ninguna de las nanoparticulas
ensayadas mostro citotoxicidad en la linea celular T-84 de carcinoma de colon humano
(Figura 7.2.). Independientemente del tipo y concentracion de nanoparticula, los

resultados del ensayo revelan la ausencia de diferencias significativas entre las
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absorbancias correspondientes a los controles y las absorbancias correspondientes a

los pocillos de células tratados con los nanosistemas de PLGA no cargados con 5-FU.

I DMSO (control) mmm Nanoparticulas B1 Nanopartiulas B2
== Nanoparticulas C

-
(=]
(=]

80

B [=2]
(=] o

Viabilidad celular relativa (%)
(]
o

Concentracion (pg/mL)

Figura 7.2. Citotoxicidad in vitro del control (barra negra),
nanoparticulas B-in (B1, barra gris oscura), nanoparticulas B-ex, (B2,
barra gris clara) y nanoparticulas C (barra cuadriculada) sobre la linea
celular T-84, tras 72 horas de incubacién. Los valores representados
corresponden a la media * desviacion estandar de tres

determinaciones.

Puede asumirse, por tanto, que las nanoparticulas de PLGA carecen de
actividad antitumoral por si mismas. De esta manera, si las formulaciones de PLGA
cargadas con 5-FU son citotdxicas para estas lineas celulares ensayadas, esta capacidad

antitumoral debe atrubuirse a la actividad de las moléculas de 5-FU que transportan.

La figura 7.3 recoge la informacion sobre la capacidad citotdxica in vitro de las
nanoformulaciones cargadas con 5-FU que han sido disefiadas sobre la linea celular T-
84, tras 72 horas de incubacién. Conviene resaltar que se ensayan concentraciones

equivalentes de 5-FU en todos los casos, por lo que las nanoformulaciones se utilizaron
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en cantidades adecuadas para lograr las mismas concentraciones de antitumoral que
en las soluciones acuosas de 5-FU. Como era de esperar, la actividad citotdxica
antitumoral tenia una relaciéon directamente proporcional a la concentracién de 5-FU

utilizada, independientemente del tipo de formulacién.

Destaca la elevada actividad citotéxica de las nanoparticulas de PLGA cargadas
con 5-FU B-ex a bajas concentraciones (< 1 ug/mL). A concentraciones moderadas (3 y
5 pg/mL) de 5-FU, sigue siendo la formulaciéon B-ex la que mantiene una mayor
actividad antitumoral en comparacién con las disoluciones acuosas de 5-FU, que
resulta también ligeramente superior a la mayor concentracion ensayada (10 pg/mL).
Quizds esta mas intensa actividad antitumoral especto al farmaco libre se deba a una
mayor captacion del 5-FU por las células T-84 cuando éste esta incorporado en el
interior de la nanoparticula de PLGA, combinado con una velocidad de liberacién de las
moléculas de fdrmaco superior al resto de nanoformulaciones (como se ha

comprobado capitulos anteriores de esta tesis doctoral).
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Figura 7.3.: Citotoxicidad in vitro de 5-FU (barra negra) y nanoparticulas
cargadas con 5-FU, B-in (B1, barra gris oscura), B-ex, (B2, barra gris clara) y C
(barra cuadriculada) sobre la linea celular T-84, tras 72 horas de incubacion.
Concentraciones equivalentes de 5-FU: 0.05-10 pg/mL. Los valores
representados corresponden a la media * desviacién estandar de tres

determinaciones.

Con el objetivo de definir si las nanoparticulas cargadas con 5-FU (que
desarrollaban la mejor actividad antitumoral, formulacidn B-ex) mantenian ésta en el
tiempo, bajo condiciones de conservacion estandar y asi elaborar un estudio de
estabilidad en el tiempo, (4 °C y protegidas de la luz), se realizé un nuevo ensayo de
citotoxicidad en la linea T-84, transcurridos 30 dias desde su preparacién. Los

resultados se recogen en la figura 7.4.

Puede apreciarse como la actividad antiproliferativa se mantiene
significativamente mayor en comparacion que con el control (soluciones acuosas de 5-
FU recién preparadas), a pesar de que la nanoformulacién ha sido conservada durante
30 dias. Este hecho es muy marcado a concentraciones bajas (< 1 pg/mL), pero

también es claro a concentraciones moderadas de farmaco (3 y 5 pug/mL). De esta
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manera, se confirma la excelente capacidad antitumoral de la formulacién B-ex (B-2)

de nanoparticulas de PLGA cargadas con 5-FU y su mantenimiento en el tiempo.

Estos resultados son muy interesantes, a falta de un estudio in vitro e in vivo mas
completo, si se piensa en el disefo final de un medicamento basado en este
nanosistema. Si bien, cabe decir también que las nanoformulaciones B-ex tienen una
actividad antitumoral ligeramente menor transcurrido este tiempo de conservacién,
posiblemente, porque durante este tiempo las nanoparticulas han perdido algo de la

dosis de 5-FU vehiculizada.

I 5-FU 1 Nanoparticulas B2-5FU (t=0)
100 - == Nanoparticulas B2-5FU (t=30)

75

50 -

25 -

Inhibicion relativa (%)

0.05 0.50 1.00 3.00 5.00 10.00
Concentracion (ng/mL)

Figura 7.4.: Citotoxicidad in vitro de 5-FU (barra negra) y nanoparticulas B-ex,
(B2 cargadas con 5-FU a tiempo 0 (barra gris clara) y a transcurridos 30 dias
desde su elaboracién (barra cuadriculada) en la linea celular T-84, tras 72
horas de incubacién. Concentraciones equivalentes de 5-FU: 0.05 - 10 pg/mL.
Los valores representados corresponden a la media + desviacién estandar de

tres determinaciones.
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Dado que la formulacion B-ex mostré el mejor efecto antiproliferativo respecto
al resto de formulaciones, se decidié investigar su actividad sobre otras lineas celulares
de carcinoma de colon. Resultados similares fueron obtenidos cuando se usaron

células HT-29, HCT-15 y MC-38 (figura 7.5).

A bajas y moderadas concentraciones de 5-FU (0,5 a 3 pug / mL), las Nps B-ex
presentaron una marcada actividad antiproliferativa, mejorada significativamente en
comparacion con el farmaco libre. Curiosamente, esta nanoformulacién demostré una

importante actividad antitumoral incluso frente a células HCT-15 quimioresistentes.

100- A M 5-FU ([ 5-FU-B-ex 100- B M 5-FU (3 5-FU-B-ex 100 c mm 5-FU (3 5-FU-B-ex
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0- 0- 0 -,
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Figura 7.5.: Citotoxicidad in vitro de 5-Fu (farmaco libre, no encapsulado) vy
encapsulado en Nps B-ex (24 h tras su elaboracion) en la linea celular de carcinoma de
colon HT-29 tras 72 h de incubacién (A), en la linea celular de carcinoma humano HCT-
15 (B) y en MC-38 (C). Los valores representados corresponden a la media * desviacidn

estandar de tres determinaciones.

A concentraciones mayores (5 a 10 pg / ml) el aumento del efecto
anticancerigeno fue menos pronunciado, excepto en el caso de las células MC-38

(Figura 7.5 C), en el que fue similar.

Probablemente la gran capacidad antitumoral presentada por la formulacién B-

ex se deba a la suma de varios factores, por un lado al mayor contacto farmaco-célula
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propio de la nanoestructura y por otro a la adecuada liberacién sostenida del
citostatico en el tiempo. Este ultimo aspecto corrobora las experiencias de otros
autores como Kishimoto y cols., 2005, donde se afirma que una infusién continua de
dosis bajas de citostatico es una excelente pauta para inducir la muerte celular de

manera mas efectiva que una sola exposicion a dosis altas.

241






8-. CONCLUSIONES






Disefio de Nanoplataformas Biocompatibles con Potencial Actividad | CONCLUSIONES
Antitumoral

El trabajo de investigacidn realizado en la presente Tesis Doctoral ha establecido
las bases para el disefio de una formulacién basada en nanoparticulas de PLGA
cargadas con 5-FU que demuestra una gran eficacia antitumoral in vitro y una nula
toxicidad, a falta de una mas detallada investigacion en este sentido. A continuacién se
recogen las conclusiones secundarias que pueden extraerse de este trabajo de

investigacion:

e Se han desarrollado diferentes metodologias de formulacion de
nanoparticulas de PLGA cargadas con 5-FU, analizando las variables implicadas

para asi optimizar su preparacion.

e La caracterizacion geométrica realizada confirma la eficacia vy
reproducibilidad de las metodologias de formulacion propuestas y permite la
definicion de las condiciones que conducen a la obtencién de nanoparticulas para

la via de administracion parenteral.

e La estructura de PLGA se mantiene tras someter al polimero a cada uno de
los procedimientos de la formulacion de nanoparticulas. Gracias a que esta
estructura se mantiene tras la aplicacidn de éstas metodologias de fabricacidn, se
puede predecir que queda asegurada la capacidad que el PLGA 50:50 tiene para

desarrollar una liberacidn sostenida en el tiempo del fdrmaco vehiculizado.

e la caracterizacidén electrocinética de los sistemas coloidales permite definir
la influencia que la composicion del medio de dispersion tiene sobre la carga
eléctrica superficial y asi sobre la estabilidad de los sistemas disefiados frente a
fendmenos de agregaciéon y sedimentacion. Este estudio también constituye una
técnica adecuada para definir el tipo de vehiculizacién del farmaco en las

nanoparticulas (absorbido en matriz).
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e las formulaciones presentan un comportamiento newtoniano, la
viscosidad es practicamente constante para cualquier velocidad de deformacion
aplicada. Este comportamiento se sigue manteniendo a lo largo del tiempo de

estudio.

e En cuanto a la vehiculizacién del 5-FU en las nanoparticulas de PLGA, se
han definido las condiciones éptimas para su evaluacién y se ha puesto a punto un
método de espectrofotometria UV-Vis reproducible y validado para ello. Se ha
comprobado como las condiciones de formulacién permiten una adecuada
absorcién de 5-FU, y cdmo también permiten una liberacidn controlada o
sostenida en el tiempo de interés para fines terapéuticos (prolongacién de la
exposicién de las células tumorales a las moléculas de farmaco). En general este

proceso se desarrolla en dos o tres fases ajustandose a cinéticas hiperbdlicas

e En el estudio de estabilidad de los nanosistemas en funcién del tiempo y de
la concentracion inicial de farmaco, -una vez evaluada la vehiculizacién de 5-
fluorouracilo en las diferentes sintesis- se evidencié que las NPs B-in mostraron los
valores de EE% mas altos después de 1, 3 y 6 meses, pero también fueron las que
mostraron las mayores pérdidas en el tiempo; a diferencia de las NPs B-ex, que
presentaron valores de EE% mas pequefios, aunque se mantuvieron constantes a
lo largo del periodo de estudio. Ambas formulaciones presentaron los mejores
perfiles de multiple light scattering, lo que a priori garantizara la estabilidad del

sistema.

e En cuanto a la actividad antitumoral in vitro de las formulaciones
desarrolladas, los experimentos realizados en la linea celular CCD-18 de
fibroblastos de colon humano, y lineas celulares T-84, HT-29, MC-38 y HCT-15 de
carcinoma de colon, revelan la ausencia de toxicidad de todas las
nanoformulaciones desarrolladas. Entre todas ellas la formulacién B-ex revela una

actividad antiproliferativa mucho mas eficaz que la formulacion de referencia
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(solucién acuosa de 5-FU) que perdura trancurridos 1 mes desde su elaboracién y

eficaz, también, frente a células quimiresistentes.
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