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Capitulo 1. Introduccion

1.1. CANCER DE COLON

El cancer se desarrolla a partir de la acumulacién y seleccién sucesiva de
alteraciones genéticas y epigenéticas, que permiten a las células sobrevivir, replicarse
y evadir mecanismos reguladores de apoptosis, proliferacion y del ciclo celular

[Willingham y cols., 2004].

La acumulacién y seleccion sucesiva de alteraciones genéticas y epigenéticas que
permiten a ciertas células evadir mecanismos reguladores de apoptosis y proliferacién
se encuentran en el origen de las células tumorales malignas [Willingham y cols.,

2004]. Estas células poseen caracteristicas especiales [Hanahan y Weinberg, 2000]:

& Crecen y se dividen sin la necesidad de las sefiales apropiadas y/o en presencia de

sefiales inhibitorias.

& Pueden poseer cambios en el citoesqueleto y alteraciones en la matriz extracelular
del tejido que alteran su capacidad de adhesidn celular, movimiento, apariencia o

interaccion con células vecinas.

& No muestran inhibicidn del crecimiento por contacto con otras células, dando lugar

a una pérdida de la organizacion del tejido normal.

& Presentan alteraciones en el tamaiio y forma de los nucleos y pueden secretar
enzimas que digieren las barreras celulares lo que les permite permite invadir y

destruir tejidos normales adyacentes.

El resultado de la aparicion de estas alteraciones celulares en las células epiteliales
del intestino grueso (colon) o en el recto es el denominado cancer colorrectal (CCR),
una tumoracién maligna de enorme importancia desde el punto de vista socio-

sanitario debido a su gran prevalencia y al gasto sanitario que supone su tratamiento.



Capitulo 1. Introduccion

El colon o intestino grueso forma parte del aparato digestivo. Comienza en el lugar
donde desemboca el intestino delgado y asciende hasta la zona del higado (colon
ascendente), atraviesa el abdomen (colon transverso) y desciende (colon descendente)

desembocando en el recto y finalmente en el ano (Figura 1).

Colon
ascendente

Figura 1. Imagen del colon. Figura insertada: imagen de un pélipo en la cara interna del tubo

digestivo.

Tanto el colon como el recto estan constituidos por varias capas de tejido, la mas
interna es la mucosa, donde existen glandulas. Esta se encuentra rodeada por la
submucosa, mas externamente se sitla la capa muscular que a su vez estd recubierta
por la serosa (capa mas externa). En la mucosa existen glandulas donde se producen

con mayor frecuencia los tumores malignos (Figura 2).

La funcién del colon es la de eliminar y procesar nutrientes de los alimentos y

ayudar a eliminar los desechos del cuerpo.
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La tumoracidon vegetante o infiltrativa originada tiene tendencia a crecer y
diseminarse paso a paso a través de los conductos linfaticos (ganglios), o bien a

distancia via sanguinea (metastasis).

Figura 2. Imagen radiografica (radiologia con contraste). Muestra la presencia de un cancer de

colon (flecha).

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA

En Espaia, el cancer colorrectal representa el tercero en frecuencia en varones,
detrds del cancer de pulmdn y prdstata, siendo el segundo en mortalidad (el primero
es el de pulmdn). En las mujeres, representa el segundo en frecuencia y en mortalidad
detrds del de mama. Sin embargo, si se tienen en cuenta ambos sexos, el cancer con
mayor incidencia es el colorrectal (15%), el que produce una mas alta mortalidad es el
cancer de pulmédn (20.6%), y el que tiene una prevalencia a cinco afios mas alta es el
cancer de mama (17.9%) (Tablas 1y 2). Segun datos de la SEOM (Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica), se calcula una incidencia de 32.240 pacientes al afio en Espafia,
siendo responsable de 14.700 fallecimientos y una prevalencia a cinco anos de 89.705

casos [International Agency for Research on Cancer (IARC); SEOM].
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Préstata 17.32 % | Mama 28.35%
Pulmodn 16.56 % | Colon 13.76 %
Colon 12.81% | Utero 9.29 %
Vejiga urinaria 10.63 % | Ovario 4.22 %
Cavidad oral y faringe 5.77 % | Estdmago 4.21%
Estdmago 4.81 % | Linfoma no Hodgkin 4.06 %
Laringe 3.91% | Pulmodn 3.09 %
Linfoma no Hodgkin 3.04 % | Melanoma de piel 2.75%
Higado 2.75% | Vejiga urinaria 2.72%
Rifion 2.24 % | Pancreas 2.69 %
Tabla 1. Incidencia del cdncer en Espafia en hombres y mujeres.
Pulmdn 27.10% | Mama 16.49 %
Colon 11.63 % | Colon 15.09 %
Prostata 9.41% | Estédmago 6.48 %
Estdmago 6.11 % | Pulmodn 6.05 %
Vejiga 5.81% | Pancreas 5.68 %
Pancreas 3.84% | Utero 5.08 %
Cavidad oral y faringe 3.04% | Leucemia 3.69%
Laringe 2.79 % | Linfoma no Hodgkin 3.25%
Leucemia 2.79 % | Sistema nervioso central 3.01%
Esofago 2.61 % | Vesicula biliar 246 %

Tabla 2. Mortalidad por cancer en Espafia en hombres y mujeres.
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A nivel internacional y segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
el cancer colorrectal es el tercer cdncer mas comun en hombres (663.000 casos al afio)
y el segundo en mujeres (571.000 casos al afio), siendo la cuarta causa mas frecuente
de muerte por cancer con 608.000 defunciones/afio. Este ratio es mas elevado en
hombres que en mujeres. La previsién de la OMS indica que cada afio el numero de
personas diagnosticadas de CCR serd mas elevado, siendo esta la causa de defuncién

en aproximadamente la mitad de los pacientes (Figura 3 y Tabla 3).

2500000

® Numero de casos nuevos de CCR
Numero de muertos por CCR

2000000

1500000

1000000

500000

2008 2010 2015 2020 2025 2030
Ano

Figura 3. Evolucién global de la incidencia y mortalidad del CCR segun la OMS. Previsidn de

datos hasta el afio 2030

2008 1235108 609051
2010 1293629 638018
2015 1471808 726028
2020 1676442 826846
2025 1916051 951158
2030 2179711 1093700

Tabla 3. Evolucién global de la incidencia y mortalidad del CCR seguin la OMS. Previsién de

datos hasta el afio 2030
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La mayoria de los casos de cancer colorrectal se diagnostican entre los 65 y los 75
afios, aunque se registran casos desde los 35-40 afos. Los casos que aparecen a
edades tempranas suelen tener una predisposicion genética [Asociacién Espafiola
Contra el Cancer (AECC)]. En general, el riesgo de cancer colorrectal durante la vida es
aproximadamente del 5%. El riesgo es ligeramente menor en las mujeres que en los

hombres.

La tasa de mortalidad debida a cancer colorrectal ha disminuido tanto en hombres
como en mujeres en los ultimos afos, probablemente debido a su deteccién precoz
mediante distintas pruebas acompanado de un tratamiento quirurgico radical. El
tratamiento quimioterapeutico del cdncer colorrectal avanzado también se ha
beneficiado del desarrollo de nuevos farmacos, especialmente de los de caracter
bioldgico, aunque son estos estadios tumoral los que necesitan el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas mas eficaces que mejoren el prondstico de estos pacientes

[American Cancer Society (ACS)].

1.1.2. ETIOLOGIA

No hay una causa Unica para el cancer de colon. Generalmente comienza como
pdlipos no cancerosos (benignos), que lentamente se van convirtiendo en cancer.
Ademas, existen enfermedades premalignas que predisponen al cadncer de colon, como
la poliposis coldnica, la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn [Babbs, 1990; Willet,

1989].

Su epidemiologia se atribuye a factores genéticos asociados a factores

ambientales de gran influencia en esta patologia.
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Factores ambientales

a) Consumo de alcohol

Se ha demostrado mediante experimentacidon animal, que el consumo de alcohol
no es un carcinégeno en si, pero potencia el efecto de sustancias carcinégenas.
Ademas, el consumo de alcohol en personas con niveles inadecuados de folato y
metionina incrementa el riesgo de sufrir cdncer de colon y adenomas [Giovannucci y
cols., 1995]. Por ultimo, estudios amplios correlacionan un incremento del cancer de

colon en individuos que consumen altas cantidades de alcohol [Cho y cols., 2004].

b) Tabaquismo

Estd ampliamente aceptado el papel activo que juega el tabaco en el proceso de la
carcinogénesis en CCR debido a su efecto mutagénico y a que incrementa los niveles

de radicales libres de oxigeno [ACS, 2013].

c) Edad

El CCR aumenta su incidencia a partir de los 50 afios [ACS, 2013, El-Bolkainy y cols.,
2006], motivo por el que se estad potenciando su deteccién precoz mediante pruebas

de screening (sangre oculta en heces) [ACS, 2013].

d) Dieta: grasa y fibra

La obesidad y el sobrepeso poblacional [ACS, 2013] adquiridos en las ultimas
décadas debido al sedentarismo y las dietas hipercaldricas, estdn asociados con un

mayor riesgo de CCR [Bergstrom y cols., 2001, Berrino y cols., 2003].
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e) Otros componentes

Varios estudios apuntan hacia la importancia del selenio, micronutriente presente
en cereales, pescado, etc.,, como un antioxidante que previene los procesos de
carcinogénesis y que se ha asociado con una reducida prevalencia de adenomas

colorrectales [Connelly-Frost y cols., 2006].

Por otra parte, el calcio y la vitamina D se han vinculado a la ruta de la B-
catenina/E-cadherina, la cual se ve alterada en la mayoria de CCRs. Algunos autores
afirman que el Mg inhibe la inflamacién relacionada con la carcinogénesis en ratones,
indicando su posible valor quimiopreventivo en CCR [Qu y cols., 2013], mientras que

otros rechazan esta asociacion [Kuno y cols., 2013].

Factores genéticos

La gran mayoria de los CCRs (80%) aparecen en la poblaciéon por adquisicion de
mutaciones espontdneas como consecuencia de los factores ambientales a los cuales
nos vemos sometidos a diario. Sin embargo, el 20% de los CCRs se han relacionado con
factores genéticos y el 5% del total con factores genéticos familiares (mutaciones en la

linea germinal de genes supresores) (ver apartado “Base Molecular”).

1.1.3. DETECCION Y ESTADIAJE

Las pruebas utilizadas en la deteccién del cancer de colon y recto son:

& Examen fisico: examen del cuerpo para revisar los signos generales de salud, y
verificar si hay signos de enfermedad, como masas o cualquier otra cosa que

parezca anormal.
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& Antecedentes familiares: se evalian los antecedentes médicos familiares de las

enfermedades y los tratamientos anteriores del paciente.

& Andlisis de sangre y orina: para conocer el estado general del paciente y

detectar complicaciones asociadas al proceso tumoral.

& Prueba de sangre oculta en la materia fecal: para verificar la presencia de

sangre en las heces (residuos sélidos), que solo se puede ver al microscopio.

&= Tacto rectal: exploracién digital del ano y parte del recto, buscando posibles

alteraciones existentes en las paredes del recto.

&= Radiografia: exdmen de rayos X del intestino grueso. Utiliza una forma especial
de rayos X llamada fluoroscopia, que posibilita ver dérganos internos en
movimiento, y un medio de contraste de bario o un contraste yodado soluble en

agua.

&~ Sigmoidoscopia: procedimiento para observar el interior del recto y el colon
sigmoide (inferior) y verificar si hay pdlipos (dreas pequeiias de tejido abultado),
otras dreas anormales o cancer. Se introduce un sigmoidoscopio que puede tener
una herramienta para extraer pélipos o muestras de tejido, lo cuales se observan

al microscopio para verificar si hay signos de céncer.

&= Colonoscopia: es una prueba con la que se puede observar la mucosa de todo el
colon y el recto a través de un endoscopio que se introduce por el ano

permitiendo visualizar cualquier patologia existente.

& Biopsia: si se observa una lesidn sospechosa durante la realizacion de la

colonoscopia, se procedera a extraer una pequefia muestra.
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Para poder determinar el tratamiento mas adecuado que aseguren el control
adecuado del tumor con la mejor calidad de vida posible es importante clasificar el
tumor, es decir, determinar en qué estadio o fase se encuentra. Para ello, una vez que
se ha diagnosticado el cdncer de colon, se realizan pruebas para determinar si las
células cancerosas se diseminaron dentro del colon o a otras partes del cuerpo, o por
el contrario sélo afecta a esa porcién del tubo digestivo. Las pruebas que suelen

realizarse son:

& Tomografia computarizada (TAC): procedimiento mediante el cual se toman
imagenes del interior del cuerpo desde angulos diferentes. Se inyecta un tinte en
una vena o se ingiere, y se crean las imagenes en un ordenador conectado a una

maquina de rayos X.

& Imagenes por resonancia magnética (IRM): procedimiento en el cual se inyecta
gadolinio en vena, que se acumula alrededor de las células cancerosas
revelandose mas brillantes en la imagen. Con ayuda de un imdan, ondas de radio y

un ordenador se crean las imagenes de areas internas del colon.

& Tomografia por emision de positrones (TEP): procedimiento en el cual se
administra una pequefia cantidad de glucosa radiactiva a través de una inyeccion
intravenosa con el fin de medir la actividad metabdlica del organismo. El
explorador TEP rota alrededor del cuerpo y toma una imagen de los lugares que
absorben la glucosa. Las células de tumores malignos tienen un aspecto mas
brillante en la imagen porque son mds activas y absorben mas glucosa que las

células normales.
&~ Radiografia: técnica utilizada en la deteccion.

& Ecografia: técnica que se basa en emitir ultrasonidos, que rebotan al chocar con

las diferentes estructuras a las que llegan y, a través de un ordenador forman una
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imagen que se visualiza en una pantalla. En el cancer colorrectal se pueden
realizar una ecografia abdominal para valorar el estado del higado, o una ecografia
endorrectal cuando las lesiones estan a nivel del recto, introduciendo una sonda a
través del ano. Permite visualizar el tamafio, la afectacion en profundidad y la

posible extension del tumor a otros érganos préoximos.

& Cirugia: procedimiento para extirpar el tumor y determinar a qué distancia se

disemind por el colon.

& Biopsia de ganglios linfaticos: extraccion de todo un ganglio linfatico o una
parte de este y posterior observacion al microscopio para determinar si hay

células cancerosas.

& Hemograma o recuento sanguineo completo (RSC): procedimiento por el cual
se toma una muestra de sangre para verificar la cantidad de glébulos rojos,
glébulos blancos, plaquetas, hemoglobina y hematocrito (porcentaje del volumen

total de sangre compuesta por glébulos rojos).

& Marcadores tumorales: sustancias que aparecen en cantidades superiores a lo
normal en el torrente sanguineo de los pacientes que padecen algun tipo de
cancer. Los marcadores mds precisos son el antigeno carcinoembrionario (ACE), el
antigeno carbohidrato 19-9 (CA 19-9) y la forma metilada del gen Septina 9
(mSEPT9). EI ACE se libera en el torrente sanguineo tanto por las células
cancerosas como por las células normales, pero cuando se encuentra en
cantidades mas altas de lo normal, puede ser un signo de cancer de colon u otras
afecciones. EI CA 19-9 es una glucoproteina producida por las células tumorales y
liberadas a la circulacion sanguinea. Y por ultimo, el mSEPT9 se encuentra en mas
del 90% de los tumores de colon, pasando a la sangre en forma de ADN libre,
indicando su presencia la posibilidad de que exista una neoformacién relacionada

con cancer de colon. Este marcador se encuentra en otro tipo de tumores con muy
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poca frecuencia. Se emplean como pruebas que ayudan al seguimiento del tumor
tras los tratamientos y para detectar recidivas, pero no son validas para realizar un

diagndstico precoz.

Cuando el cancer se disemina a otra parte del cuerpo, se llama metastasis. Las
células cancerosas se desprenden de donde se originaron (tumor primario) y se

desplazan a través de:

&= Tejido: el cdncer se disemina desde donde comenzd y se extiende hacia las

areas cercanas.

&= Sistema linfatico: el cancer se disemina desde donde comenzd hasta entrar en
el sistema linfatico, desplazandose a través de los vasos linfaticos a otras partes

del cuerpo. Forma un tumor (tumor metastasico) en otra parte del cuerpo.

& Sangre: el cdncer se disemina desde donde comenzd y entra en la sangre,
desplazandose a través de los vasos sanguineos a otras partes del cuerpo. Forma

un tumor (tumor metastdsico) en otra parte del cuerpo.
El tumor metastasico es el mismo tipo de cancer que el tumor primario.

Existen dos sistemas de clasificacion que se utilizan con igual frecuencia en el
cancer de colon y recto: la clasificacion TNM vy la de Astler y Coller [Astler y Coller,

1954]. Nos centramos en la clasificacion TNM por ser mas completa.

Las siglas TNM hacen referencia a tres aspectos del cancer. La T se refiere al nivel
de extensién del tumor primario en las paredes del intestino (Tis, T1, T2, T3y T4), la N
se refiere a la presencia o no de afectacion de los ganglios linfaticos regionales o mas
proximos a la zona donde se origina el tumor (NO, N1 y N2) y la M se refiere a la

presencia confirmada de metdstasis a distancia (M0 y M1). Es en la clasificacién en la

14



Capitulo 1. Introduccion

que nos centraremos para abordar las distintas etapas del cdncer de colon [American

Joint Committee on Cancer] (Figura 4):

& Estadio 0 o carcinoma in situ: es la fase mas temprana del cancer de colon o
recto. Se encuentran células anormales en la parte mas superficial de la mucosa
de la pared del colon que pueden volverse cancerosas y diseminarse. En ningln

caso la traspasa. No afecta a ganglios linfaticos.

&= Estadio |: el tumor afecta a la submucosa sin traspasar la capa muscular. No

existe afectacion de ganglios linfaticos.

&= Estadio Il: el tumor ha infiltrado todas las capas de la pared del colon o recto.
Puede invadir los érganos de alrededor. No se aprecia afectacidon ganglionar. Se
divide a su vez en tres etapas: A (el cancer se disemina a través de la capa
muscular de la pared del colon a la serosa), IIB (el cancer atraviesa la serosa de la
pared del colon, pero no se disemina a dérganos cercanos) y IIC (el cancer se

disemina a través de la serosa a 6rganos cercanos).

& Estadio Ill: el cdncer ha invadido los érganos mas préximos y afecta a los
ganglios linfaticos. Se divide en estadio IlIA (el cancer se ha diseminado hasta las
capas intermedias y se ha diseminado hasta tres ganglios linfaticos), IlIB (el cancer
se ha diseminado hasta tres ganglios linfaticos cercanos y se ha diseminado mas
alla de las capas de tejido del colon o; a los tejidos cercanos alrededor del colon o
el recto; o mas alla de la pared del colon hasta érganos cercanos o a través del
peritoneo) y IlIC (el cancer se ha diseminado hasta cuatro o mas ganglios linfaticos
circundantes y se ha diseminado hasta las capas de tejido de la pared del colon o
mas alld del mismo; o hasta los tejidos cercanos alrededor del colon o el recto; o

hasta los érganos cercanos o a través del peritoneo).
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& Estadio IV: el cancer se ha diseminado afectando a érganos alejados del colon o

recto como higado, pulmén o huesos. Se divide en estadio IVA (el cancer se ha

diseminado a un érgano que no estd cerca del colon, como el higado, un pulmén o

un ovario, o a un ganglio linfatico lejano) y IVB (el cancer se ha diseminado a mas

de un drgano que no estd cerca del colon o al revestimiento de la pared

abdominal).

Ganglios linfaticos Vasos sanguineos

Serosa —

Capas musculares ——  ~

Submucosa ——
Mucosa — '.

Estadio 0

Estadiol
Estadioll

Estadio lll

Estadio IV

Figura 4. Imagen de las distintas etapas del cancer colorrectal.

1.1.4. BASE MOLECULAR

Diseminaciéna

El cadncer colorrectal puede presentarse de forma esporadica o tener un caracter

hereditario. La forma esporadica es la mayoritaria, sin ningun factor familiar o

hereditario asociado. La forma hereditaria, dependiendo de los factores afectados

puede clasificarse en cancer colorrectal hereditario no polipoideo (HNPCC) o sindrome

de Lynch y poliposis adenomatosa familiar (FAP) [Burt, 2000].
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El cancer colorrectal implica una cascada de fallos genéticos que afectan a genes
reparadores del ADN, a oncogenes y a genes supresores de tumores. Vogelstein
propuso un modelo que comienza en la displasia del epitelio previamente normal, que
deriva a adenoma temprano, adenoma tardio, carcinoma y metdstasis; son cambios
gue tardan normalmente décadas en producirse, de ahi la frecuencia de aparicién de la

patologia en edad avanzada [Kheirelseid y cols., 2013; Leslie y cols., 2002] (Figura 5):

/

KRAS DCC Otras alteraciones
APC BRAF SMAD4 B genéticas

Mucosa Adenoma Adenoma ; Adenoma : ) il
normal - inicial - intermedio » avanzado # fararioma - MEttstass

[ Inestabilidad cromosémica ]

[ Inestabilidad MS! ] Inactivacion MMR
nestabilidac Hipermetilacion ADN

Figura 5. Cascada de mutaciones del cancer de colon.

La primera mutacion en el epitelio normal es la delecién de un fragmento del
brazo largo del cromosoma 5 que incluye el gen APC (Adenomatous Poliposis Coli). La
proteina APC regula el crecimiento normal de las células de colon. Una mutacién en
esta proteina induce la expresidon génica que implica la proliferaciéon celular dando
lugar a adenomas pequenos (<1 cm). En ellos, la hipermetilacién del ADN favorece la
expresion aberrante de genes previamente silentes, se producen aneuploidias como
resultado de la distribucién de cromosomas durante la mitosis y pérdidas alélicas de
genes supresores. En adenomas grandes, mayores de 1 cm, aparece hasta en un 50%
de casos una mutacion en el gen KRAS (Kirsten retrovirus associated sequence). La

mutacién en este gen se traduce en una proteina atrapada en su estado activo que
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envia de forma continua sefales mitéticas e impide la apoptosis. Esto favorece el
crecimiento del adenoma y la posible expansidn clonal de alguna célula inicialmente

alterada (Figura 5).

A medida que progresa la evolucion desde adenoma se pierden algunas
alteraciones pero persisten las de KRAS y APC, y se producen deleciones en 18qy 17p
entre otras regiones, que implican los genes DCC (Deleted in Colon Carcinoma) y p53.
La mutacion en estos dos genes provoca la aparicion de carcinomas invasivos.
Alteraciones posteriores en Rb (retinoblastoma) o c-myc (avian myelocytomatosis
virus) confieren malignidad. Por tanto, el comportamiento clinico del cancer colorectal

resulta de interacciones a muchos niveles.

La mayoria de los casos de cancer colorectal esporadico se deben a la inestabilidad
cromosdmica mediante cambios en el nUmero de copias y en la estructura de los

cromosomas.

Inestabilidad genémica

a) Defecto de genes reparadores

Los genes involucrados en la reparacién de errores de apareamiento (mismatch
repair - MMR) se encargan de corregir los errores que ocurren durante la replicacion
del ADN. La inactivacion de estos genes incrementa la tasa de mutaciones durante la
sintesis de ADN. Las células con este defecto se asocian a inestabilidad de

microsatélites (MSI).

El HNPCC supone el 5-10% de todos los casos de carcinoma colorrectal, en el cual
se observan defectos en la linea germinal en MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 y PMS2. El
50% de estos casos tienen mutaciones en estos genes y las mutaciones estan

localizadas mayoritariamente en los genes MLH1 y MSH2; el resto de las mutaciones
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representan el 1% del total de las mutaciones encontradas. Supone una aceleracién de
la evolucién de mucosa normal a carcinoma [Vasen, 1999]. Aparece unos 20 afos
antes que en la poblacién general, sobre los 45 afos. Tiene un patrén hereditario
autosomico dominante. Para el desarrollo tumoral es preciso ademas de la mutacion
germinal una segunda mutacién somatica, del tipo de inestabilidad de microsatélites
(MSI), que conduce a la inactivacidon de genes implicados en el control del crecimiento
tumoral como TGF-B, de la apoptosis como la proteina X asociada a Bcl-2 (BAX — BCL2-

associated X protein) o los genes reparadores.

Otra ruta alternativa que implica genes reparadores es la inactivacién germinal de
un gen reparador de excisién de bases, MYH, que escinde del ADN la guanina oxidada.
Portar 2 alelos inactivos implica un fenotipo polipdsico con un riesgo de céncer

colorectal del 100% a los 60 afios [Jarvinen y cols. 2000].

b) Inestabilidad de microsatélites

Expansion o contraccion de secuencias cortas repetidas de ADN, debido a

insercién o delecidn de nucledtidos repetidos (adenina, citosina).

La MSI es una caracteristica de los tumores de pacientes con HNPCC, y su
presencia sugiere un defecto en los genes MMR [De Jong y cols., 2004]. También es
causante del 15% de los canceres esporadicos, habitualmente por hipermetilacién
bialélica y consiguiente silenciamiento de la regién promotora del gen MLH1 a nivel
somatico. Se asocian con edad elevada y sexo femenino. Su comportamiento clinico es

menos agresivo.

c) Metilacion aberrante de ADN

Las ADN metilasas afiaden un grupo metilo a la citosina en su carbono 5 con lo que

define una quinta base de ADN, la 5-metilcitosina. En tejidos normales, la metilacién
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ocurre en regiones fuera de los exones, pero en el cancer colorectal es frecuente en las
islas CpG de ciertas regiones promotoras. En el fenotipo esporadico con inestabilidad
de microsatélites, la silenciacién epigenética bloquea la expresién de MLH1. El

fenotipo metilador de Islas de CpG se observa en el 15% de los canceres esporadicos.

Algunos de los genes que se inactivan mediante hipermetilacion de sus respectivos
promotores son pl6INK4a, pl4ARF, APC, MGMT, LKB1, hMLH1, RasSFla, CRBP1,
RarB2.

Inactivacion de genes supresores

a) APC

Como propuso Vogelstein en el 90, la mutacion del APC es critica en la
carcinogénesis de colon. La proteina APC regula los niveles de B-catenina a través de la
via de sefializacion Wnt estimulando su fosforilacion. Una mutacidn en la proteina APC
hace que la fosforilacion no se produzca y la B-catenina se acumule activando la ruta
Whnt. La B-catenina migra al nucleo interaccionando con los factores de transcripcién e
induciendo la expresion génica, lo que supone un aumento de proliferacién y evasién

de apoptosis.

Las mutaciones en linea germinal de APC tienen lugar en etapas tempranas de la
carcinogénesis estando presentes en el 80% de los adenomas y carcinomas
colorectales. Ademads, son responsables del sindrome FAP tanto de herencia
autosdmica dominante como de herencia autosémica recesiva presentandose como
poliposis atenuadas con alteraciones en el gen MYH (mutY homolog E.Coli) [Lamlum y

cols., 1999, 2000; Powell y cols., 1992; Takahashi-Yanaga y Kahn, 2010].

Se caracteriza por la presencia de cientos, incluso miles de adenomas o pélipos

adenomatosos entre la segunda y tercera década de la vida con alta tasa de
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transformacién maligna, de tal manera que a los 40 afios todos los portadores han
desarrollado un cancer. La localizacién mds frecuente es en el colon izquierdo, con

histopatologia similar a la de los esporadicos [Tinat y cols., 2008].
b) TP53

El gen TP53 codifica para la fosfoproteina p53, que actia como supresora del
crecimiento celular provocando la parada del ciclo celular que conduce a apoptosis; se
activa por multiples mecanismos de estrés celular [Sengupta y Harris, 2005]. En la
mayoria de los tumores los dos alelos de p53 se encuentran inactivados, normalmente
por una mutacién en uno de ellos y por delecion del segundo alelo 17p
[Somasundaram y El-Deiry, 2000]. La mutaciéon de p53 junto con la pérdida de
heterocigosidad (loss of heterozygosity - LOH) del alelo opuesto al alelo mutante suele
coincidir con la transformacion de adenomas en carcinomas [Kikuchi-Yanoshita y cols.,

1992; Ohue y cols., 1994; Vogelstein y cols., 1988].
c) TGF-B

TGF-B es una citoquina implicada en la detencién del ciclo celular en al final de la
fase G1 mediante la represion de c-myc (factor transcripcional mitogénico) asi como la
induccion de inhibidores de las ciclinas dependientes de quinasas (cyclin dependent
kinases — cdks) [Massagué, 2000]. La cascade de sefializacion de TGF-B se origina por la
unién a uno de sus tres receptores. En pacientes con HNPCC se han detectado
mutaciones somaticas que afectan al dominio quinasa inactivando el gen TGFBR2
(transforming growth factor, beta receptor Il) por defectos los genes reparadores de
bases desapareadas (mismatch repair - MMR) o por mutaciones o deleciones que
inactivan el componente SMAD4 (Mothers Against Decapentaplegic Homolog 4) u
otros factores de esta familia que forman parte de esta ruta. La inactivacién de esta
ruta coincide con la transicion de adenoma a displasia de alto grado o carcinoma

[Markowitz y cols., 1995].
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d) Pérdidas alélicas en el cromosoma 18

En la region cromosdmica 18921 existen varios genes implicados en la
carcinogénesis entre los que destacan: DCC (Delected in Colorectal Cancer) y SMAD4

también conocido como DPC4 (Delected in Pancreatic Cancer locus 4).

La proteina DCC es una proteina transmembrana de la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Aproximadamente el 70% de los canceres colorectales primarios
presentan pérdida de heterocigosidad en la mencionada region del cromosoma 18, y
este porcentaje se incrementa en canceres avanzados. Esto puede indicar que la
pérdida de DCC es mds importante en la progresién del tumor que en la formacién del

mismo [Takayama y cols., 2006].

La proteina SMAD4 esta implicada en la regulacion de la sefial de transduccién

TGF-B como se ha visto en el apartado anterior [Luciakova y cols., 2001].
e) P16

El gen p16 también se conoce como CDKN2, MTS1, INK4a y CDKA4I. Estad implicado
en la regulacidn del ciclo celular actuando como un gen supresor de tumores. Codifica
una proteina que inactiva los complejos ciclinaquinasa dependientes de ciclina 4 y 6
(CDK4 y CDK6) impidiendo la fosforilacion del producto del Rb necesario para la

progresion del ciclo celular [Serrano y cols., 1993].

La inactivacion de este gen se produce por metilacién de la regién promotora CpG
perdiendo la funcién represora [Herman y cols., 1995; Lee y cols., 2004; Liggett y cols.,

1998; Lind y cols., 2004].
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Activacion de oncogenes

a) KRAS

Los oncogenes Ras (HRAS, NRAS, KRAS) codifican GTPasas localizadas en la cara
interna de la membrana plasmatica. Las mutaciones impiden la hidrélisis de GTP a
GDP, lo que conlleva una permanente activacion de la proteina que envia de forma
continua sefiales a BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B). Esto
supone la activacion de la ruta de sefalizacion de la proteina quinasa mitégeno
activada (MAPK- Mitogen Activated Protein Kinases), resultando en la proliferaciéon

celular y evasion de apoptosis de las células cancerigenas.

Las mutaciones de KRAS aparecen en un 37% de los carcinomas de colon. En
adenomas grandes, mayores de 1 cm, aparece hasta en un 58% de los casos
mutaciones en el gen KRAS [Vogelstein, 1988] que ocurren a continuacion de las
mutaciones de APC y estan asociadas a lesiones adenomatosas avanzadas [Powell y
cols., 1992; Tsao y Shibata, 1994]. Alteraciones de KRAS parecen estimular la
formacién del adenocarcinoma temprano en la secuencia adenoma-carcinoma

mediando en el crecimiento del adenoma.

b) BRAF

La mutacidn que se produce con mayor frecuencia en el gen BRAF es la que afecta
al dominio quinasa, lo que se traduce en una proteina 10 veces mdas activa que la
normal, implicando una mayor activacion de la ruta MAPK, con los resultados descritos

en el apartado anterior.

La mutacion se encuentra en un 12-15% de los cdnceres colorrectales esporadicos,
asi como en lesiones premalignas como los adenomas, pélipos hiperpldsicos y primeras

etapas de desarrollo de cancer colorrectal. Aparecen en poélipos mas pequefios que las
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KRAS, y se asocian al sindrome de poliposis hiperplasica con un riesgo elevado de
desarrollar cancer colorrectal En ausencia de antecedentes familiares, las mutaciones

se asocian a inestabilidad de MSI [Rajagopalan y cols., 2002; Samowitz y cols., 2005]

c) PI3K

La via de senalizacidn del fosfatidilinositol- 3-kinasa (PI3K) es crucial en numerosos
aspectos celulares involucrados en el crecimiento y la supervivencia celular Un tercio
de los canceres colorrectales portan mutaciones somdticas en esta ruta [Hiles y cols.,
1992]. En un 8-10% de los tumores colorectales se detectan mutaciones activadoras de

la tirosina quinasa en ausencia de adhesién a sustrato [Samuels y cols., 2004]

PTEN (fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa) es una proteina que regula la
sefal de supervivencia celular inhibiendo la ruta PI3K [Zhou y cols., 2003]. La pérdida
de funcién de PTEN debida a la metilacidon de su promotor, resulta en la estimulacién

de la ruta [Goel y cols., 2004].

1.1.5. TRATAMIENTO

El objetivo ultimo de la terapia anticancerosa es la eliminacién completa de toda
célula cancerosa mediante métodos quirurgicos, radioterapéuticos o farmacoldégicos. Si
no es posible la erradicacidon por motivos diversos, el objetivo de la terapia es paliativo:
reducir el tamafio o el nimero de células, aliviar los sintomas y prolongar la

supervivencia con una calidad de vida aceptable.

&~ Cirugia: la extirpacidon del cancer en una operacidén es el tratamiento mas
comun para todos los estadios de cancer de colon. Incluso si el médico extirpa
todo el cdncer visible en el momento de la cirugia, el paciente se puede someter a

quimioterapia o radioterapia después para destruir toda célula cancerosa que
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haya quedado. El tratamiento administrado después de la cirugia para disminuir el

riesgo de reincidencia se denomina terapia adyuvante.

& Ablacidn por radiofrecuencia: es en el uso de un catéter especial con electrodos

pequeiios que destruyen células cancerosas.
&= Criocirugia: se congela y destruye el tejido anormal.

& Quimioterapia: uso de medicamentos para interrumpir el crecimiento de
células cancerosas, ya sea mediante su destruccién o impidiendo su multiplicacién.
Por via intravenosa u oral los medicamentos alcanzan el torrente sanguineo y
pueden llegar a las células cancerosas de todo el cuerpo (quimioterapia sistémica).
Cuando la quimioterapia se coloca directamente en el liquido cefalorraquideo, un
o6rgano o una cavidad corporal como el abdomen, los medicamentos afectan
principalmente las células cancerosas de esas areas (quimioterapia regional). La
forma en que se administra la quimioterapia depende del tipo y el estadio del
cancer que se estd tratando. Se dispone de diversas formas de administracion de
la quimioterapia: i) Quimioterapia de induccién: en una situaciéon de enfermedad
avanzada, el objetivo es conseguir su remisidn, con una intencién curativa o
meramente paliativa; ii) Quimioterapia adyuvante: se realiza después de efectuar
un tratamiento locorregional quirdrgico o radioldgico. Su objetivo es eliminar la
enfermedad residual micrometastdsica; iii) Quimioterapia neoadyuvante: se
emplea como tratamiento primario del tumor en estadio clinico locorregional
antes de cirugia, en asociacibn o no con radioterapia concomitante; iv)
Quimioterapia regional: se realiza por via intraarterial, intraperitoneal o intratecal,

para aumentar la concentraciéon del farmaco en un lugar determinado.

&~ Radioterapia: uso de rayos X de alta energia u otros tipos de radiaciéon para
destruir células cancerosas o impedir que crezcan. Puede administrarse

radioterapia externa mediante el uso de una maquina fuera del cuerpo que envia
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la radiacién hacia el cdncer; o bien radioterapia interna en la cual se utiliza una
sustancia radiactiva sellada en agujas, semillas, cables o catéteres, que se coloca
directamente en el cancer o cerca del mismo. La forma de administracion de la

radioterapia depende del tipo y del estadio del cancer que se estd tratando.

&~ Terapia dirigida: se utilizan medicamentos u otras sustancias para identificar y
atacar células cancerosas especificas sin dafiar las células normales. Para el
tratamiento del cdncer de colon se utilizan anticuerpos monoclonales, los cuales
se producen en el laboratorio a partir de un tipo Unico de células del sistema
inmunitario. Estos anticuerpos pueden identificar sustancias en las células
cancerosas o sustancias normales en el cuerpo que pueden ayudar a la formacidn
de células cancerosas. Se adhieren a las sustancias y destruyen las células
cancerosas, bloguean su crecimiento o impiden que se diseminen. Se administran
por infusién. Se pueden utilizar solos o para llevar medicamentos, toxinas o

material radiactivo directamente a las células cancerosas.

También se usan inhibidores de la angiogénesis, los cuales detienen la formacién
de nuevos vasos sanguineos que los tumores necesitan para crecer. Los mas

destacados hasta la fecha son

e Cetuximab: Cetuximab es un anticuerpo monoclonal quimérico tipo IgG1
gue se une al epidermal growth factor receptor (EGFR). Existen evidencias
de que mejora el efecto de terapias como FOLFOX y FOLFIRI en CCR
metastdsico. La busqueda de nuevos biomarcadores ha demostrado que
mutaciones en KRAS, BRAF, NRAS y PIK3CA afectan directamente la
respuesta al tratamiento. Esto es debido a que KRAS es una proteina
citoplasmatica que se une a GTP. Esta unidn promueve el retraso de la
sefializacion celular de proliferacidn e inhibe la apoptosis actuando como un

oncogén. Las mutaciones en KRAS bloquean la actividad GTPasa vy
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promueven la conformacion KRAS-GTP. De este modo, estd activada de
forma constitutiva la ruta RAS/RAF/MAPK que se encuentra por debajo de
EGFR, dejando de depender de su ligando como muestra la Figura 6. Por
esta razén, las terapias con cetuximab, que bloquean el EGFR, pasan a ser

inocuas para el tumor.
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Figura 6. (A) Ruta con RAS salvaje. (B) Ruta con RAS mutado. Las mutaciones en KRAS
bloquean la actividad GTPasa y promueven la conformacién KRAS-GTP. De este modo, estd
activada de forma constitutiva la ruta RAS/RAF/MAPK que se encuentra por debajo de EGFR,

dejando de depender de su ligando (EGF).

e Bevacizumab: Este anticuerpo tiene como principal funcién la inhibicién de

la angiogénesis mediante unidn al vascular endotelial growth factor (VEGF).
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VEGF es un elemento clave de la angiogénesis durante la embriogénesis,
pero también en el crecimiento de tumores. VEGF interactia con dos
receptores con actividad tirosina quinasa, VEGFR-1y 2.

e Ziv-aflibercept y regorafenib: Ambos fdrmacos han sido aprobados
recientemente por la Food and Drug Administration (FDA) para el
tratamiento de CCR avanzado. El Ziv-aflibercept actia uniéndose a VEGF-A,
VEGF-B y placental growth factor (PIGF) y se ha afadido a regimenes como
FOLFIRI, lo que ha mejorado la respuesta al tratamiento. Por otro lado,
regorafenib es un inhibidor de multiples tirosinas quinasas incluyendo entre

ellas los receptores de VEGF.

1.1.6. RESISTENCIA'Y CANCER DE COLON: CANCER STEM CELLS

Cada vez existen mas evidencias de la importancia de las cancer stem cells (CSCs)
en el fracaso terapéutico del cancer de colon. Estas células se han asociado a multiples
mecanismos de resistencia incluyendo la quimio [Liu y cols., 2013] y radiorresistencia
[Peitzsch y cols., 2013], lo que las convierte en una poblacion que promueve la
progresién, metastasis y reaparicion de la enfermedad. Considerando la carcinogénesis
como una organogénesis aberrante, las CSCs conservarian propiedades de las células
madre, aumentando las posibilidades de autoconservacion del material genético
[Boman y cols., 2008; Siddique y cols., 2012; Wang y cols., 2013]. De este modo, los

principales mecanismos de resistencia asociados a esta poblacidn son:

& Resistencia a la apoptosis mediante inhibidores de las caspasas o moléculas

antiapoptodticas como la survivina [Shen y cols., 2012] y livina [Ding y cols., 2013].

& MDR o multidrug resistance [Ling, 1997] asociada con las proteinas como P-

glicoproteina (P-gp), BCRP, MRP1 y MRP3 [Pawfowski y cols., 2013], entre otras,
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que pertenecen a la familia ABC [Liu y cols., 2013]. Estas actuan expulsando el

farmaco contra gradiente hacia el medio extracelular mediante el gasto de ATP.

&= Alteracion de los procesos de reparacion del ADN por enzimas como la MGMT

[Nyskohus y cols., 2013] o el sistema MMR [Haghighi y cols., 2014].

En base a esto, las CSC se han conevrtido en uno de los principales objetivos de las

nuevas estartegias terapéuticas.

1.2. ESTRATEGIAS PARA EL TRANSPORTE SELECTIVO DE
FARMACOS AL LUGAR DE ACCION

Las células presentes en un tumor no son homogéneas aunque se hayan originado
de un mismo grupo clonal, sino que, en el transcurso de la proliferaciéon y del
crecimiento, desarrollan caracteristicas distintas de caracter bioquimico, morfolégico e
inmunoldgico, probablemente por cambios mutagénicos. Esta heterogeneidad celular
se traducird, entre otras consecuencias, en diferencias de sensibilidad a la accién de los

farmacos antineoplasicos, desde una sensibilidad elevada hasta una resistencia total.

Ademas, las células tumorales presentan diferencias en cuanto a la fase del ciclo
celular en que se encuentran; mientras unas estan en fases de elevado crecimiento o
proliferacion otras pueden estar en fase de reposo. Generalmente muchas neoplasias
se diagnostican en etapas de crecimiento desacelerado, debido a problemas de
vascularizacién, competencia entre células para conseguir elementos nutritivos,
problemas de espacio, etc. Puesto que muchos de los antitumorales son mas eficaces
frente a células en divisidn rdpida, podria decirse que, en principio, gran parte de la

poblacion celular tumoral puede ser resistente al agente antineoplasico. En estas
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circunstancias, una reduccion inicial del numero de células (por métodos quirurgicos,
radioterapia y accidon de farmacos que actien con independencia de la fase del ciclo
celular) puede modificar el equilibrio intratumoral y estimular a las células que se
dividian lentamente para que lo hagan con mas rapidez, convirtiéndose en células mas

sensibles a los farmacos que actuan en las fases de crecimiento rapido.

Por otro lado, cuando un tumor se encuentra sometido a la presidn selectiva de un
tratamiento farmacoldgico, las células sensibles son destruidas pero la subpoblacidon
de mutantes que se ha hecho resistente sobrevive y prolifera. Por tanto, con el tiempo
la destruccion celular provocada por el farmaco disminuye ya que se van

seleccionando las variantes resistentes.

De todo esto deducimos que el tratamiento farmacolégico de un tumor rara vez va
a responder a un Unico agente. Si se quiere que su actividad terapéutica se prolongue
en el tiempo serd necesaria la accién conjunta de varios farmacos, unas veces podra
hacerse al mismo tiempo pero a menudo se hara en fases o de forma sucesiva segun
las modificaciones bioquimicas y cinéticas que sufran las células tumorales. De hecho,
la eficacia de la terapia anticancerosa basada en un tratamiento plurifarmacoldégico
serd mayor cuanto mejor se cumplan los siguientes requisitos: i) Los farmacos han de
ser activos frente a mas de uno de los tipos de células que forman una poblacion
tumoral; ii) ademas, han de actuar por mecanismos bioquimicos diferentes o en fases
celulares distintas; iii) estas moléculas han de poseer toxicidad organica diferente o
manifestarse con una secuencia temporal distinta; iv) el efecto éptimo se alcanzara
cuando sus actividades respectivas se sumen, pero es preferible que presenten

sinergia o potenciacién.

Para que un farmaco antineopldsico actue eficientemente es condicién
indispensable que pueda acceder en concentracidén suficiente a todas las células

sensibles a él. Es por esto que este trabajo de investigacién podria aportar una
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solucion a este problema al centrarse en el estudio de un sistema transportador

especifico y selectivo de la dosis de farmaco antitumoral hasta llegar al lugar de accién.
Podemos clasificar los farmacos antitumorales en diversos grupos [Flérez, 2008]:

& Antimetabolitos: antagonistas del folato (metotrexato), analogos pirimidinicos

(gemcitabina), analogos puricos (6-mercaptopurina).

& Antibidticos: actinomicina D, antraciclinas (doxorrubicina y daunorrubicina),

bleomicina, mitomicina C.

& Agentes alquilantes: mostazas nitrogenadas (mecloretamina, ciclofosfamida,

estramustina, melfaldn), nitrosoureas (carmustina, lomustina).

& Inhibidores de los microtubulos: alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina,

vindesina, vinorelbina), taxanos (paclitaxel o taxol).
& Hormonas esteroideas y sus antagonistas (cortisol o megestrol).

Para dar solucidn a los problemas de la ineficacia de los fdrmacos en la masa
tumoral, se han asociado antitumorales con sistemas coloidales para el tratamiento del
cancer [Arias, 2011; Reddy, 2005], lo que pretende aumentar la acumulacién especifica
del farmaco en la zona tumoral e incrementar el tiempo de exposicién de las células
cancerosas a estos principios activos. Otros beneficios asociados son la mejora de su
perfil farmacocinético y la disminucion de la toxicidad asociada a éstos por
inespecificidad de accién, pudiendo lograr una proteccion adecuada de estas
moléculas in vitro (en almacenamiento) e in vivo (frente a fendmenos de
biodegradacién), lo que reducird la formacidn de productos de degradacién
potencialmente tdxicos [Arias, 2008; Davis y cols., 2008]. Es por ello que se estan
concentrando numerosos esfuerzos en el desarrollo de coloides, basados

principalmente en sistemas vesiculares (liposomas y niosomas) o polimeros, para
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conseguir el transporte eficaz de cualquier antitumoral a la zona diana [Arias, 20113;
Choy cols., 2008]. Sin embargo, recientes investigaciones han probado que esta simple
asociacion no siempre resulta suficiente para lograr dirigir especificamente un farmaco
a cualquier zona del organismo, mas alld de los érganos pertenecientes al sistema

reticulo-endotelial [Couvreur y Vauthier, 2006; Reddy, 2005].

1.2.1 ESTRATEGIAS DE TRANSPORTE PASIVO DE FARMACOS

El transporte pasivo es el intercambio simple de moléculas a través de la
membrana plasmadtica. La célula no gasta energia, ya que se produce a favor del

gradiente de concentracién o a favor de gradiente de carga eléctrica.

La administracién de un sistema coloidal provoca una intensa interaccién con el
SRE, dando lugar a su retirada de la circulacion sanguinea a una velocidad dependiente
de su tamafio y caracteristicas superficiales (carga e hidrofobicidad). Los érganos del
SRE son generalmente desfavorables para la accion de los antitumorales, pudiendo
provocar reacciones de citotoxicidad severa [Moghimi y cols., 2001]. El perfil de
seguridad de un farmaco vehiculizado en un coloide suele ser mucho mayor que el

correspondiente a su administracidn en solucidon intravenosa [Blagoeva y cols., 1992].

Investigaciones mas recientes proponen el desarrollo de estrategias novedosas
para el disefio de nanosistemas transportadores de farmacos, las cuales posibilitan a
las moléculas antitumorales alcanzar localizaciones cancerosas mas especificas [Arias,
2011a). Entre estas estrategias encontramos el transporte pasivo, basado en las
peculiaridades del intersticio tumoral: i) un sistema de drenaje linfatico afuncional, lo
gue origina una mayor retencién de liquidos en el espacio intersticial; y, ii) la mayor
permeabilidad vascular de estos tejidos en comparacién con los tejidos sanos [Gu y

cols., 2007].
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Con el fin de lograr la acumulacidn especifica en el tumor, puede controlarse el
destino biolégico de los sistemas coloidales ajustando su tamafio, que debe ser lo
suficientemente grande para que no haya extravasacién en capilares sanos, pero lo
suficientemente pequeno para que escape del SRE, permitiendo asi la llegada del
coloide al tejido tumoral. Y por otro lado, ajustando las caracteristicas superficiales del
coloide ya que cualquier transportador de principio activo debe tener una superficie lo
mas hidroéfila posible para retrasar el reconocimiento por el SRE mediante procesos de
opsonizacidon [Maeda y cols., 2009; Mitra y cols., 2001], con la consecuente captura por
los macrofagos. Esto se consigue mediante [Cho y cols., 2008; Couvreur y Vauthier,
2006; Patil y cols., 2009a] el recubrimiento de la superficie del coloide hidréfobo con
un polimero hidrofilo, (principalmente polietilenglicol, PEG), con el disefio de un
sistema transportador constituido por copolimeros con dominios hidréfilos e

hidréfobos.

Los sistemas transportadores que poseen ambas propiedades (tamafo
nanométrico e hidrofilia), presentan un elevado valor de t;/;, lo que les permite sufrir
un proceso de extravasacion selectivo o especifico en zonas del organismo alteradas
por una inflamacién, una infeccion o un fendmeno de crecimiento tumoral. Esto
permitird dirigir el fdrmaco directamente a los tumores localizados fuera de las
regiones del SRE, fendmeno conocido como efecto de permeabilidad y retencién
aumentada (EPR), y se basa, en el caso del cancer, en la mayor permeabilidad de los
capilares sanguineos que irrigan el tumor, consecuencia de un crecimiento acelerado y
defectuoso (Figura 7) [Cho y cols., 2008; Decuzzi y cols., 2009; Maeda y cols., 2009;
Moghimi y cols., 2001; Rapoport, 2007].
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Figura 7. Esquema del efecto incrementado de permeabilidad y retencién (Efecto EPR),
donde se observa que el nanosistema sélo abandona la circulacién sanguinea cuando alcanza

la zona vascular alterada a través de los defectos existentes en la microvasculatura tumoral.

Cuando las células tumorales se multiplican, se agrupan alcanzando un tamano de
2 a 3 mm. En este momento se produce la angiogénesis, es decir, la produccién de
nueva vasculatura en la zona tumoral con el objetivo de satisfacer la mayor demanda
de oxigeno y nutrientes del tumor en crecimiento [Byrne y cols., 2008]. Este proceso
tiene como resultado una neovasculatura muy diferente a la de los tejidos sanos, sus
capilares presentan orificios de tamafo variable (entre 100 nmy 2 um), segun el tumor
[Betancourt y cols., 2007; Heldin y cols., 2004; Maeda y cols., 2009] y un drenaje
linfatico deficiente [Bellocq y cols., 2003; Skinner y cols., 1990].

Los defectos en la anatomia y las anomalias funcionales provocan una mayor
permeabilidad de los capilares frente a los componentes del plasma y coloides hacia el

tejido tumoral. Ademas, el lento retomo venoso y el pobre aclaramiento linfatico
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favorecen que las macromoléculas queden retenidas en el tumor durante un
prolongado periodo de tiempo. De esta manera, pueden alcanzarse concentraciones
locales de farmaco muy superiores. Este fendmeno se estd usando para el diseiio de
nanoparticulas poliméricas liposomales como sistemas transportadores de farmacos

anticancerosos [lyer y cols., 2006; Lee y cols., 2006].

Cabe afirmar por tanto que los sistemas transportadores de farmacos, con una
superficie recubierta de cadenas hidrdfilas presentaran una marcada acumulacion en
la zona tumoral. Estas cadenas se disponen por adsorcion fisica o conjugaciéon quimica
en la superficie de las particulas y son capaces de repeler las opsoninas, retrasando el
proceso de opsonizacion [Cho y cols., 2008; Decuzzi y cols., 2009; Moghimi y Szebeni,

2003; Park, 2002; Shenoy y Amiji, 2005].

La incorporacion de restos de cadenas de PEG-2000 en la superficie de
nanoparticulas lipidicas sélidas cargadas con doxorrubicina (didmetro = 100 nm)
permite incrementar notablemente la t;/; del antitumoral, en comparacion con este
farmaco administrado libre y su vehiculizaciéon en nanoparticulas que carecen de PEG-
2000 en su superficie [Zara y cols., 2002]. El incremento de la t;, también puede
lograrse mediante el uso de fosfolipidos sintéticos (conjugados con ganglidsidos)
[Huwyler y cols., 2008]. Los liposomas que presentan cadenas de PEG en su superficie
tienen un aclaramiento plasmatico significativamente inferior a los convencionales (0.1
L/h frente a 22 L/h), una mayor area bajo la curva, casi 100 veces mas, y, debido a su
escasa interaccion con tejidos sanos tras su administracion sistémica, un volumen de
distribucién 50 veces menor (de 200 L a 4.5 L) [Allen, 1994]. Esta estrategia de
transporte de farmacos ha permitido incluso optimizar claramente la biodistribucion y
las propiedades farmacocinéticas de la doxorrubicina en pacientes con gliomas [Hau y

cols., 2004].
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1.2.2 ESTRATEGIAS DE TRANSPORTE ACTIVO DE FARMACOS

A pesar de que el transporte pasivo contribuye a una mayor localizacién de los
farmacos en el lugar de accidn, hay situaciones que requieren otro tipo de estrategias
para el tratamiento del tumor. Es por esto que se han desarrollado estrategias para
lograr que los sistemas transportadores convencionales se concentren Unicamente en

la regién diana. Este transporte activo de farmacos se basa en:

&= Eleccion de ligandos especificos que se expresan en las células o vasculatura
tumoral y no en las células sanas, y son incorporados en la superficie de los
nanotransportadores para ser captados por los receptores de las células
tumorales. Los nanotransportadores permanecen durante mds tiempo en la
circulacién sanguinea, lo que permite un transporte muy eficaz hacia el tumor,
pudiendo aumentar su captacidon por endocitosis, aumentando asi el efecto
terapéutico [linuma y cols., 2002; Kiipotin y cols., 2006; Lopes de Menezes y cols.,

1998].

& Diseflo de nanoparticulas de diferente naturaleza con capacidad para

responder a estimulos externos aplicados en el lugar de accién exclusivamente.

En ambos casos, el nanosistema transportador logrard concentrarse totalmente en
la regién deseada y solo alli liberara el farmaco antitumoral [Cho y cols., 2006;

Couvreur y Vauthier, 2006; Onyiiksel y cols., 2009; Reddy, 2005].
1.2.2.1 Estrategias basadas en interacciones ligando-receptor

Los nanotransportadores disefiados segun esta estrategia cuentan con
biomoléculas en su superficie que permiten su unién a la célula diana, para
posteriormente introducirse en su interior, consiguiendo de esta manera una

liberacion selectiva del farmaco en la region deseada [Arias, 201la]. La unién
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especifica del sistema a la célula diana se logra mediante reconocimiento molecular
(interaccién ligando-receptor o antigeno-anticuerpo) (Figura 8) [Brigger y cols., 2002;

Decuzzi y cols., 2009]. Entre estos destacan los anticuerpos monoclonales, péptidos,

aptameros, acido félico y transferrina.
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Figura 8. Internalizacidn de nanoparticulas conjugadas con ligandos o anticuerpos

especificos de la célula tumoral.

a) Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales son moléculas disefiadas para una interaccién y
union especifica con antigenos y receptores de las células cancerosas [Imai y Takaoka,
2006]. Estos se usan como vehiculos especificos de agentes citotéxicos [Adams y cols.,

2001; Chariy cols., 1995], dado que al unirse a las células tumorales inducen la entrada
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del coloide en la célula por endocitosis mediada por ligandos, con la posterior

liberacion intracelular del farmaco que recupera su actividad original.

Un ejemplo caracteristico de este tipo de estrategia son los inmunoliposomas,
liposomas conjugados quimicamente con anticuerpos monoclonales [Maruyama vy
cols., 1995; Sapra y Allen, 2003], Estudios recientes proponen la sintesis de
inmunoliposomas especificos del factor de crecimiento epidérmico-2 (HER-2), presente
en la superficie de muchas lineas de células tumorales. El uso de estos liposomas
permite el transporte eficaz de farmacos antitumorales, mejorando la eficacia
terapéutica en diferentes tipos de cancer en comparacidn con los tratamientos control
o de referencia (fdrmaco en soluciéon y liposomas con cadenas de PEG en su superficie)

[Gao y cols., 2009; Park y cols., 2001, 2002].

Otro tipo de anticuerpo monoclonal ensayado es el 8D3, especifico de los
receptores de transferrina que algunas células tumorales presentan en su superficie, y
que se encuentra en gran cantidad a nivel de la barrera hematoencefalica. Los
liposomas disefiados con este tipo de anticuerpo han sido utilizados para el transporte
de plasmido de ADN capaz de silenciar la expresién del gen oncogénico que codifica la

sintesis del factor de crecimiento epidérmico humano (EGFR) [Zhang y cols., 2003].

Ademas se ha propuesto la sintesis de nanoplataformas poliméricas modificadas
superficialmente con anticuerpos monoclonales como medio de transporte activo de
farmacos. Recientemente se han sintetizado nanoparticulas de poli(D,L-lactida-co-
glicolida) (PLGA) con citoqueratina en su superficie para el transporte de cistina en el
tratamiento del cdncer de mama invasivo y metastasico [Kos y cols., 2009]. Esta
molécula es un anticuerpo monoclonal especifico de las células epiteliales de cancer de
mama que evita la formacién de plasmina implicada en el crecimiento de la masa
tumoral. La cistina es un inhibidor de las proteasas extracelulares que neutraliza el

exceso de la actividad proteolitica caracteristica de las células de cdncer de mama.
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b) Péptidos

La existencia de la secuencia RGD (arginina - glicina - d4cido aspdrtico) en
determinados péptidos y macromoléculas peptidomiméticas constituye un sistema de
reconocimiento importante para la adhesiéon celular, permitiendo que estas
biomoléculas tengan una alta afinidad para la unién a las integrinas que se encuentran
sobreexpresadas en la neovasculatura tumoral [Sun y cols., 2008]. De esta forma, la
union de estos péptidos a un sistema transportador de farmacos incrementa la
acumulacién especifica de este en los vasos que irrigan la masa tumoral [Schiffelers y

cols., 2003].

La clase de integrina presente en la superficie de la linea de células tumorales sera
la que determine el péptido a usar. Un reciente estudio ha demostrado que puede
acrecentarse significativamente la actividad antitumoral de la doxorrubicina mediante
su vehiculizacion en nanoparticulas del polimero inmulina-multi-metacrilato (IMMA)
cuya superficie estd modificada con péptidos de secuencia arginina-glicina-acido
aspartico- D-fenilalanina-cisteina [Bibby y cols., 2005]. Otros estudios demuestran que
una modificacidn superficial de nanoparticulas de albumina con péptidos CREKA y Lyp-
1 permite obtener una mejora en la actividad anticancerosa de paclitaxel en ratones
[Karmali y cols., 2009]. Por otro lado, se han disefiado liposomas con cadenas de PEG y
la secuencia peptidica PR_b a nivel superficial para transportar 5-fluorouracilo. Esta
secuencia facilita la acumulacion selectiva del coloide en las células de cancer de colon,
dado que imita el dominio de adhesiéon de la fibronectina que se une a la integrina asf;
expresada por estas células. Al producirse la interaccidn, se produce una endocitosis
de la nanoparticula y con ésta un aumento de la accién citotdxica del principio activo
[Garg y cols., 2009]. El disefio de nanoparticulas de acido poliglutamico modificadas
con H2009.1, una biomolécula que presenta gran afinidad por los receptores de

integrinas asfB;, permite transportar especificamente la doxorrubicina a las células
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cancerosas que presentan este tipo de receptor en su superficie [Guan y cols., 2008],

de forma que se minimizan las reacciones adversas asociadas a su administracion.

Otro ejemplo es la formulacion de liposomas modificados superficialmente con el
péptido PH1, el cual presenta una gran especificidad de unién por las integrinas Tie2
[Mai y cols., 2009]. La vehiculizacién del antitumoral cisplatino en estas estructuras
liposomales incrementa la actividad citotdxica del principio activo sobre las células
tumorales que presentan en su superficie la biomacromolécula Tie2. Asi, estos
nanosistemas aumentan claramente la selectividad de la accién antitumoral de la

doxorrubicina, minimizando las reacciones adversas asociadas a su administracion.

Esta estrategia de transporte activo ofrece también grandes posibilidades en la
terapia génica contra el cancer, donde numerosos estudios han demostrado que el uso
de nanosistemas modificados superficialmente con macromoléculas peptidicas,
conlleva un aumento de la eficiencia del proceso de transfeccién de genes,
oligonucledtidos o porciones de ARN y ADN a células tumorales [Taratula y cols., 2009;
Veiseh y cols., 2009]. La transfeccidon del gen mutante RAF en células de nucleosoma
(m21), mediante su vehiculizacidon en liposomas poliméricos catidnicos modificados
superficialmente con péptidos especificos de las integrinas ayBe que presentan estas
células cancerosas a nivel superficia, logra la inhibicion de los procesos de angiogénesis

que incrementan el aporte de nutrientes a la masa tumoral [Onyiiksel y cols., 2009].
c) Aptdmeros

Los aptameros son secuencias pequeias de acidos nucleicos, capaces de unirse
selectivamente a determinados antigenos que se localizan en la superficie de las
células tumorales [Sdez-Femandez y cols., 2010]. Estas biomoléculas pueden ser
utilizadas como agentes antitumorales por si mismos o acoplados a nanosistemas
transportadores de farmacos para aumentar su especificidad por células cancerosas

[Levy-Nissenbaum y cols., 2008; Willis y cols., 1998].
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La eficacia del antitumoral docetaxel mejora significativamente al ser vehiculizado
en nanoparticulas de PLGA modificadas con cadenas de PEG y con el aptamero A10 2’-
fluoropiridina. Este aptamero de ARN es especifico del antigeno PSMA muy presente
en la superficie de las células de cancer de prdstata. En este estudio se observé un
incremento muy significativo de la citotoxicidad inducida en comparacién con las
nanoparticulas que carecian de este aptdmero en su superficie, ademds de la
supervivencia de todos los ratones tratados con la formulacién desarrollada

[Farokhzad y cols., 2006].

d) Acido folico

El acido fdlico participa en la biosintesis de las bases nucledtidas, por lo que es
importante en la formacién de nuevas células. Existen dos tipos de receptores de
membrana para el acido félico (FR-a y FR-B) cuya expresién en tejidos normales es
muy baja en comparacién con las células cancerigenas, como consecuencia del
incremento de sus necesidades de acido félico para la sintesis de ADN. La interaccién
entre las moléculas de 4acido fdlico y su receptor correspondiente desencadena un
proceso de endocitosis que implica la acumulacidn citosdilica de esta molécula [Lu vy
Low, 2002] y la degradacién liposomal que permiten la liberacién intracelular del

farmaco transportado [Kim y cols., 2008a]

Un estudio con radiomarcadores demostré que la unidn del acido félico en las
células tumorales es 20 veces superior que en las células epiteliales normales o
fibroblastos [Cho y cols., 2008]. Los liposomas recubiertos de moléculas de folato
aumentan la captaciéon de los farmacos quimioterdpicos en diferentes células
tumorales, de forma que aumenta su citotoxicidad [Esmaeili y cols., 2008; Gabizon y
cols., 2004; Kim y cols., 2005; Pan y Lee, 2005; Shmeeda y cols., 2006], e incluso se
incrementa la eficacia de esta estrategia ante fendmenos de resistencia desarrollados

por las células cancerosas [Goren y cols., 2000]. Por otro lado, el uso de particulas de
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modificadas con cadenas de PEG y restos de 4acido félico permite el transporte
especifico solventando los fendmenos de resistencia a farmacos y los problemas de

toxicidad asociados al tratamiento [Kim y cols., 2008a].

Esta estrategia también se ha disefiado para aumentar la eficacia de la fototerapia
y la eficiencia de las formulaciones especificas para el diagnostico del cancer [Lai y Lee,
2009; Low y Kularatne, 2009; Pan y Feng, 2009]. Incluso, se ha utilizado en el disefio de
nanoparticulas de poli(etilenimina) para la terapia génica de gliomas [Liang y cols.,
2009] y en el diseifio de nanoparticulas de poli(alquilcianoacrilato) con moléculas de
folato en superficie para la mejora de actividad antitumoral de los agentes
quimioterdpicos en el tratamiento de gliomas [Stella y cols., 2000]. Esta estrategia ha
permitido una mayor acumulacion de esta molécula en la masa tumoral [Park y cols.,

2005; Patil y cols., 2009b].
e) Transferrina

La expresion de los receptores de transferrina en células tumorales puede llegar a
ser hasta 100 veces mayor que en células sanas [Daniels y cols., 2006a, b; Minko,
2004]. Esto convierte a los receptores de transferrina en una posibilidad muy
interesante para el tratamiento del cancer si se disefian nanoparticulas modificadas
superficialmente con transferrina [Derycke y cols., 2004] o anticuerpos monoclonales
especificos de estos receptores [Hwang y cols., 2008]. La transferrina ha demostrado
una actividad muy prometedora ante un tipo de mecanismo de resistencia a farmacos
desarrollado por muchas células cancerosas y que estd relacionado con la
glicoproteina-P [Lemieux y Page, 1994]. La transferrina ha sido conjugada
directamente con farmacos anticancerosos asegurando una mayor focalizacién de la
accion de éstos [Singh y cols., 1998], y también unida a sistemas coloidales

transportadores de farmacos mejora la biodistribucién del farmaco transportado,
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lograndose asi una mayor acumulacion de éste en el tumor y su liberacién controlada

[Pardridge, 2002; Sahoo y cols., 2004; Sahoo y Labhasetwar, 2005].

Han permitido la mejora de la fototerapia antitumoral y el diagndstico eficaz del

cancer mediante resonancia magnética de imagen [Li y cols., 2009].
1.2.2.2 Estrategias basadas en el diseiio de coloides sensibles a estimulos

En los ultimos tiempos se han desarrollado sistemas transportadores sensibles a
sefales biolégicas como el pH, la temperatura, la fuerza idnica, la luz o los metabolitos,
con un disefio generalmente polimérico o liposomal. Su estructura de ve afectada
frente a pequenas modificaciones en el entorno fisiolégico, lo que provoca su
destruccién. Pueden diferenciarse estimulos generados en el interior del organismo
(cambios de pH o como consecuencia de procesos patoldgicos, cambios de
temperatura, interaccién con determinados sistemas enzimaticos, etc.) o estimulos

externos (gradientes magnéticos, luz, campos eléctricos, ultrasonidos, etc.).

La interaccion del sistema transportador con el estimulo debe producirse
solamente en la regién diana, de modo que el farmaco se libere Unicamente en dicha
zona y consiguiendo la acumulacion selectiva de éste y una menor biodistribucion, con
la consecuente reduccion de la apariciéon y severidad de reacciones adversas. Ademas,
se puede modular la duracién e intensidad de la accion farmacoldgica [Arias 2011;

Bawa y cols., 2009; Rapoport, 2007; Ulbrich y Subr, 2004].
a) pH

Se usan materiales extremadamente sensibles a pequefios cambios de pH con
respecto al sanguineo, es una de las mas prometedoras para el transporte de
farmacos. En un organismo sano, el pH extracelular de tejidos y sangre se mantiene en

tomo a 7.4, mientras que en el tejido tumoral tiene un pH en tomo a 6.6. Estas
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variaciones de pH se deben a alteraciones del flujo sanguineo por el descenso de la
presion sanguinea en el intersticio tumoral y la consecuente hipoxia local, y por las
alteraciones metabdlicas que provocan acumulacidon de metabolitos acidos en la zona.
El sistema transportador en esta situacidn, encuentra un entorno acido al que es muy
sensible y se descompone liberando el principio activo vehiculizado. Cabe esperar que
este tipo de nanoparticulas se distribuyan extensamente por el organismo y que sélo
cuando alcancen la region de pH al que son sensibles, se destruyan, controlandose asi
la liberacién de la dosis de farmaco vehiculizado [Hilgenbrink y Low, 2005; Jeong y

cols., 2003; Lo y cols., 2005].

Como alternativa se pueden utilizar sistemas transportadores sensibles a pH entre
4.5 - 5.0 que tras su internalizacién en la célula tumoral por endocitosis se degradan
por este pH acido intracelular y por la accién de enzimas hidroliticas como la catepsina

B [Bawa y cols., 2009; Jain, 2001; Rapoport, 2007; Stubbs y cols., 2000].

Los materiales poliméricos que, generalmente, son sensibles a este pH acido,
generalmente contienen grupos carboxilicos o sulfénicos, mientras que los sensibles a
pHs bdsicos contienen en su estructura quimica sales de amonio. En ambos casos, los
grupos quimicos son capaces de captar o ceder protones ante cambios de pH,
generando cambios conformacionales en la estructura de la nanoparticula que afectan
a su solubilidad o provocan el hinchamiento y posterior destruccién de ésta. Los
materiales de tipo idnico mas ampliamente investigados en el disefio de sistemas
transportadores sensibles al pH son polimeros del acido metacrilico, del metacrilato de
dietilaminaetil, del acido acrilico y del metacrilato de (dimetilamina) etilo [Bawa y cols.,

2009; Hany cols., 2003; Na y cols., 2003; Rapoport, 2007].

En un estudio reciente se describe la utilizacién de polivinilpirrolidona y anhidrido
dimetilmaleico para la formulacién de un sistema transportador de adriamicina. Al unir

ambas estructuras se consigue un sistema muy sensible a ligeros descensos en los
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valores de de pH (de 7.4 a 6.6). La utilizacién del coloide obtenido permite un notable
incremento de la actividad antitumoral de la molécula en comparacién con la

administracién del farmaco en soluciéon [Kamada y cols., 2004].

Los sistemas liposomales sensibles a variaciones de pH permiten un mejor
transporte de farmacos a la zona diana al compararse con liposomas convencionales o
liposomas de liberacién prolongada [Cho y cols., 2008; Karanth y Murthy, 2007; Kim y
cols., 2008b]. Estas formulaciones (tamafio de particula ~ 150 nm) pueden modificarse

superficialmente con anticuerpos monoclonales [Kim y cols., 2009].

La estructura de los inmunoliposomas sensibles a pequefias reducciones del pH se
encuentra conjugada con cadenas de N-isopropilacrilamida y con anticuerpos
monoclonales anti-CD33 especificos de lineas celulares de leucemia [Simard y Leroux,

2009].
b) Temperatura

El uso de la hipertermia local para el transporte especifico de farmacos
antitumorales fue propuesto en 1978 por Yatvin [Yatvin y cols., 1978]. Determinados
coloides termosensibles, generalmente polimeros o hidrogeles con grupos hidréfobos,
sufren un proceso de desestabilizacion ante ligeros cambios de temperatura,
presentando una temperatura critica de disolucién que determina la liberacion del

farmaco transportado, al destruirse la estructura de la nanoparticula.

La hipertermia implica el calentamiento de la masa tumoral, provocando un
aumento del tamafio de poro en el endotelio vascular que irriga la zona y un aumento
del flujo sanguineo a la misma, lo que permite que el sistema transportador extravase
selectivamente en esa zona. A 42 °C se obtiene el efecto éptimo con esta estrategia: el
tamafio de poro entre las células endoteliales que componen la pared de estos vasos

sanguineos pasa de aproximadamente 7 a 20 nm a mas de 400 nm. Trata de conseguir

45



Capitulo 1. Introduccion

simultdaneamente el aumento de la permeabilidad de la microvasculatura tumoral y la
induccion de la liberacidn del agente quimioterdpico por destruccidn del coloide [Kong
y cols., 2001]. Para ello, es muy importante definir claramente la temperatura a utilizar

y el tiempo de calentamiento.

En el tratamiento del cancer, la hipertermia ha demostrado cierta toxicidad por si
misma sobre las células cancerosas [Skitzki, y cols., 2009] ya que permite aumentar la
permeabilidad de la masa tumoral, facilitando de esta manera la absorcién de
biomacromoléculas y coloides [Gaber y cols., 1996; Hauck y cols., 1997]. La principal
limitacion de la hipertermia es la focalizacidn de su accién exclusivamente a nivel de la

masa tumoral, sobre todo si se desconoce su ubicacion [Kong y Dewhirst, 1999].

Para el uso de esta estrategia los sistemas transportadores deben tener una
temperatura critica de disolucion en tomo a 42 °C. El polimero mas utilizado es la
poli(N-isopropilacrilamida) ya que su temperatura critica de disoluciéon estd muy
proxima a la fisioldgica, pudiendo ajustarse a = 42 °C con la incorporacién de N,N-
dimetilacrilamida. Otros polimeros termosensibles son: la poli(N-(1)-1-hidroximetil-
propilmetacrilamida), la poli(2-carboxi-isopropilacrilamida), la  poli(N-acril-N’-
alquilpiperacina), o la poli(N,N’-dietilacrilamida) [Bawa y cols., 2009; Kono, 2001;
Purushotham y Ramanujan, 2009; Rapoport, 2007; Shen y cols., 2008].

Se han disefado liposomas capaces de alterar la estructura de su membrana
lipidica ante un ligero incremento de la temperatura, permitiendo la liberacién del
principio activo vehiculizado de forma controlada y selectiva [Kong y cols., 2000;
Needham y Dewhirst, 2001], y aquellos estabilizados con cadenas de PEG provoca una
mayor acumulacién de principio activo en la zona tumoral, liberando mas del 60 % de
la dosis vehiculizada si se calienta la zona diana a 42 °C durante 30 minutos [Gaber y

cols., 1996].
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Los coloides magnéticos presentan importantes aplicaciones en hipertermia ya
gue su capacidad de respuesta a gradientes de campo electromagnético alterno facilita
su acumulacién en la regién diana. Las nanoparticulas magnéticas constituidas por un
nucleo de magnetita (Fes04) recubiertas por dextrano-g-poli(N-isopropilacrilamida-
N,N’dimetilacrilamida) consiguen la liberacion selectiva de farmaco en el tumor. El
calentamiento del material provoca la desorganizacion de la estructura de la
nanoparticula y la consecuente liberacién del agente antitumoral en la region tumoral
[Steinkea y cols., 2007; Zhang y Misra, 2007; Zhu y cols., 2009]. Los geles magnéticos
de poli(N-sopropilacrilamida) permiten la acumulacién especifica y la liberacion

controlada de fdrmaco mediante hipertermia [Ang vy cols., 2007].

Los dxidos de hierro superparamagnéticos pueden por si mismos inducir la muerte
de las células tumorales al generar calor en el interior del intersticio tumoral [Chan y
cols., 1993; Kallumadil y cols., 2009; Tashjian y cols., 2008], Esto se produce al estar
bajo un gradiente de campo electromagnético alterno de gran frecuencia (= 1 MHz),
donde los rapidos cambios de orientacién del momento magnético del nanomaterial
provocan un fenédmeno de calentamiento, que es consecuencia de la pérdida de
histéresis magnética de las nanoparticulas [Gupta y Gupta, 2005; Huber, 2005; Ito y
cols., 2005; Laurent y cols., 2008]. La temperatura del espacio intersticial tumoral
aumenta hasta = 41 - 45 °C, provocando dafios irreversibles en las células cancerosas,
lo que induce su destruccion [Glockl y cols., 2006; Hergt y cols., 2006; Huber, 2005;
Tanaka y cols., 2005].

c) Luz

Se persigue desarrollar sistemas capaces de degradarse ante un estimulo
luminoso, que se administren en cantidades definidas y de forma precisa [Bawa y cols.,

2009; Bisby y cols., 2000; Rapoport, 2007; Shum y cols., 2001].
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d) Ultrasonidos

Se expone la zona tumoral a ultrasonidos, lo que permite localizar el coloide en la
region y liberar totalmente la dosis de farmaco en el espacio intersticial del tumor
[Rapoport y cols., 2004], Es una estrategia no invasiva dado que los ultrasonidos tienen
una adecuada capacidad de penetracién corporal. Al aplicar los ultrasonidos en la
region tumoral se logra un aumento de la permeabilidad de los capilares sanguineos
que irrigan la zona tumoral, generandose energia térmica y consiguiendo la alteraciéon

de las membranas celulares. [Bawa y cols., 2009],

El sistema transportador llega a la masa cancerosa gracias al efecto de EPR
caracteristico de la masa cancerosa (transporte pasivo), donde es captado por las
células tumorales gracias a la alteracidn por los ultrasonidos de la permeabilidad de la
membrana celular. Ademds, la nanoparticula también se degrada bajo la accion de

este estimulo, liberando el principio activo [Gao y cols., 2004; Schréeder y cols., 2009].
e) Enzimas

Una de las principales aplicaciones de esta estrategia es el transporte activo de
farmacos antitumorales en el cdncer de colon [Bawa y cols., 2009]. La estrategia se
basa en la capacidad de las enzimas presentes en la zona tumoral para liberar el
farmaco vehiculizado al degradar la nanoparticula que lo contiene [Meers, 2001]. Las
nanoparticulas de albumina logran transportar eficientemente el farmaco hasta la
masa cancerosa, lugar donde son degradadas por la enzima 2-metaloproteasa,

liberando el principio activo [Cho y cols., 2008].

Se ha propuesto también la utilizacion de liposomas en este tipo de estrategia de
transporte activo por su susceptibilidad a la fosfolipasa A2. Esta enzima se encuentra
en gran cantidad en el intersticio tumoral y es capaz de hidrolizar los lipidos de la

membrana de los liposomas [Andresen y cols., 2004, 2005]. En el momento en que los
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liposomas se extravasan desde la circulacidon sanguinea al espacio intersticial de la
zona tumoral, estas enzimas las degradan y activan la liberacién especifica del farmaco
en la regién diana. Otras enzimas que han sido propuestas para esta estrategia son la
fosfatasa alcalina [Davis y Szoka, 1998], la transglutaminasa [Zhang y cols., 2002] y la

fosfatidilinositol-fosfolipasa C [Villar y cols., 2000].
f) Gradientes magnéticos

La capacidad de respuesta a gradientes de campo magnético proporciona a los
coloides magnéticos especificidad a la hora de transportar a los agentes
guimioterdpicos a su lugar de accion. Por tanto, gracias al uso de un gradiente
magnético se logra el transporte del fdrmaco y la concentracién de éste en la regién
diana durante el tiempo necesario para que toda la dosis sea liberada [Ciofani y cols.,

2009].

En la formulacién de estos sistemas se incluyen nucleos de o6xido de hierro
(magnetita o maghemita) en el interior de matrices poliméricas o liposomales
biodegradables [Arias, 2008; Arias y cols.,, 2001; Durdn vy cols.,, 2008]. La
nanoestructura resultante presenta la capacidad para el transporte de farmacos junto
con una liberacion lenta y controlable de farmaco gracias a su biodegradacion. La
mayoria de las investigaciones se centran en el desarrollo de nanoplataformas
compuestas por nucleos magnéticos, que facilitan el transporte y la acumulacién del
sistema transportador en la regién diana como respuesta al gradiente magnético
aplicado, y un recubrimiento biodegradable polimeérico o liposomal que mejora la
biodegradabilidad y biocompatibilidad de la nanoplataforma, y que permite el
transporte de principios activos [Duran y cols., 2008; Z&avisova y cols. 2009]. La
principal limitacién de esta estrategia consiste en definir la intensidad del gradiente

magnético para controlar asi la permanencia del coloide en el lugar de accién y activar
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la liberacién del farmaco, sobre todo cuando el lugar diana se encuentra en

localizaciones muy profundas del organismo.

Para solventar este problema, se ha propuesto la implantacién de pequefios
imanes en el interior o las proximidades del lugar diana mediante cirugia menor [Arias,
2011; Femandez-Pacheco y cols.,, 2007]. El uso de estos implantes magnéticos
combinados con un gradiente magnético extemo podria acrecentar aun mas si cabe la
acumulacién de las nanoplataformas magnéticas en la zona tumoral [Femandez-
Pacheco y cols., 2007; Rosengart y cols., 2005; Yellen y cols., 2005]. Por otro lado,
también se han propuesto modificaciones de la superficie de la nanoparticula
magnética con ligandos especificos de receptores presentes en células tumorales [Liny
cols., 2009] o en la microvasculatura tumoral [Reddy y cols., 2006; Tietze y cols., 2009;

Zhang y cols., 2007] como solucién a la problematica anteriormente expuesta.

1.2.3. ESTRATEGIAS DE TRANSPORTE DE FARMACOS A CELULAS
TUMORALES RESISTENTES

Uno de los obstaculos principales que limitan la eficacia de los agentes
quimioterdpicos es el desarrollo de diferentes mecanismos de resistencia por las
células cancerosas, a pesar de las altas dosis utilizadas. Para que la quimioterapia sea
eficaz, es preciso que la estrategia de tratamiento sea capaz de sobreponerse a los
mecanismos de resistencia de tipo celular y fisiolégico caracteristicos de la masa
tumoral. No debe olvidarse que todo esto se suma a los problemas farmacocinéticos

de la mayoria de los farmacos antitumorales.

La masa cancerosa se caracteriza por un flujo sanguineo muy irregular y una alta
presién hidrostatica, factores que dificultan una adecuada difusidon de los agentes

quimioterdpicos en el espacio intersticial. Ademas, el entorno ligeramente acido del
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intersticio tumoral dificulta la actividad de farmacos eminentemente basicos (los
cuales se encontrarian ionizados, impidiéndose su extravasacion desde la circulacién
sanguinea). En cuanto a los mecanismos de resistencia a farmacos desarrollados por
las células malignas, éstos son principalmente la inhibicién de los fenédmenos de
apoptosis celular, el aumento de los mecanismos de expulsién de farmaco desde el
espacio intracelular, la reduccidn de la absorcién celular de farmacos y el aumento en
los mecanismos de reparacion del ADN y de desintoxicacién celular. Se puede decir
que el fenotipo celular de resistencia a farmacos antitumorales es generalmente el
resultado sinérgico de la combinacién de diferentes mecanismos de resistencia

[Brigger y cols., 2002; Gottesman y cols., 2002; Jabr-Milane y cols., 2008].

Para solventar estas limitaciones, se ha propuesto la vehiculizacion de agentes
antitumorales en coloides [Kim y cols., 2008b]. Se pretende asi evitar que el fdrmaco
guede expuesto a los diferentes mecanismos de resistencia que minimizan su entrada
en la célula cancerosa, prolongando ademads su residencia a nivel intracelular. Un buen
disefio de la nanoparticula podrd combatir de forma simultdanea cada uno de los
mecanismos de resistencia expresada por la célula cancerosa (p. ej., la utilizacién del
farmaco como falso sustrato de la glicoproteina-P, principal mecanismo de expulsion)
mientras asegura un transporte eficaz de la dosis de agente anticanceroso al interior
celular. Para ello, el sistema transportador disefiado debe: i) evitar una rapida
eliminacion por el SRE, mediante la modificacion de su superficie con moléculas que le
aporten una proteccién estérica (cadenas de PEG); ii) vehiculizar diferentes tipos de
agentes quimioterdpicos en grandes dosis; vy iif) garantizar la maxima concentracién
posible de farmaco en el intersticio tumoral y la mayor absorcion intracelular [Jabr-

Milane y cols., 2008].

Para vencer los mecanismos de resistencia desarrollados por las células
cancerosas se utilizan los copolimeros anfifilicos en la sintesis de nanoparticulas. Estos

estan constituidos por un polimero hidréfilo conjugado con otro hidréfobo, y tienen la
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capacidad de interaccionar con la membrana celular para alterar diferentes funciones
celulares. En concreto, se ha sugerido que estas micelas poliméricas son capaces de
alterar la respiracidon mitocondrial, la sintesis de ATP, los mecanismos de expulsion de
farmacos como la glicoproteina-P, la transduccién de sefiales de apoptosis y la
expresion génica [Batrakova y Kabanov, 2008]; facilitar el transporte de fdrmacos
anticancerosos a través de la barrera hematoencefdlica y de las membranas de
absorcion intestinales, asi como activar los procesos de transcripcion durante la
expresion génica. El aumento de actividad antitumoral de la doxorrubicina puede
podria ser consecuencia de su capacidad para inhibir la glicoproteina-P y de mejorar la

sefializacidn proapoptética en las células cancerosas [Sharma y cols., 2008].

Se han disefiado liposomas modificados superficialmente con moléculas de
transferrina y cargados con doxorrubicina y el farmaco inhibidor de la glicoproteina-P
verapamilo, lo que permite incrementar la concentracién de doxorrubicina en el
interior de células cancerosas resistentes, aumentando asi la actividad antitumoral de
esta molécula [Wu y cols., 2007]. Otra modificacién superficial podria ser la
incorporacion de cadenas de PEG y biotina, para el transporte de paclitaxel y del
inhibidor de tercera generacion de la glicoproteina-P tariquidar, incrementando la
actividad antitumoral del antineoplasico en células malignas resistentes [Patil y cols.,
2009b]. Otra forma de inhibir las bombas de expulsién de farmacos antitumorales
(principalmente la glicoproteina-P) es utilizando oligonucleétidos antisentido en el

diseio de las nanoplataformas [Pakunlu y cols., 2006].

Los inmunoliposomas permiten dirigir de forma muy eficaz la dosis de principio
activo hasta la membrana plasmatica de las células cancerosas, y promoviendo la
endocitosis celular de la nanoparticula [Suzuki y cols., 1997]. Se ha investigado
dirigidos contra la glicoproteina-P [Mamot y cols., 2003; Matsuo y cols., 2001]. Para
ello se han formulado incorporandoles superficialmente el anticuerpo monoclonal

MRK-16 (especifico de la glicoproteina-P), observandose que la citotoxicidad ejercida
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por el agente antitumoral era muy superior a la desarrollada cuando el farmaco se
vehiculizaba en liposomas sin esta modificacidn superficial, debido la inhibicion de la
glicoproteina-P por el anticuerpo [Matsuo y cols., 2001]. La incorporacién superficial
de cadenas de PEG y moléculas de transferrina, incrementa marcadamente la accién
antitumoral del farmaco en comparacién con las mismas nanoparticulas sin
modificacion superficial y a la obtenida con el fdrmaco en solucién [Pulkkinen y cols.,
2008]. Lo mismo ocurre cuando se incluye ceramida ademds de las cadenas de PEG

[van Verklen y cols., 2007].

Se han desarrollado coloides sensibles a pHs ligeramente acidos contra lineas
celulares resistentes formulandose con copolimeros de poli(L-histidina)-8-PEG-folato y
poli(D,L-lactida)-8-PEG-folato. Una vez que el coloide se fija a la superficie de la célula
cancerosa mediante interacciones entre los restos de folato de su superficie y los
receptores de estos ligandos localizados en la membrana celular, se produce la
internalizacién de las micelas y su degradaciéon en el medio ligeramente 4cido
intracelular (pH = 6.8). Asi, los valores de viabilidad celular son mucho menores en

comparacion con la administracién del fdrmaco en solucién [Lee y cols., 2005].

1.3. NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS

La nanomedicina es la aplicacién de la nanotecnologia en la supervision, el
diagnéstico, la prevencion, la reparacién o la cura de enfermedades y tejidos dafiados

en sistemas bioldgicos [Gupta, 2011].

Con el desarrollo de la biotecnologia y la farmacia, los nanotransportadores de
farmacos se han aplicado extensamente en biomedicina. Las nanoparticulas lipidicas

solidas (NLS) se desarrollaron a principios de 1990, como una alternativa a sistemas de
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farmacos como las emulsiones, los liposomas y las nanoparticulas poliméricas.

[Wissing y cols., 2004].

La actividad farmacoldgica de cualquier principio activo depende, ante todo, de la
naturaleza de su interaccién con el tejido u d6rgano diana. Para que el efecto
farmacoldgico se produzca, es necesario, en primer lugar, que el fadrmaco llegue en
cantidad suficiente a la regién diana. Una adecuada formulacién de la sustancia activa
podria contribuir a su eficaz acumulacién en el lugar de accién con una despreciable
circulacion sistémica. Los sistemas de liberacion modificada de farmacos mejoran la
farmacoterapia convencional al permitir controlar la duracién del efecto
farmacoldgico, gracias a estas formas de dosificacion, el farmaco llega en mayor
cantidad y velocidad a la circulacién sistémica pero seguimos teniendo una
biodistribucién sistémica incontrolada. Esta es la responsable de la aparicién de
efectos adversos en numerosos tejidos sanos, sin contar con que la concentracion final
alcanzada por el farmaco en la regién diana puede ser tan baja que el efecto

terapéutico finalmente conseguido es muy pobre o practicamente nulo [Arias, 2008].

Teniendo en cuenta todo lo expuesto hasta el momento, podemos afirmar que la
farmacoterapia actual, si bien es eficaz en el tratamiento de numerosos problemas de
salud, no estd exenta de limitaciones relacionadas con su seguridad y eficacia. En
concreto, la actividad de los fdrmacos se puede encontrar condicionada por [Allen y

Cullis 2004; Arias, 2008, 2011; Duran y cols., 2008]:
& Una pobre selectividad por los érganos y tejidos diana.

&= El caracter hidrofdbico de muchos fdrmacos promueve su precipitacion en

medios acuosos.
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& La extensa biodistribucion y extravasacién de algunos principios activos puede
provocar dafios en tejidos sanos, consecuencia de una accidn inespecifica en

estos.

& Una rapida biodegradacion hace que sea necesario administrar altas dosis para
lograr un efecto terapéutico adecuado, lo que incrementa la incidencia de

reacciones adversas.

& La susceptibilidad de producir resistencias en determinados grupos de células

(por ejemplo tumorales).

& Unas propiedades fisicoquimicas desfavorables que limiten la llegada del

principio activo a tejidos diana localizados en zonas muy internas del organismo.

&= Las caracteristicas fisioldgicas del tejido u érgano diana pueden condicionar una
correcta llegada de las moléculas de farmaco, su extravasacion desde la

circulacion sistémica y su distribucion homogénea en la masa de células diana.

Para solventar todos estos problemas, y asi mejorar la calidad de vida de los
enfermos de cancer, desde la década de 1980 numerosas investigaciones se han
centrado en el desarrollo de sistemas coloidales para el transporte de farmacos [Arias,
2011; Reddy, 2005]. Se pretende con esto lograr la acumulacién masiva y especifica de
la dosis de principio activo en el lugar de accidn, junto con una minimizacién de los
problemas de estabilidad y seguridad asociados a su uso [Couvreur y Vauthier, 2006].
Estas investigaciones se centran en la formulacion de coloides de caracter vesicular
(liposomas y niosomas) o polimérico, para conseguir el transporte eficaz de cualquier
antitumoral a la zona diana [Arias, 2011; Cho y cols., 2008]. Aunque esta asociacién no
siempre resulta suficiente para dirigir el fdrmaco especificamente a zonas mas alla del

SRE [Couvreur y Vauthier, 2006; Reddy, 2005], por lo que se estdn desarrollando
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nuevos sistemas transportadores de farmacos antitumorales mediante estrategias de

transporte pasivo y activo [Arias, 2011].

El amplio estudio de los sistemas nanotransportadores en biotecnologia y
farmacia, ha permitido su extensa utilizacion en biomedicina. Su uso como
transportadores de farmacos pretende reducir e incluso eliminar los efectos

secundarios que producen.

Las NLS se desarrollaron a principios de 1990, como una alternativa a sistemas de
farmacos como las emulsiones, liposomas y a las nanoparticulas poliméricas. [Wissing

y cols., 2004]

Son una clase de transportadores de farmacos relativamente nuevos. A mediados
de los afios 1980, Speiser desarrollé las primeras micro y nanoparticulas (llamadas
nanopellets), hechas de lipidos sélidos para la administracién oral [Speiser, 1986].
Desde entonces, los lipidos han resultado ser materiales atractivos para la preparacion

de sistemas de administracion de farmacos.

Se caracterizan por ser particulas coloidales sintetizadas con lipidos que
permanecen en estado sélido a temperatura ambiente y a la temperatura corporal.
Ademads, generalmente se reconocen como seguros (GRAS — generally recognized as
safe) o poseen un estado regulador aceptado. Presentan tamafios de 50 a 500 nm,
dependiendo del método y los materiales empleados para el proceso de sintesis.
Gasco las introdujo a principios de los afos 1990, produciéndolas mediante la dilucién
de una microemulsién caliente [Gasco, 1993] y por Miller y Lucks [Miller y Lucks,
1993], quienes las sintetizaron mediante un método de homogeinizacion a alta

presion.

Su estructura consiste en un nucleo sélido lipidico que puede solubilizar farmacos

lipofilicos. El nucleo se estabiliza con tensoactivos o emulsificantes.Se han incorporado
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diferentes tipos de farmacos, tanto lipofilicos como hidrofilicos (Figura 9). La capacidad
de incorporaciéon o capacidad de carga de las NLS se expresa como un porcentaje
relativo a la fase lipidica (matriz lipidica + fdrmaco). La capacidad de carga es variable y

depende de algunos factores [Yuan y cols., 2009].

8338%??? /f//;%/
%j; ~Q@

- R e

Tensioactivos

Figura 9. Representacidn esquematica de NLS.

Las ventajas que presentan este tipo de nanosistemas son varias, entre las que
destacan que para su sintesis se utilizan lipidos fisiolégicamente biodegradables, se
puede evitar el uso de disolventes orgdnicos, cuentan con un espectro de utilizacién
amplio ya que se utilizan para la administracién sobre la piel, por via oral y por via
intravenosa; aumentan la biodisponibilidad de las moléculas poco solubles en agua,
incrementan la penetracién del farmaco a través de la piel tras la administracion tépica
y protegen las moléculas de farmaco que son susceptibles de degradarse bajo la
influencia de agentes externos como la luz y el agua, o de la degradacion en el
intestino y podrian ser de liberacidn prolongada para sustancias activas poco solubles
en agua al ser incorporadas en la matriz lipidica sdlida [Fang y cols., 2008; Huo y Zhou,

2007, Mehnert y Mader, 2001; Miiller y cols., 2000; Shidhaye y cols., 2008].

Por otro lado, presentan una serie de desventajas ya que las particulas crecen

durante su almacenamiento, pueden gelificar, tener cambios en sus transiciones
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polimérficas y baja capacidad de incorporacién de los farmacos debido a la estructura
cristalina del lipido sélido (Jores y cols., 2004; Manjunath y Venkateswarlu, 2005;
Parulekar y cols., 2004).

Los ingredientes que componen las NLS incluyen generalmente lipidos sélidos,
tensoactivos o emulsificantes y agua. Los lipidos usados pueden ser triglicéridos,
acilgliceroles, acidos grasos, esteroides y ceras, y deben ser reconocidos como
materiales seguros (GRAS) en el caso de que se utilicen con fines farmacéuticos. Los
emulsificantes se utilizan para estabilizar la dispersién lipidica, la combinacién de
varios emulsificantes puede prevenir la aglomeracién de las particulas de manera mas
eficiente. La eleccién del emulsificante depende de la ruta de administracion, siendo

mas limitado para las administraciones parenterales (Mehnert y Mader, 2012).

Diferentes agentes de estabilizacion o surfactantes confieren a los sistemas
propiedades interesantes. Por ejemplo, el empleo de estabilizadores estéricos como
polisorbatos o poloxameros dificulta el anclaje de los complejos lipasa/colipasa en el
tracto gastrointestinal evitandose asi la degradacion de la NLS [Olbrich y Mdiller, 1999].
El empleo de Tween 80 o el dodecilsulfato sédico (SDS) puede permitir a la
nanoparticula cruzar la barrera hematoencefalica transportando asi el principio activo
al cerebro [Chen y cols., 2004; Kaur y cols., 2008; Lockman y cols., 2004; Miiller y Keck,
2004].

Algunos ejemplos de cada uno de los componentes son (Tabla 4) [Mehnert y

Mader, 2001, 2012; Yuan y cols., 2009]:
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- Triglicéridos: tricaprina, trilaurina, trimiristina, tripalmitina, triestearina, gicéridos
de coco hidrogenado (Softisan 142), dynasan 112, compritol 888 ATO.

- Acilgliceroles: monoestearato de glicerol, behenato de glicerol, palmitoestearato
de glicerol.

- Acidos grasos: acidos estedrico, palmitico, decandico y behénico, witepsol W 35, H
35, H 42, E 85, acidan N12

- Ceras: palmitato de cetilo, carnauba wax, ceras de abejas, alcohol cetilico,
emulsifying wax NF, colesterol, butirato de colesterol.

- Complejos ciclicos: ciclodextrina, para-acil-calixarenos.

- Fosfolipidos: lecitina de soja, lecitina de huevo y fosfatidilcolina.

- Copolimeros de 6xido de etileno-6xido de propileno: poloxdmero 188, poloxdmero
182, poloxdamero 407, poloxamina 908.

- Copolimeros de 6xido de etileno y sorbitan/éxido de propileno: polisorbato 20,
polisorbato 60, polisorbato 80.

- Polimeros poliéteres de alcohol alquilarilico: tyloxapol.

- Sales biliares: colato de sodio, glicolato de sodio, taurocolato de sodio, tauro-
deoxicolato de sodio.

- Alcoholes: etanol, butanol.

- Acidos: acido butirico, dioctil sulfosuccinato sédico, acido fosférico monooctil de
sodio.

Tabla 4. Componentes generalmente usados como lipidos o emulsificantes respectivamente en

la sintesis de NLS.

Algunas limitaciones a estos sistemas transportadores son la posible expulsién del
farmaco encapsulado durante el almacenamiento y la relativa baja carga de farmaco.
Este fendmeno de expulsién puede ocurrir a lo largo del proceso de reestructuracion
dependiente del tiempo ocurrido durante el almacenaje, que cambia el modelo de
cristalizacién del lipido en el cual, el farmaco es integrado. El paso de una red cristalina

imperfecta del lipido a una estructura cristalina mas perfecta, conduce a la expulsién
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del fdrmaco [Bunjes y cols., 2007; Estella-Hermoso de Mendoza y cols., 2008; Souto y

cols., 2006].

Hay que tomar en consideracién los lipidos y los emulsificantes que van a
componer la nanoparticula. Utilizando lipidos con mayor punto de fusién el tamafio
medio de las dispersiones se incrementa [Siekmann y Westesen, 1992; zur Mihlen,
1996]. Los parametros de la formaciéon de las NLS, como la velocidad de la
cristalizacién de los lipidos [Siekmann y Westesen, 1992], la hidrofilicidad de los lipidos
o la forma de los cristales lipidicos, seran diferentes para diferentes lipidos. Ademas, la
composicion podria variar de proveedores diferentes y para lotes diferentes del mismo
proveedor. Pequefias diferencias en la composicion de los lipidos, como las impurezas,
podran repercutir en la calidad de la dispersion de las NLS, con cambios en el potencial
zeta, retardando los procesos de cristalizacién, diferentes tamafios de particula o
estabilidad de almacenamiento [Ahlin y cols., 2002]. Incrementar el tamafio de los
lipidos en un 5-10% da lugar a particulas mayores y en distribuciones del potencial zeta

mas amplias [Siekmann y Westesen, 1994; zur Miihlen, 1996].

La eleccidon de los emulsificantes y su concentracién también influye en la calidad
de las dispersiones [Miller y cols. 1995; zur Mihlen, 1996]. Utilizando una
concentracion menor de emulsificante, se obtienen cantidades mayores de
microparticulas [Siekmann y Westesen, 1994], también reducen la tensién superficial y
facilitan que las nanoparticulas se dividan durante la homogeneizacién. La disminucion
en el tamafo de particula se relaciona con un incremento del area superficial. El
exceso de particulas de emulsificante puede estar presente de diferentes maneras
como mondmeros, micelas o liposomas. El tiempo de redistribucidon del emulsificante
entre la superficie de las particulas, los mondmeros solubilizados en el agua y las
micelas o liposomas son diferentes [Mehnert y Mader, 2012]. No es recomendable el
uso de emulsificantes de rapida distribucion, porque ademas de cubrir las superficies

con rapidez, son muy solubles en agua y toxicos. El uso de mezclas de emulsificantes
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da lugar a tamafios de particula menores y mayor estabilidad de almacenamiento

[Siekmann y Westesen, 1994; zur Miihlen, 1996].

La capacidad de incorporacion de los farmacos depende de las propiedades fisico-
guimicas del farmaco, de la miscibilidad, la solubilidad en el lipido fundido, el tipo de
material de la matriz y el grado de cristalinidad y la forma polimdrfica [Manjunath y

cols., 2005; Shidhaye y cols., 2008].

Las moléculas de fadrmaco que no se incorporan en el interior de la red cristalina
pueden adsorberse en la superficie de nanoparticula. Hay diferentes modelos descritos
en la literatura para explicar los mecanismos de incorporacién del farmaco (Figura 10).
[Mehnert y Mader, 2001; zur Mihlen y cols., 1998]. El nucleo enriquecido por el
farmaco se forma cuando el enfriamiento de la emulsion oleosa/acuosa (o/a) caliente
conduce a la precipitacién del farmaco en primer lugar. Esto ocurre principalmente en
las disoluciones de lipido y farmaco en su punto de saturacién a la temperatura de
sintesis. Durante el enfriamiento, se obtiene una super saturacién y la precipitacion del

farmaco (Figura 10 (a)).

El modelo de concha enriquecida de farmaco se puede explicar como una funcidn
de la solubilidad del farmaco en la mezcla de agua-surfactante a temperatura elevada
durante el proceso de sintesis (Figura 10 (b)). El fdrmaco abandona parcialmente la
particula de lipido y se disuelve en la fase acuosa durante la homogeneizacién caliente.
Enfriar la nanoemulsién o/a reduce la solubilidad del farmaco en la fase acuosa, y el
farmaco trata de distribuirse en las particulas de lipido, lo que conduce al
enriquecimiento en la concha de la particula si el nucleo de la particula ya ha

comenzado a solidificarse.

En el caso de una solucidn sélida, el farmaco se dispersa uniformemente en la

matriz de particula (Figura 10 (c)). La liberacion del farmaco tiene lugar debido a la
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difusién desde la matriz sélida lipidica y ademas por la degradacién de la nanoparticula

lipidica [Muchow y cols., 2008].

(a) (b) (c)

Nucleo enriquecido de Concha enriquecida de Matriz homogénea
farmaco farmaco

Figura 10. Modelos de incorporacién del farmaco en las NLS.

1.3.1. METODOLOGIA DE SINTESIS

Hay distintos tipos de sintesis:

a) Homogeneizacion de alto corte y ultrasonido

La técnica de homogeneizacion de alto corte y ultrasonido se usé inicialmente
para la sintesis de nanodispersiones lipidicas sélidas [Friedrich y Miller-Goymann,

2005; Schwarz y cols., 1994].

Estas técnicas no requieren la participacion de solventes organicos o grandes
cantidades de surfactantes. El lipido fundido se afiade y se dispersa en una solucién
acuosa mediante homogeneizacion de alto corte o ultrasonicacién. La emulsidon
obtenida se deja enfriar a temperatura ambiente y se puede concentrar mediante

ultrafiltracion.

Estas técnicas son faciles de usar y requieren instrumentos que estadn disponibles
en la mayor parte de laboratorios. Sin embargo, presentan las desventajas de que la
calidad de la dispersiéon puede estar a menudo comprometida por la presencia de un
pequefio porcentaje de microparticulas o la contaminaciéon metalica que presenta la

ultrasonicacién [Gasco, 1993].
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Muchos farmacos antineopldsicos como el beta-elemene [Wang y cols., 2005], la
campotecina [Huang vy cols., 2008], el clorambucil [Sharma y cols., 2008], el docetaxel
[Xu y cols., 2009] o el metotrexato [Ruckmani y cols., 2006] han sido incorporados en

los nanotransportadores lipidicos mediante esta técnica.

b) Dispersion mediante ultrasonido

Las NLS se pueden sintetizar mediante alta velocidad de agitacién o sonicacién.Las
ventajas que presentan es que el equipo empleado es muy comun en los laboratorios.
El problema de este método es la amplia distribucidon del tamafio de las particulas
pudiendo llegar al micrémetro, el crecimiento durante el almacenamiento o la
contaminacién metalica. Asi, para hacer una formulacién estable, se usa la

ultrasonicacién junto a alta temperatura [Sjostrom y cols., 1993; Yassin y cols., 2010].

¢) Homogeneizacion de alta presion

Miller and Lucks fueron los primeros en sintentizar NLS mediante la técnica de
homogeinizacién de alta presion (HPH - High Pressure Homogenization). En esta
técnica, el liquido es sometido a una alta presion (100-2000 bar) a través de un hueco
estrecho de pocas micras [Lucks y Miiller, 1996]. Se obtienen asi, particulas con una
distribucién de tamafio estrecha, con lo que se consigue aumentar la estabilidad fisica
de la dispersidn acuosa. Las altas tensiones de corte y las fuerzas de cavitacidon
resultantes disminuyen el tamafo de particula. Si las particulas localizadas en
diferentes posiciones en el volumen de la dispersién experimentan fuerzas diferentes
entonces el tamafio de particula variard. Presenta menos problemas cuando se

compara con otras técnicas y es mas rentable [zur Mihlen y cols., 1998].

Los dos métodos de produccion basicos mediante HPH son en caliente y en frio.
- Homogeneizacion caliente
En este método en primer lugar se disuelve el principio activo en el lipido

derretido. Se obtiene una pre-emulsion dispersando el lipido derretido en una solucién
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de surfactante que se encuentra a la misma temperatura mediante el dispositivo de
mezcla de alto corte. La calidad de la pre-emulsidon afecta a la calidad del producto
final. Seguidamente la pre-emulsién se pasa a través de un homogeneizador de alta
presién de 3 a 5 ciclos y aplicando una presién de 500-1500 bar aproximadamente. La
homogeneizacion de alta presién de la pre-emulsidn se lleva a cabo por encima del

punto de fusién de lipido [Ahlin y cols., 1998; Schwarz y cols., 1994].

La nanoemulsién obtenida se deja enfriar a temperatura ambiente o inferior. Las
nanogotas lipidicas solidifican mientras se enfria formandose una dispersidon acuosa de
NLS. La presidon de homogeneizacién y el numero de ciclos no deberia ser mas alto que
la requerida para alcanzar los efectos deseados porque esto aumenta el coste de la
produccién y las posibilidades de contaminacién metdlica asi como en algunos casos
causaria el aumento del tamafio de particula debido a la agregacion como
consecuencia de la alta energia libre superficial de las particulas [Mehnert y Mader,

2001].

Por lo general, se obtienen tamafos de particula inferiores a temperaturas de
tratamiento mas elevadas debido a la menor viscosidad de la fase lipidica [Lander y
cols., 2000], aunque esto también puede acelerar la degradacién tanto del principio
activo cono del nanotransportador. Se obtienen mejores productos tras varios pases
por el homogeneizador de alta presidn, en torno a 3-5 pases. El proceso de alta presién
siempre aumenta la temperatura de la muestra (aproximadamente 10 °C a 500 bar). El
aumento de la homogeneizacién conduce a un aumento del tamafio de particula
debido a la fusidn de particula, esto ocurre debido a la alta energia cinética de las

particulas [Jahnke, 1998].

Esta técnica se realiza a alta temperatura, por lo que no puede ser usada para
farmacos sensibles a la temperatura. Los lipidos permanecen como una fusién super-

fria durante varios meses debido a su pequefio tamafiio de particula y a la presencia del
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emulsionante. Este método tampoco es conveniente para farmacos hidréfilos [Miller y

cols., 2000].

Mediante esta técnica se ha incorporado 5-fluorouracilo [Mao y cols., 2005] o

norfloxacina [Wang y cols., 2012].

- Homogeneizacion fria
El proceso de homogeneizacién fria se realiza con el lipido en estado sélido y por
lo tanto es similar al laminado de una suspensién a una presién elevada. Para asegurar
el estado sélido del lipido durante la homogeneizacién, es necesaria la regulacion de la

temperatura [Jahnke, 1998].

La homogeneizacién fria ha sido desarrollada para vencer algunos problemas de la
homogeneizacion caliente tales como: degradacién acelerada de la carga util del
farmaco, compartimentacién y consecuente pérdida del farmaco en la fase acuosa
durante la homogeneizacidén, transiciones polimorfas inciertas del lipido debido a la
complejidad del paso de cristalizacion de la nanoemulsién que conduce a varias

modificaciones y/o fusion super-fria.

El primer paso para su preparacién es el mismo que en el procedimiento de
homogeneizacién caliente, por lo que el principio activo se disuelve en el lipido a una
temperatura por encima del punto de fusién del lipido. Sin embargo, los pasos
posteriores se diferencian. La mezcla se enfria rdpidamente con la ayuda de nitrégeno
liquido o hielo seco para favorecer la distribucién homogénea del farmaco en la matriz
del lipido. Esta mezcla solidificada se muele a un tamafio de particula aproximado de
50-100 um usado una bola o un mortero. El tratamiento refrigerado facilita la
molienda de las particulas incrementando la fragilidad de lipido. [zur Miihlen y cols.,

1998].
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Las microparticulas lipidicas obtenidas en la molienda se suspenden en una
solucidn de surfactante para obtener una suspension. Esta suspensidn se pasa a través
de un homogeneizador de alta presiéon a temperatura ambiente o por debajo para
obtener las NLS. Las nanoparticulas preparadas mediante esta técnica poseen un
tamafio de particula y una polidispersion ligeramente mds grande comparada con los
obtenidos por la técnica de homogeneizacidn caliente, usando el mismo lipido en
parametros de homogeneizacién similares (presién, temperatura y nimero de ciclos).
Un ndmero mas alto de ciclos de homogeneizacién reduce el tamafio de particula
[Friedrich y Mdller-Goymann, 2005; Mehnert y Mader, 2001; zur Millen, 1996]. El
método de homogeneizacion fria reduce al minimo la exposicidon termal de la muestra,
pero no la evita debido a la fusién de la mezcla de lipido/farmaco en el paso inicial.
Reduce las posibilidades de degradacién del farmaco y asi se pueden usar fdrmacos

termosensibles.

Las posibilidades de distribucién del farmaco en la fase acuosa son limitadas y asi
este método puede ser usarse tanto para farmacos hidréfilos como lipofilicos.

[Friedrich y Miller-Goymann, 2005].
Mediante esta técnica se ha incorporado tamoxifen [ALHaj y cols., 2008].

d) Emulsificacion-evaporacion del solvente

Sjostrom and Bergenstahl fueron los primeros en describir la sintesis de NLS

mediante la técnica de emulsificacién-evaporacion [Sjostrom y Bergenstahl, 1992].

El lipido sélido se disuelve en un solvente orgdnico inmiscible en agua como
ciclohexano, cloroformo, acetato de etilo o cloruro de metileno; y el farmaco se
disuelve en la solucién [Siekmann y Westesen, 1996]. Esta fase organica se emulsiona
en una solucién acuosa de un surfactante mediante un agitador mecénico. El solvente

organico se quita de la emulsion mediante agitacién mecdnica o reduccion de la
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presion (40-60 mbar) [Mehnert y Mader, 2001; Siekmann y Westesen, 1996]. La
dispersidon de las nanoparticulas lipidicas se forma por la precipitacion de la fase
lipidica en el medio acuoso con surfactante. La agregacion de las particulas se puede

evitar quitando el solvente de manera mas répida [Mdller y cols., 2000].

Esta técnica se puede usar para incorporar farmacos hidréfilos preparando una
doble emulsion acuosa/oleosa/acuosa (a/o/a) y disolviendo el farmaco en la fase

acuosa interna [Garcia-Fuentes y cols., 2003; Yassin y cols., 2010].

Los farmacos termosensibles pueden incorporarse mediante esta técnica al evitar
el estrés térmico. Las trazas de solvente organico que permanece en el producto final
pueden crear problemas de toxicidad. Ademas, si se aumenta el contenido de lipido
disminuye la eficacia de homogeneizacion debido a la alta viscosidad de la fase
dispersada y de ahi las dispersiones son muy diluidas y tienen el contenido de particula
de lipido muy bajo (0.1 g/L). Por ello la concentracién de particulas se puede

incrementar mediante ultrafiltracién o evaporacién [Mehnert y Mader, 2001].

Mediante esta técnica se ha incorporado edelfosina [Estella-Hermoso de Mendoza

y cols., 2008] y diclofenaco sddico [Liu y cols., 2010].

e) Emulsificacidon-difusion del solvente

Quintanar-Guerrero y cols. fueron los primeros en describir esta técnica para la
preparacion de nanoparticulas poliméricas [Quintanar-Guerrero y cols., 1999].
Recientemente esta técnica ha sido modificada para la preparacion de NLS

[Shahgaldian y cols., 2003a, 2003b; Trotta y cols., 2003].

En esta técnica el lipido se disuelve en un solvente parcialmente miscible en agua
como el alcohol bencilico, acido isobutirico, formiato de etilo o tetrahidrofurano; el
cual antes es saturado con agua a temperatura ambiente o a una temperatura

controlada para que haya un equilibrio termodindmico entre ambos liquidos. Se afiade
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el lipido a la disolucién del solvente y se emulsiona en una solucién acuosa de un
surfactante mediante agitacién mecanica a la temperatura usada para disolver el lipido
dando lugar a una emulsion o/a. Esta emulsidn se diluye con un exceso de agua (ratio
1:5-1:10) a una temperatura controlada lo que causa la difusidn del solvente a la fase
externa y las nanoparticulas lipidicas precipitan. El solvente se quita por destilacion o
por ultrafiltracidn. El tamafio de particula obtenido es de 100 nm con una estrecha
distribucién del tamafio. La concentracién y la naturaleza del lipido y el surfactante, la
velocidad de agitacidn y la temperatura son variables criticas en esta técnica [Trotta y

cols., 2003].

Mediante esta técnica se ha incorporado paclitaxel [Yuan y cols., 2008] o

metotrexato [Paliwal y cols., 2009].

f) Microemulsion o/a

Gasco y cols. fueron los primeros en desarrollar NLS basadas en la dilucion de
microemulsiones [Gasco, 1993]. Las microemulsiones son termodinamicamente
estables y claras, y son mezclas isotrépicas compuestas usualmente por un aceite o
lipido, un emulsificante y/o un co-emulsificante y agua. Los lipidos usados para
preparar las NLS son sélidos a temperatura ambiente y por ello la microemulsién se
prepara a una temperatura por encima del punto de fusion del lipido. La fase acuosa y
la lipidica contienen el emulsificante, se mezclan en las proporciones adecuadas y se

agitan.

Se realizan agitando una mezcla transparente a 65-70 °C, que estd compuesta por
un acido graso de baja temperatura de fusién (acido estedrico), un emulsificante
(polisorbato 20, polisorbato 60, fosfatidil colina de soja y taurodeoxicolato sédico), co-
emulsificantes (monooctilfosfato sddico) y agua. La microemulsién caliente se dispersa
en agua fria (2-30 °C) bajo agitacidn. Las proporciones de volumen tipicas de la

microemulsién caliente que se vierte al agua fria estan en torno a 1:25 - 1:50. Cuando
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la microemulsion se diluye en agua fria, las gotas de lipido solidifican a medida que la
temperatura desciende. El proceso de dilucion esta determinado por la composicion
de la microemulsiéon. El gradiente de temperatura y el valor de pH determinan la
calidad del producto. De acuerdo con la literatura [Boltri y cols., 1993; Gasco, 1997], la
estructura de gota esta presente en la microemulsién y por lo tanto, no requiere que
ninguna energia para alcanzar pequefios tamafos de particula. En lo que concierne a
las semejanzas del proceso de produccidn de nanoparticulas de polimero descritas por
cientificos franceses [Cortesi y cols., 2002], se pueden considerar diferentes
mecanismos. Fessi produjo particulas poliméricas mediante dilucion de soluciones
acuosas de polimero. Segin De Labouret y cols. [De Labouret y cols., 1995], el tamafio
de particula estd determinado por la velocidad de los procesos de distribuciéon. Las
nanoparticulas se producen sélo con solventes que se distribuyan muy rapidamente en
la fase acuosa (acetona), mientras que tamafios de particula mayores se obtienen con
solventes mas lipofilicos. Los co-solventes hidréfilos de la microemulsién podrian jugar
un papel similar en la formacién de nanoparticulas lipidicas como la acetona para la

formacién de nanoparticulas poliméricas [Cavalli y cols., 1996].

La mayor limitaciéon de esta técnica es su sensibilidad a pequefos cambios en la
composicidon o en las variables termodindmicas, que pueden llevar a transiciones de
fase. La elevada concentracién de los surfactantes utilizados, pueden producir
toxicidad, por lo que es necesario retirar el exceso mediante ultracentrifugacion,

ultrafiltracion o dialisis [Gasco, 1993].

g) Preparacion via doble emulsién a/o/a

Este método se basa en la emulsificacién-evaporacién del solvente, obteniendo asi
NLS hidrofilicas cargadas [Cortesi y cols., 2002]. El farmaco se encapsula con un
estabilizador para prevenir la separacién del fdrmaco a la fase externa acuosa durante

la evaporacion del solvente en la fase externa acuosa de la doble emulsién.
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h) Fluido supercritico

Esta técnica es relativamente nueva para la produccion NLS y tiene la ventaja de
no usar solventes [Chen y cols., 2006; Kaiser y cols., 2001]. Hay variaciones de esta
técnica en cuanto a la preparacién del polvo y la nanoparticula. Las NLS se pueden
preparar por la rapida expansién de las soluciones de didxido de carbono supercriticas
(RESS — Rapid Expansion Supercritical Solution). El didxido de carbono (99.99%) es la

mejor opcion de solvente para este método [Gosselin y cols., 2003].

i) Técnica de desplazamiento del solvente

Fessi fue el primero en describir esta técnica para la preparacién de
nanoparticulas poliméricas mediante polimerizacion en la solucidén [Fessi y cols., 1992].
Esta técnica ha sido modificada recientemente y usada para la preparacién de NLS
[Dubes y cols., 2003; Hu y cols., 2002]. En esta técnica, el lipido y el ingrediente activo
se disuelven en un solvente miscible de agua como el etanol, el isopropanol, la acetona
o el metanol [Schubert y Miller-Goymann, 2005]. La mezcla se dispersa en una
solucion acuosa de un surfactante bajo agitacion mecdnica produciendo una
suspension de nanoparticulas lipidicas [Hu y cols., 2002]. El solvente se quita
posteriormente mediante destilacién. Finalmente, mediante ultracentrifugacién,

ultrafiltracion o liofilizacién se pueden aislar las nanoparticulas de lipido.

1.3.2. SEPARACION Y PURIFICACION

Dependiendo del método de preparacién utilizado, hay impurezas que resultan
potencialmente téxicas como micelas, surfactante, mondémeros residuales, polimeros,
impurezas metdlicas y solventes organicos presentes en la dispersion de NLS. Para
obtener un sistema de transporte de farmaco efectivo, la suspensién deberia estar

libre de cualquier farmaco no encapsulado o impurezas. Las dispersiones se pueden
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separar y purificar usando diafiltracion, ultracentrifugacion, didlisis, filtracion de gel y
microfiltracién de cruce de flujo [Allémann y cols., 1993; Beck y cols., 1990; Krause y

cols., 1986; Rolland, 1989; Tishchenko y cols., 2001].

1.3.3. TOXICIDAD

Uno de los aspectos mas importantes en el disefio de una nanoplataforma
antitumoral es garantizar su biocompatibilidad. Para ello, son necesarios humerosos
estudios sobre la toxicidad de los materiales empleados en su formulacién, la
compatibilidad de las particulas con la sangre, y la interaccidon de los productos de
biodegradacion de la nanoplataforma con el sistema inmune [Dash y cols., 2010;

Kunzmanny cols., 2011; Lynch y Dawson, 2008].

La toxicidad de las preparaciones varia dependiendo del tamafio de la particula, la
forma, la estructura superficial, etc. [Jian y cols., 2012]. Por ello, los sistemas coloidales
biocompatibles deben presentar unas propiedades fisicoquimicas adecuadas en
cuanto a geometria (forma y tamafio), y estructura y composicién quimica [MaafBen y
cols., 1993; Schiitt y cols., 1997]. La biocompatibilidad de estos nanosistemas depende
también de la cantidad administrada (masa por célula o cm?®), de la cantidad
interiorizada por las células (masa por célula), de la via de administracién, y de la
biodegradabilidad, farmacocinética y biodistribucion del coloide [Arias y cols., 2001;

Fischer y Chan, 2007; Grainger, 2009; Shubayev y cols., 2009].

Un prerrequisito para el uso en humanos es una baja toxicidad aceptable. En
principio todas las sustancias GRAS pueden usarse [Weyhers y cols., 1995]. El
surfactante afecta a la velocidad de degradacién, pero esto no muestra efecto en la

toxicidad [Rainer, 1997].
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Los efectos citotdxicos que haya, pueden deberse a la adhesion de particulas a la
superficie celular. La citotoxicidad de las NLS es baja en general, especialmente cuando
se compara con otras nanoplataformas como polialquilcianocrilatos y PLA/GA [Rainer,

1997].

Los productos de biodegradacidon deben ser eliminados del organismo en el menor
tiempo posible. Debe vigilarse también que estos productos no estimulen la liberacién
de mediadores de la inflamacion en el organismo [Arruebo y cols., 2007; Karlsson y
cols., 2009]. La realizaciéon de ensayos preclinicos y clinicos debe poner de manifiesto
la baja toxicidad de la formulacién coloidal [Ibrahim y cols., 1983; Liibbe y cols., 1996;

Miller y cols., 1996; Sunderland y cols., 2006].

Sin embargo, la mayoria de los estudios que se realizan tienen como principal
objetivo el analisis de la actividad antitumoral de estas nanoplataformas. Muy pocos
prestan atencion a las reacciones de toxicidad asociadas a estos nanosistemas en el
organismo. Por lo tanto, puede afirmarse claramente que son necesarios estudios
exhaustivos para poder aclarar la relaciéon existente entre las caracteristicas
fisicoquimicas de los nanotransportadores y su comportamiento in vivo. Solo asi se
podria evaluar la respuesta tdxica provocada por las nanoparticulas, y establecer
modelos experimentales para definir la toxicidad de los coloides transportadores de
farmacos [Fischer y Chan, 2007; Grainger, 2009; Lynch y Dawson, 2008; Shubayev y
cols., 2009].

1.3.4. ESTABILIDAD

Los nanotransportadores disefiados segun este tipo de estrategia cuentan en su
superficie con biomoléculas que pretenden la unidn de las nanoparticulas a la célula y

su posterior internalizacidn por esta. Asi se consigue la liberacién selectiva del farmaco

72



Capitulo 1. Introduccion

en la region deseada [Arias, 2011]. La unidn especifica del sistema coloidal a la célula
diana se logra eficientemente mediante mecanismos de reconocimiento molecular
(unién ligando-receptor, interaccién antigeno-anticuerpo) [Brigger y cols., 2002;
Decuzzi y cols., 2009]. Para ello, la superficie de la nanoparticula debe ser modificada
mediante la adsorcidon quimica o fisica de anticuerpos monoclonales [Park, 2002; Park

y cols., 2001], integrinas [Hood y cols., 2002] o restos de folato [Lu y Low, 2002].

La estabilidad de los farmacos y su difusion a través de las NLS son parametros que
determinan la velocidad de disolucién. Las nanoparticulas estabilizadas con lecitina y
colato de sodio muestran una mayor degradacién, una degradaciéon intermedia se
observa con Tween 80 y se obtiene una menor velocidad de degradacion con

poloxamero de elevado peso molecular (P-407).

La estabilidad fisicoquimica de los transportadores lipidicos muestra variaciones
debidas a sus diferentes composiciones y diferentes estructuras. En las dispersiones de
particulas lipidicas con un intervalo de didmetro de nandémetros donde el principal o
Unico componente es un lipido es muy importante la estabilidad fisicoquimica.

[Heurtault y cols., 2003].

El tamafio de particula afecta a la estabilidad fisica de la formulacién, la velocidad
de liberacién del fdrmaco y la distribucién de las particulas in vivo. Se ve afectado por
varios pardmetros como las propiedades del lipido y el surfactante, la técnica de
produccién y las condiciones de sintesis (tiempo, temperatura, presion, niumero de

ciclos) [Mehnert y Mader, 2001].

Se observa una menor velocidad de degradacién en particulas de mayor tamano
(800 nm), en comparacidon con otras de menor tamafio (180-300 nm) [Miiller, 2008;

Olbrich y cols., 2002].
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Se cree que el aumento de la viscosidad de la dispersidon junto con el incremento
del punto de fusidn de los lipidos da lugar a mayores tamanos de particula. Otros
pardmetros como la proporcion de cristalizacion, la estructura del lipido y el tamafio

variaran para cada tipo de lipido [Mehnert y Mader, 2001].

La calidad de la dispersion de NLS se ve afectada por la composicion del lipido.
Ademas, la mayor parte de los lipidos usados son una mezcla de varios compuestos
quimicos por lo que su composicion varia entre los distintos proveedores y lotes. Una
proporcion de lipido superior al 5-10 % da lugar a un mayor tamafo de particula y un
mayor indice de polidispersion debido al incremento de la viscosidad de la dispersién
lo cual afecta a la eficacia de homogeneizaciéon y al aumento de la velocidad de

aglomeracion de particula [Mehnert y Mader, 2001].

Por otro lado, la seleccién de un tensoactivo adecuado o una mezcla de
tensoactivos a concentraciones convenientes, contribuye a la estabilidad de las
dispersiones. En los sistemas particulados para aplicacion parenteral el sistema
estabilizador debe mantener el estado coloidal para evitar la formacién de agregados

gue pudieran llevar a efectos secundarios serios.

En las dispersiones, el tipo de tensoactivo puede influir en la temperatura de
cristalizacién de la dispersién. La temperatura de cristalizacién y las transiciones
polimérficas son pardmetros importantes para la preparacion de nanoparticulas de
trigliceridos. La transicién hacia un polimorfo mas estable de los trigliceridos se
acompafia de una reestructuracion de las moléculas y de un aumento en la densidad
de la celda cristalina. El tipo de cristal que se obtiene asi como la cinética de las
transiciones pueden tener consecuencias importantes sobre la estabilidad de las

dispersiones y sobre su capacidad para cargar farmacos [Bunjes y cols., 2003].

Las propiedades y la concentracion del surfactante afectan el tamafio y a la

eficacia de las NLS como un sistema transportador de farmacos. Tamafos de particula
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menores dan lugar a un aumento de la superficie de la nanoparticula. Esto conduce a
una inestabilidad termodindmica y la consiguiente separacion de las fases [Mehnert y
Mader, 2001]. La concentracién del surfactante debe de ser el suficiente para cubrir la
superficie de las NLS recién formadas. Los surfactantes previenen la separacion de las
fases disminuyendo la tension superficial entre el lipido y las fases acuosas. El exceso

surfactante da lugar a la aparicion de mondémeros, micelas o liposomas.

Las NLS estabilizadas con una mezcla de surfactante y cosurfactante poseen un
tamafio de particula inferior y una mejor estabilidad que aquellas con un solo
surfactante [Siekmann y Westesen, 1996]. Cavalli y cols. demostraron que una
dispersion estabilizada por un surfactante iénico daba lugar a un menor tamafo de

particula [Cavalli y cols., 1998].

La incorporacion de farmacos en la matriz sélida de las nanoparticulas puede

protegerlas contra la degradacion quimica.

Durante el almacenamiento de las dispersiones pueden agregarse las particulas.
Las particulas individuales difunden en el medio de dispersién, provocando choques
qgue pueden conducir a una floculacién pericinética. En dispersiones con
concentraciones elevadas de transportadores lipidicos nanoestructurados (NLC -
nanostructured lipid carriers) las particulas forman agregados en forma de redes de
“hilos de perlas”, que podrian mantener a las particulas en posiciones fijas, evitando
los choques y la floculacién pericinética. Después de la administracion de las particulas
y de su dilucién en los fluidos bioldgicos la red se destruiria liberando las particulas
individuales. Se ha observado que dispersiones con un 30% o menos de lipido forman
agregados durante su almacenamiento. Por otro lado, dispersiones con un 35% de
lipido, las cuales forman dispersiones en forma de gel, se mantuvieron estables
durante el almacenamiento. Cuando el gel se diluye libera particulas individuales, sin

mostrar un incremento en su tamaio original [Radtke y cols., 2005].
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Existen tres tipos de dispersiones inestables (Figura 11):

& Floculacidon: proceso en el cual las nanoparticulas se mantienen unidas
mediante fuerzas de van der Waals. La repulsidn electrostatica y el impedimento
estérico entre particulas producidas en presencia de surfactantes inhiben la

floculacién [Chapman y cols., 2002; Porter, 1994].

& Cremacion: proceso en el cual la fase menos densa migra a la parte superior de
la dispersion bajo la influencia de la flotabilidad o la fuerza centripeta, lo que
provoca que las nanoparticulas estén cerca las unas de las otras. Las
nanoparticulas se separan de la dispersion mediante centrifugacion. Se puede

prevenir haciendo coincidir la densidad del lipido y las fases acuosas.

&~ Coalescencia: proceso en el cual las nanoparticulas se fusionan para formar

particulas mas grandes.

Floculacion

e’ e Cremacion

Correctaemulsion

s Coalescencia

Figura 11. Inestabilidad de las dispersiones de NLS.

76



Capitulo 1. Introduccion

La repulsidn electrostatica produce una doble capa eléctrica alrededor de cada
nanoparticula en la dispersion. La doble capa eléctrica estd compuesta de dos partes:
una region interna en la que los iones estan fuertemente unidos, moviéndose con la
particula, y una regidn externa en la cual los iones estan unidos con menor fuerza, el
potencial en esta zona se denomina potencial zeta. La magnitud del potencial zeta es
un determinante importante de la estabilidad de las dispersiones. A medida que el
potencial zeta aumenta, la magnitud de repulsidn electrostatica entre las particulas se
incrementa, por lo tanto las particulas tenderan a repelerse entre si y no tenderan a
flocular. Las dispersiones con un potencial zeta mas positivo de +30 mV y mas negativo

que -30 mV se pueden considerar estables [Hunter, 2013].

Los efectos estéricos juegan también un papel importante en la estabilidad de las
dispersiones dificultando que las particulas se acerquen y previniendo asi la floculacién
y la coalescencia. Una concentracién 6ptima de surfactante y con una longitud de
cadena lo suficientemente larga dard lugar a un efecto estérico mediado por la
estabilidad de la formulacién [Chapman y cols., 2002; Porter, 1994]. Para una
estabilidad a largo plazo, se debe de obtener un equilibrio entre la repulsién

electrostdtica y el efecto estérico.

La cristalizacion del lipido es importante para la estabilidad de las nanoparticulas.
Esto afecta considerablemente a la incorporacién del fdrmaco y a su velocidad de
liberacion. La transicidon polimorfica es la capacidad de formar una estructura celular
unitaria diferente en cristales debido a diferentes conformaciones moleculares vy
patrones de empaquetamiento. Las NLS no cristalizan completamente durante su
almacenamiento y contienen varias formas polimorfas como a, B' y B. La principal
diferencia entre las formas polimdrficas es la distancia molecular. La forma a es
inestable y se caracteriza por la estructura hexagonal con la distancia molecular mas
grande. La forma B es estable y se caracteriza por un patréon de empaquetamiento

triclinico. La presencia de liquidos residuales promueve la cristalizacidon de la forma
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estable porque los cristales inestables pueden redisolverse y recristalizar a la forma

mas estable [Mehnert y Mader, 2001].

El aumento del tamafio de particula, el cambio de la forma de la particula, y la
expulsién del fadrmaco sucede cuando los lipidos sufren modificaciones polimérficas.
Un aumento en la estabilidad termodindmica y la disminucion en la tasa de

incorporaciéon de farmaco se observo en el siguiente orden [Miiller y cols., 2000]:
Fundido super-frio <modificacion-a<modificacién-p’<modificacion-B.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC — Differential Scanning Calorimetry) y la
difraccion de rayos X se usan para estudiar las transiciones polimérficas del lipido.
Diferentes formas del lipido poseen puntos de fusién y entalpias diferentes y asi
pueden ser detectadas por DSC. La difraccion de rayos X se puede usar para detectar la

longitud de los espaciados largos y cortos de la red lipidica [Mller y cols., 2000].

1.3.5. NANOPARTICULAS LIPiDICAS SOLIDAS MAGNETICAS

Los coloides magnéticos estdan constituidos por un nucleo magnético
(principalmente de éxido de hierro) englobado en una matriz organica o inorganica.
Sus caracteristicas pueden modificarse mediante un procedimiento de sintesis
adecuado, para asi controlar su geometria, capacidad de humectacién
(hidrofilia/hidrofobia), carga eléctrica superficial, composicién quimica, unién a
receptores especificos de la region diana, capacidad para absorber/adsorber farmaco,
cinética de liberacion del mismo, biodegradacion y eliminacién, estabilidad in vitro e in

vivo, y capacidad de respuesta a gradientes magnéticos aplicados.

La tecnologia de transportadores magnéticos se origind en los afios 40 como

método revolucionario en la purificacién de aguas residuales. En poco tiempo se
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propusieron numerosas aplicaciones biomédicas. En concreto, los coloides magnéticos
presentan interesantes aplicaciones en terapia celular, tratamiento de tumores
mediante hipertermia, disefio de biosensores, agentes de contraste en resonancia
magnética de imagen, inmovilizacién enzimatica, separacion magnética de
biomoléculas, ingenieria tisular, y, particularmente, en el transporte de farmacos

[Gupta y Gupta, 2005; Laurent y cols., 2008; Pankhurst y 2003; Tartaj y cols., 2003].

El farmaco se vehiculiza en la nanoparticula magnética para, a continuacién ser
administrado generalmente por via parenteral. De forma simultdnea, se aplica un
gradiente magnético selectivamente sobre el lugar de accién. Cuando el coloide
magnético alcanza la zona de influencia de este gradiente, es atraido (retenido) por
éste. Asi se logra acumular toda la dosis de farmaco administrada en el lugar de accién

y controlar su liberacién (Figura 12) [Durdn y cols., 2008].

Nanoparticulas

magnéticas i ‘
Capilar sanguineo

SRUIESEE A Células cancerosas

Figura 12. Transporte activo de sustancias activas basado en la utilizacién de

nanoparticulas con capacidad de respuesta a estimulos magnéticos.
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El fdrmaco vehiculizado no se encontrara biodisponible mientras siga incorporado
en la nanoparticula magnética. Asi, cuando el coloide magnético llegue al lugar de
accion dirigido por el gradiente magnético aplicado, liberard el farmaco transportado
justo en la regién donde debe actuar. Por lo tanto, una cinética de liberacién
demasiado rapida producird un efecto farmacolégico similar al obtenido con una dosis
de farmaco en soluciéon, mientras que una cinética de liberacion demasiado lenta
podria limitar seriamente la actividad farmacoldgica en el lugar diana. El transporte de
farmaco guiado magnéticamente generara siempre una concentracidon de farmaco en
el lugar de accién muy superior a la lograda cuando el principio activo se administra en

solucién [Durdn y cols., 2008].

La biodistribucidon de los coloides magnéticos puede verse también beneficiada
por el efecto EPR de la regidon tumoral [Allen y Cullis, 2004; Arruebo y cols., 2007;
Edens y cols., 2002; Hashizume y cols., 2000; Maeda y cols., 2000; Pankhurst y cols.,
2003; Schiffelers y cols., 2001]. Si ademads el disefio de la nanoparticula contempla las
estrategias de transporte activo anteriormente comentadas, la acumulaciéon del
coloide y la potencia y especificidad de su accidn farmacoldgica serdan mucho mayores.
De esta forma, se alcanzara un efecto farmacoldgico éptimo, sin la necesidad de
utilizar grandes dosis de principio activo. Por todo esto, se ha propuesto el disefio de
coloides magnéticos con capacidad de respuesta a estimulos fisicos de muy diverso
origen y con modificaciones a nivel superficial [Bogdanov y cols., 1997; Brigger y cols.,

2002; Nématiy cols., 1996; Vauthier y cols., 2003].

La utilizacion de campos magnéticos alternos permite, ademds de generar el
efecto de hipertermia ya comentado y provocar la liberacién controlada del principio
activo vehiculizado [Guo y Szoka, 2003; LaVan y cols., 2003]. El coloide magnético
provocard el calentamiento especifico de la masa tumoral hasta una temperatura = 42
°C, que de ser mantenida durante = 30 minutos inducird la muerte de las células

tumorales [Glockl y cols., 2006; Hergt y cols., 2006; Hilger y cols., 2006; Moroz y cols.,
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2002; Pankhurst y cols.,, 2003]. Ademas, este calentamiento alterard/destruird el
recubrimiento de los nlcleos magnéticos, permitiendo el comienzo de la liberacién del

farmaco [Liburdy y cols., 1986; Steinkea y cols., 2007; Wagner, 2007].

Si bien algunos estudios apuntan la posibilidad de administrar los coloides
magnéticos por via intratumoral [Brigger y cols., 2002; Fernandez-Pacheco y cols.,
2007], la mayoria de los trabajos cientificos investigan la via de administracién
intravenosa. Esta via de administracion determina que las nanoparticulas magnéticas
entren en contacto rdpidamente con fluidos fisiolégicos de un pH ligeramente basico
(7.4) y con una fuerza idnica relativamente alta (130-150 meg/L). Bajo estas
condiciones fisioldgicas, las nanoparticulas tienden a agregarse para quedar
estabilizadas termodinamicamente. Esta agregacion se verd aun mas acrecentada si el
coloide presenta una magnetizacién remanente tras la retirada del campo magnético
aplicado. Para evitar esta inestabilidad in vivo, la cual puede comprometer la llegada
de las nanoparticulas magnéticas hasta el lugar de accién, el sistema transportador
debe reunir las siguientes caracteristicas [Duran y cols., 2008]: i) densidad de carga
eléctrica superficial suficiente para asegurar una repulsion electro estdtica entre las
particulas que evite su agregacion; ii) hidrofilia para asegurar la distribucién de las
nanoparticulas en el plasma de forma individualizada y que no aparezcan agregados
hidréfobos; vy, iii) superficie modificada con cadenas poliméricas hidréfilas que
retrasan/minimizan lo fendmenos de floculacion y de opsonizacidén previos a la
fagocitosis por macréfagos. En este ultimo caso, las cadenas de polimero generan una
proteccion por impedimento estérico de la nanoparticula magnética, o electro-estérico
si la cadena de polimero esta cargada. En la actualidad, la introduccién en clinica de los
coloides magnéticos como sistemas transportadores de farmacos podria considerarse

limitada por [Dobson, 2006; Durdn y cols., 2008; y cols., 1996]:

&~ La necesidad de utilizar intensos campos magnéticos para asegurar la perfecta

acumulacién del coloide magnético en el lugar diana.
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& No hay suficientes estudios que aseguren su facil produccién a gran escala, su

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

& No hay certeza absoluta de que los mas que prometedores resultados logrados
en animales pequefos (ratones, ratas, conejos, etc.) sean extrapolables al ser

humano.

& El destino biolégico del farmaco debe todavia asegurarse completamente

mediante el perfecto control de los procesos de liberacién.

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

localizados en alguno de esos drganos.
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2.1. OBJETIVOS

La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo principal el diseno de un
nanosistema transportador magnético eficaz con capacidad de respuesta a campos
magnéticos externos aplicados que posibilite la liberacion especifica del farmaco
antitumoral 5-fluorouracilo en la region tumoral. Con ese fin se ha realizado un estudio
exhaustivo de las condiciones éptimas para la sintesis de nanoparticulas magnéticas
constituidas por nucleos magnéticos de 6xido de hierro (Fes04) y un nucleo sélido
lipidico. La capacidad de transporte y liberacién controlada de farmaco en la regién

diana también ha sido objeto de estudio.

La eficacia del recubrimiento lipidico de los nucleos magnéticos y las ventajas que
aporta a la capacidad de estas nanoparticulas para transportar el farmaco objeto de
estudio, se determinardn mediante un andlisis comparativo de la estructura y
composicidon quimica de los tres tipos de materiales (magnetita, nanoparticula lipidica
sélida y nanoparticula lipidica sélida magnética), asi como la caracterizacién de las

propiedades eléctricas y termodinamicas superficiales de estos.

El analisis de las propiedades magnéticas de los nucleos de éxido de hierro y de las
nanoparticulas lipidicas sélidas magnéticas permitird determinar la capacidad de estos
sistemas para responder a gradientes magnéticos aplicados y el grado de influencia del
recubrimiento lipidico sobre estas propiedades. En este sentido, se realizard un analisis

in vitro a nivel macro y microscopico de una suspension de nanoparticulas magnéticas.

Una parte fundamental de la investigacidn es la determinacién de la capacidad de
vehiculizacién (transporte y liberacidon controlada) de 5-fluorouracilo que tienen las
nanoparticulas lipidicas solidas magnéticas disefiadas. Para ello, se investigaran
extensamente el método convencional de incorporacién de farmaco en este tipo de

nanosistemas: absorcion en matriz. Se utilizardn técnicas cuantitativas
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(espectrofotometria UV-visible) y cualitativas (electroforesis) para caracterizar el 5-

fluorouracilo en las nanoparticulas disefiadas.

Otro objetivo basico es el andlisis in vitro del proceso de liberacién del agente
antitumoral desde las nanoparticulas, determinando espectrofotométricamente la
cantidad liberada y caracterizando el tipo de vehiculizacion de farmaco en las

nanoparticulas.

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

siguientes objetivos:

1.- Sintesis de nanoparticulas lipidicas solidas compuestas por un nucleo
superparamagnético que les permita transportar de forma direccionada los agentes
terapéuticos en células de cancer de colon y que les permitan actuar como agentes de
contraste (RMI), ser sensibles a campos eletromagnéticos alternos (tratamiento

mediante hipertermia) y facilitar su acumulacién en la masa tumoral.

2.- Caracterizacién de las nanoparticulas en cuanto a geometria (forma y tamafio),
propiedades magnéticas y fisicoquimicas (estructura quimica y carga eléctrica

superficial).

3.- Determinacion de la capacidad de incorporacion de 5-fluorouracilo por las
nanoparticulas  compuestas mediante métodos  espectrofotométricos vy

electrocinéticos.

4.- Evaluacién de la cinética de liberacidon del antitumoral desde las particulas.

Anilisis de los mecanismos implicados.

5.- Determinar la eficacia de las nanoparticulas sélidas lipidicas que contienen 5-
fluorouracilo, valorando su actividad antitumoral in vitro (en las lineas celulares

derivadas de cancer de colon).

84



Capitulo 2. Objetivos y contribucion del trabajo de investigacion

2.2. CONTRIBUCION

La aportacion principal de la presente Tesis Doctoral, en el campo de la
investigacion y el desarrollo de coloides como sistemas transportadores de farmacos,
es el desarrollo y estudio preliminar de una plataforma biodegradable y biocompatible,
con potencial aplicacidon en el transporte dirigido de 5-fluorouracilo combinado con
una liberacién prolongada para el tratamiento del cancer. El disefio del nanosistema
pretende dirigir toda la dosis de farmaco hacia el lugar de accion y retener el agente
guimioterdpico en la masa tumoral, mediante la aplicacion de un campo magnético
externo. El nanosistema estara constituido por nucleos de oxido de hierro
superparamagnéticos (magnetita, Fe304) embebidos en una matriz lipidica. El
resultado de dicha asociacién da lugar a un nanosistema denominado nanoparticula
lipidica sélida magnética. Su empleo en clinica permitird minimizar los efectos
secundarios derivados de la extensa biodistribucion y pobre especificidad de accién de
este tipo de principios activos por las células cancerosas. De esta forma, serdn precisas
dosis de farmaco claramente inferiores para conseguir la misma accién terapéutica.
Por otro lado, el caracter superparamagnético de los nucleos de magnetita embebidos
en el interior de la matriz lipidica podrd dotar a la nanoparticula lipidica sélida
magnética como agente de hipertermia, fendmeno que puede tener gran influencia en

el proceso de liberaciéon del farmaco.

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

siguientes aspectos:

& Disefio de un procedimiento reproducible, sencillo y econdmico de sintesis de
nanoparticulas magnéticas. La modificacion introducida es la técnica de la doble

emulsion desarrollado por otros autores para la sintesis de nanoparticulas lipidicas

85



Capitulo 2. Objetivos y contribucion del trabajo de investigacion

sélidas, basada en la existencia de una fase oleosa y dos fases acuosa, en la

primera de las cuales se incorporan los nucleos de 6xido de hierro.

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

nanoparticulas lipidicas sélidas magnéticas.

& Observacion de la respuesta de las nanoparticulas lipidicas sélidas magnéticas
frente a la aplicacion de campos magnéticos externos: de forma cuantitativa
mediante la determinacién de su ciclo de histéresis, y de forma cualitativa
mediante visualizacidn in vitro de suspensiones acuosas de las nanoplataformas a

nivel macro y microscopico.

& Evaluacion de la biocompatibilidad de las nanoplataformas in vitro por medio del

estudio de la citotoxicidad en lineas celulares tumorales.

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

con el agente antitumoral 5-fluorouracilo.
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3.1. SINTESIS

3.1.1. NANOPARTICULAS DE MAGNETITA

Dentro de los diversos tipos de nanoparticulas de éxido de hierro son de especial
interés las de naturaleza superparamagnética por su potencial utilidad en la separacién
y etiquetado celular (detoxificacion de fluidos bioldgicos), reparacion de tejidos
(ingenieria tisular), transporte de farmacos, resonancia magnética de imagen (como
agentes de contraste), hipertermia y magnetofeccién (transporte y transfecciéon
magnética de genes) [Durdn y cols., 2008; Reddy y cols., 2012]. Su pequefio tamaiio y
su gran area superficial especifica determinan la gran susceptibilidad magnética vy el
comportamiento superparamagnético de estas nanoparticulas [Gupta y Gupta., 2005;
Reddy y cols., 2012]. Por este motivo, el procedimiento de sintesis de los nucleos de

oxido de hierro utilizados en el desarrollo de NLS persigue obtener estas propiedades.

La magnetita (6xido ferroso-férrico Fes04) es un mineral que se encuentra en
diversos entornos geoldgicos y en algunos depdsitos en cantidad suficiente como para
constituir un mineral de hierro importante [Gaines y cols., 1997]. En organismos vivos
como las abejas, los delfines, las palomas o ciertos microorganismos tales como
bacterias (por ejemplo, Magnetospirillum magneticum AMB-1, Magnetospirillum
magnetotacticum MS-1 o Magnetovibrio MV-1) también se han encontrado pequefios
agregados de Fe304 [Arakaki y cols., 2008; Okon y cols., 1994; Yan y cols., 2012]. La
magnetita es un ejemplo de material ferrimagnético, cuyo comportamiento esta
esencialmente asociado a su estructura cristalina (del tipo espinela inversa). En ella, los
iones Fe** se acoplan antiferromagnéticamente y no contribuyen a la imanacién. Por el
contrario, los iones Fe?* de cada celda tienen orientacion paralela y son responsables
del momento magnético de dicha celda y, por tanto, del comportamiento magnético

de la magnetita (Figura 13).
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Laguna

Figura 13. Esquema de la estructura cristalina de la magnetita. Reproducido de Aquino y

cols., 2010. Copyright ACI (2010).

La toxicidad de este éxido de hierro es muy baja como se ha comprobado in vitro
[Petri-Fink y Hoffman, 2007] e in vivo [Gu y cols., 2012]. La dosis letal 50 (DLso)
estudiada en ratas es de 400 mg/Kg [lannone y cols., 1991], por lo que puede
considerarse que el cuerpo humano la tolera bien [Li y cols., 2012; Miiller y cols.,
1996]. En cuanto a su biodegradabilidad, numerosos estudios han demostrado que en
el caso de nanoparticulas superparamagnéticas (tamafio < 20 nm), su degradacion
puede ocurrir en los lisosomas de células del SRE (p. ej., macréfagos). En este proceso
de biodegradacidon se genera hierro libre, el cual puede utilizarse en la sintesis de
transferrina y ferritina. Si, por el contrario, las particulas de magnetita presentan un
tamafio mayor, su eliminacidon del organismo suele tener lugar mediante filtracion

renal [Gu y cols., 2012; Okon y cols., 1994].

Desde mediados del siglo pasado se han desarrollado numerosos métodos para la
preparacion de particulas de magnetita con tamafio micrométrico [Omer-Mizrahi y
Marget, 2009] o nanométrico [Katsnelson y cols., 2012; Laurent y cols., 2008; Sun vy

Zeng, 2002]. Es muy interesante comprobar cdmo muchos de ellos permiten incluso
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modificar las caracteristicas de la superficie de estas particulas en funciéon de la
aplicacion deseada [Charles, 2003; Elaissari y cols., 2003; Rosenweig, 1997; Tartaj y
cols., 2003]. Si bien es muy dificil establecer una clasificacion que abarque todos los
métodos de formulacién desarrollados hasta la fecha, consideramos que podrian

establecerse cinco categorias generales [Durdn y cols., 2008; Laurent y cols., 2008]:

& Meétodo de los polioles. Método basado en una reduccidon forzada de iones
metalicos en presencia de polioles (de etileno, propileno, etc.). Este método
es muy versatil pues permite conseguir una amplia gama de tamanos de
particula (desde 10 nm a 1 um) y una composicién quimica muy variable
(hierro, aleaciones de cobalto y niquel e, incluso, aleaciones de hierro, cobalto
y niquel) (Figura 14). La formacion de las particulas se produce por nucleacion
espontanea o heterogénea [Fiévet, 2000; Toneguzzo y cols., 1998; Toshima y

Lu, 1996; Viau y cols., 1996].

Figura 14. Microfotografia electrénica de barrido de nanoparticulas constituidas por
una aleacion de hierro, cobalto y niquel, y obtenidas mediante el método de los

polioles. Reproducido de Toneguzzo y cols., 1998. Copyright Wiley-VCH (1998).
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& Método de microemulsion. Esta basado en la formulacion de microemulsiones
de fase externa oleosa que permite el crecimiento de los nucleos magnéticos.
Una modificacion de esta técnica permite la preparacién de nanoparticulas
compuestas por aleaciones de hierro [Feltin y Pileni, 1997; Pileni, 1997, 2001],
cobalto [Schultz-Sikma y cols., 2011] o niquel [Zhu y cols., 2004] con un
tamafio inferior a 10 nm. También se ha usado este método para formular
particulas de hierro recubiertas de capas de metales, para ralentizar la
oxidacién de estos nucleos y facilitar otras modificaciones superficiales con
fines biomédicos (Figura 15) [Carpenter, 2001; Iglesias-Silva y cols., 2010;
Lépez-Pérez y cols., 1997; Rivas y cols., 1994].

Figura 15. Microfotografia electrénica de transmisién de nanoparticulas de hierro
recubiertas por oro, obtenidas mediante el método de microemulsidn. Longitud de la

barra: 25 nm. Reproducido de Carpenter, 2001. Copyright Elsevier (2001).
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& Meétodo de descomposicion de compuestos organometdlicos. Los Oxidos
metalicos se preparan mediante descomposicion de compuestos
organometalicos, empleando altas temperaturas (termdlisis) o mediante la
utilizacion de ultrasonidos (sondlisis). La primera técnica se utiliza en la
sintesis de particulas superparamagnéticas de hierro, de cobalto y de
aleaciones de hierro [Behrens y cols., 2006; Charles, 2003; Hess y Parker,
1966; Puntes y cols., 2001; Rosenweig, 1997; van Worterghem y cols., 1986].
Basicamente el procedimiento consiste en la descomposiciéon térmica de
precursores organometalicos de las nanoparticulas en una disoluciéon de
hidrocarburo. La geometria de las particulas depende de la velocidad de
calentamiento, de la temperatura de la reaccidon y de la composicion del
medio de sintesis. Las particulas asi obtenidas se caracterizan por una
distribucién de tamafios muy estrecha (Figura 16) [Hyeon y cols., 2001;
Rockenberger y cols., 1999; Sun y Zeng, 2002]. La segunda (sondlisis) se utiliza
para la obtencidon de nanoparticulas de o6xido de hierro por medio de
reacciones inducidas por ultrasonidos (reacciones sonoquimicas) [Pinkas vy
cols., 2008]. Los procesos sonoquimicos se basan en los efectos de cavitacion
producidos por el colapso que experimentan las goticulas de precursores
férricos, por ejemplo, Fe(CO)s, Fe(NOs); o Fe(OAc),, cuando son sometidas a
ondas acusticas de 20 kHz (ultrasonidos) [Huang y cols., 2002; Schmidt, 2001;
Vijaya Kumar, 2001]. Factores tales como la velocidad de enfriamiento, el
nivel de mezcla atémica, el empleo de disolventes orgdnicos y la naturaleza de
las reacciones sonoquimicas influyen en la composicién, la morfologia, la
cristalinidad y, en definitiva, en el control de la naturaleza quimica de los
fluidos ferromagnéticos obtenidos [Mukh-Qasem y Gedanken, 2005; Pinkas y
cols., 2008].
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Figura 16. Microfotografia electrénica de transmisién de nanocristales de maghemita
obtenidos mediante descomposicién térmica de Fe (CO)s. Reproducido de Hyeony

cols., 2001. Copyright American Chemical Society (2001).

&  Método de los aerosoles. La reaccidn quimica que determina la formacion de
nanoparticulas de 6xido de hierro transcurre de forma controlada en las
nanogoticulas que constituyen la fase interna de este sistema disperso (Figura
17). La geometria de las goticulas determina la forma y el tamafo de las
particulas obtenidas. Este método se caracteriza por un gran rendimiento y
por una gran versatilidad en la modificacion de la superficie del material
obtenido con polimeros y compuestos inorganicos [Matijevi¢ y Partch, 2000;
Tartaj y cols., 2003]. Se han desarrollado dos variantes a esta técnica:
aspersion y pirolisis mediante laser [Cannon y cols., 1982; Gonzalez-Carrefio y
cols., 1993; LaMer y Dinegar, 1950; Morales y cols., 1999; Ocana y cols.,
1995].
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Figura 17. Microfotografia electrénica de transmisién de nanoparticulas de
maghemita formuladas segun el método de los aerosoles con pirolisis mediante laser.

Reproducida de Morales y cols., 1999. Copyright American Chemical Society (1999).

Método de co-precipitacion en solucion. Permite la sintesis de coloides
inorgdnicos de geometria uniforme mediante la precipitacién de precursores
quimicos en disolucidn [Arias y cols., 2001; Bee y Massart, 1995; LaMer y
Dinegar, 1950; Sugimoto y Matijevié, 1980]. Es probablemente el método mas
simple y eficiente para la obtencion de particulas magnéticas. Este método se
basa en la separacion, la nucleacion y el crecimiento de particulas de
hidroxido de hierro. La nucleacién ocurre cuando la concentracién de las
especies quimicas alcanza una supersaturacién critica. A continuacion, se
produce un crecimiento lento por difusién de los solutos hacia la superficie
del cristal. Para producir nanoparticulas con homogeneidad de tamario, la

nucleacion debe ser independiente del proceso de crecimiento de las
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nanoparticulas [Reddy vy cols.,, 2012]. El subsiguiente proceso de
envejecimiento u oxidaciéon en la solucién determina la formacién de
nanoparticulas de magnetita u otras ferritas, como por ejemplo maghemita
[Pérez-Artacho y cols.,, 2012]. La cinética de esta reaccién ha sido
ampliamente investigada [Matijevi¢ y Sapieszko, 2000; Ocaiia y cols., 1995]. La
variante mas ampliamente utilizada por su versatilidad y sencillez es la

propuesta por Massart [Massart, 1981; Viota y cols., 2007].

En este trabajo de investigacion hemos seguido el método de co-precipitacidén en
soluciéon [Massart, 1981]. La experiencia de nuestro grupo de investigacion en esta
metodologia nos permite afirmar que pueden obtenerse nanoparticulas de magnetita
de morfologia cubica y tamafio muy pequeiio (< 20 nm) y con una distribucién
estrecha de tamafios [Arias y cols., 2011a; Clares y cols., 2013; Viota y cols., 2007]. En
concreto, la metodologia de sintesis comienza con la adicién a una solucién acuosa de
amoniaco (500 mL, 0.7 M), a temperatura ambiente y gota a gota, de una solucién
acuosa de cloruro férrico (40 mL, 1 M) y una solucidn acuosa de cloruro ferroso (10 mL,
2 M; que contiene una concentracion 2 M de HCI). Bajo estas condiciones, se produce
la formacién espontanea de las nanoparticulas de magnetita, las cuales son recogidas
en el fondo del recipiente de la reaccién mediante sedimentacién magnética (iman de
400 mT). A continuacién, se elimina el medio donde ha transcurrido la reaccién. La
ultima fase del procedimiento de sintesis consiste en la estabilizacion de las
nanoparticulas de magnetita en una disolucién acuosa de acido percldrico 2 M durante
12 horas. De esta manera, aseguramos que las particulas de este 6xido de hierro se
mantengan aisladas en el medio de dispersidén, no formandose agregados de mayor
tamafio por inestabilidad termodinamica. Tras la estabilizacién se elimina el HCIO,
mediante decantacion y se redispersa en agua bidestilada (Figura 18). En el caso de

gue estas nanoparticulas no se utilicen inmediatamente, se desecan en una estufa de
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desecacion [P-Selecta, Espafia] a 40.0 + 0.5 °C, conservandolas en estado seco hasta su

utilizacién.
FeCl31M FeCl22 M
40 mL (aq) 10 mL (HCl)
e

1.HClOs 2 M ‘
—
2.H,0 -

Iz

NH; 0.7 M
500 mL
700 rpm 12 h

1h

Figura 18. Sintesis de magnetita por el método de co-precipitacidn.

3.1.2. TRIMIRISTATO DE GLICEROL

El trimiristato de glicerol es un éster con la formula quimica C4sHgsOg (Figura 19).
Es un dacido graso saturado cuyo triglicérido es el acido miristico. Se encuentra de
manera natural en muchas grasas vegetales y aceites. El trimiristato de glicerol es un
solido blanquecino insoluble en agua, pero soluble en etanol, benceno, cloroformo,

diclorometano y éter [Richter, 1951].

Tiene un peso molecular de 723.16 g/mol, una densidad de 0.885 g/cm3 a una
temperatura de 60 °C. Su punto de fusién se encuentra a 56-57 °C y su punto de

ebullicion a 311 °C.
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|
O_C_(CH2)12CH3
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O——C—(CHp)12CH3

Figura 19. Estructura del trimiristato de glicerol.

El trimiristato de glicerol se aisla de la nuez moscada en polvo (Figura 20). Es una

extracciéon simple, ya que el aceite de nuez moscada generalmente contiene mds del

ochenta por ciento de trimiristato de glicerol [Dickson, 2010; Lugemwa, 2012]. La

separacion generalmente se realiza por destilacion de vapor, y la purificacidn se realiza

mediante la extraccion del éter, seguida de la destilacién o la rotaevaporacion para

quitar el solvente volatil. La extraccién de trimiristato de glicerol también se puede

realizar con el éter dietilico a temperatura ambiente, debido a su alta solubilidad en el

éter.

o
O—C—{(CHz)CHy
[}

[}

CH—0—C—{CHy),,CH,

Figura 20. Extraccién de trimiristato de glicerol a partir de nuez moscada.
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Una vez evaporado el éter, se disuelven los residuos del matraz en acetona y se
pone en un bafo con hielo para recristalizar el lipido. Los cristales resultantes se filtran

y se dejan secar a temperatura ambiente.

El trimiristato de glicerol se degrada al someterlo a hidrdlisis acida, hidrdlisis
basica, condiciones oxidativas, calor seco y degradaciéon fotolitica [Bindu y Kumar,

2013].

La preparacién de las NLS se ha realizado mediante la técnica de la doble emulsién
(a1/o/a;) con evaporacion de disolventes [Garcia-Fuentes y cols., 2003; Nabi-Meibodi y
cols., 2013; Qi y cols., 2011] (Figura 21). Las condiciones de trabajo incluian una

temperatura de 4.0 £ 0.5 °C, mantenida mediante un bafio de hielo.

Brevemente, en primer lugar se prepard la fase lipidica u organica, mediante la
disoluciéon de 0.75% p/v de lecitina de soja granulada y 0.4% p/v de trimiristato de
glicerol en 10 mL de diclorometano [Martins y cols., 2009, Mufoz-Escalona y cols.,
2015; Qi y cols., 2011]. Esta fase organica se mezcla con una primera fase acuosa,
constituida por 4 mL de agua destilada, emulsionadas mediante sonicacién (3 x 1

minuto) (Branson Sonifier 450, Estados Unidos) en un bafio de hielo.

La emulsién primaria obtenida se vierte seguidamente en 40 mL de la segunda
fase acuosa (agua destilada al 0.5% p/v de Pluronic® F-68, preparada con anterioridad),
y se mantiene en agitacién a 1000 rpm durante 30 minutos sobre un bafio de hielo. El
disolvente empleado es voldtil, a fin de permitir su eliminacién, se efectué su

evaporacion en un rotavapor (Blchi R-215, Suiza) en vacio y bajo agitacién a 300 rpm.

Finalmente, la suspensidon de nanoparticulas se sometié a repetidos ciclos de
centrifugacién (11000 rpm, 30 minutos) (Beckman Coulter, Estados Unidos) y
redispersion en agua bidestilada hasta que se comprobdé que la conductividad del

sobrenadante obtenido era inferior a 10 uS/cm (Crison microcm 2202, Espafia). Los
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experimentos de sintesis de NLS se realizaron por septuplicado para demostrar su

reproducibilidad.

Fase acuosa

Fase oleosa

Pre-emulsion

Fase acuosa

1000 rpm 11000 rpm
30 min 30 min

Figura 21. Sintesis de nanoparticulas lipidicas sdlidas.

3.1.3. NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS MAGNETICAS

De forma general, las nanoparticulas magnéticas constituidas por un nucleo
magnético se sintetizan mediante un proceso que implica la inclusién de los nucleos
magnéticos en el interior de la matriz. [Arruebo y cols., 2007; Elaissari y cols., 2003;
Pankhurst y cols., 2003; Tartaj y cols., 2003]. Numerosas investigaciones describen
estos nanosistemas, su formulacién y sus principales caracteristicas. Como ejemplo,

podemos citar:

a) Nanoparticulas de magnetita recubiertas por almidén y modificadas
superficialmente con iones de fosfato para facilitar la incorporacién del farmaco

antitumoral [Alexiou y cols., 2000, 2001, 2006; Jurgons y cols., 2006].

b) Nanoparticulas de éxido de hierro (magnetita) o hierro embebidas en una
matriz polimérica biodegradable, que se forma tras una reaccién de polimerizacién

[poli(alquilcianocrilato)] [Arias y cols., 2006] o de precipitacion (etilcelulosa, PLA) [Arias
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y cols., 2007; Gémez-Lopera y cols., 2006]. La incorporacidn del agente antitumoral en

la matriz polimérica se produce eficazmente durante su formacién

c) Nanoparticulas de o6xido de hierro recubiertas por carbono o silice que
permiten el transporte de agentes anticancerosos con la ayuda de pequefios implantes
magnéticos localizados en el lugar de accion mediante cirugia menor, o mediante
gradientes magnéticos aplicados externamente [Arruebo y cols., 2006a, b; Behrens y

cols., 2006; Fernandez-Pacheco y cols., 2006; Tartaj y cols., 2001, 2002].

El método de sintesis propuesto se basa en el utilizado para las NLS (método de la
doble emulsion). En definitiva, se trata de incluir en la matriz sdélida lipidica particulas
de magnetita. Brevemente, el proceso de sintesis comenzé con la emulsion de 4 mL de
una suspension acuosa de nanoparticulas de magnetita en 10 mL de diclorometano
que contiene un 0.4 % (p/v) de lipido y 0.75% p/v de lecitina de soja granulada.
Seguidamente, bajo agitacion mecdnica (1000 rpm, 30 minutos) en un bano de hielo,
se adiciona a una segunda fase acuosa (40 mL) al 0.5% p/v de Pluronic® F-68.
Finalmente la limpieza de las NLSM se realiz6 mediante sedimentacién magnética,
sometiendo la suspensidn a dos ciclos consecutivos de exposicién a un iman de 400 mT
durante 5 minutos, procediendo a continuacion a la eliminacién del sobrenadante y a

la redispersion del precipitado de nanoparticulas en agua bidestilada.
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4.1. ESTUDIO GEOMETRICO

La forma y el tamafio de las nanoparticulas afecta directamente a su uso
terapéutico, por ello es muy importante controlar los parametros geométricos en el
proceso de produccién. Es importante su estudio para determinar las propiedades
toxicolégicas de las nanoparticulas, ya que esto influye en la habilidad de las particulas

para penetrar a través de las barreras bioldgicas [Levin y cols., 2015].

La geometria (forma y tamano) de las particulas sintetizadas fue estudiada
mediante microscopia electrénica de transmisidon de alta resolucién (HRTEM) (STEM
Philips CM20, Holanda) y mediante microscopia electrénica ambiental de barrido

(ESEM) (FEI, Quanta 400, Estados Unidos).

(a) u Fuente de (b) u Fuente de
electrones electrones

Lente
Lente condensador
condensador
Hazde electrones
A 4 Hazde electrones v
@ Muestra I I Deflector de
electrones
e
Lente objetivo ‘r
e . .;’Km RAe Lente proyectora
Lente proyectora
Imagenen
v — pantallade
: Imagen sobre “ television
una pantalla y
fluorescente
Muestra

Figura 22. Esquema de la estructura del (a) microscopio electrénico de transmisidn de alta

resolucidn y del (b) microscopio electrdnico de barrido ambiental.
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El microscopio electrénico de transmisién de alta resolucién se compone de un
sistema de vacio, una pantalla donde se proyecta una imagen aumentada de la
muestra y una camara fotografica o pantalla de ordenador para registrar la imagen.
Dentro del sistema de vacio se encuentran un caiidn que produce un haz electrones y
un sistema de lentes electromagnéticas (Figura 22a). La iluminacién proviene de un
cafién situado dentro del sistema de vacio, que produce un haz de electrones que son
acelerados al aplicar un potencial negativo (100 kV — 1000 kV) y dirigidos por las lentes
condensadoras sobre la muestra. Una parte de los electrones chocan y rebotan,
mientras que otros atraviesan la muestra son recogidos y focalizados por la objetivo
formando la imagen en una pantalla fluorescente. Gracias a la lente proyectora la

imagen podra ser aumentada alin mas [Williams y cols., 2009].

Por otro lado, en el microscopio electrénico de barrido se hace incidir un delgado
haz de electrones acelerados sobre una muestra opaca a los electrones (Figura 22b).
Este haz se focaliza sobre la superficie de la muestra de forma que realiza un barrido
de la misma. La sefial emitida por los electrones retrodispersados se recoge mediante
un detector y se amplifica para cada posicién de la sonda, mostrando la topografia de

la muestra.

La determinacién del tamafio medio de particula (+ desviacidn estdndar) se obtuvo
mediante espectroscopia de correlacién de fotones (PCS) (Malvern 4700 analyzer,
Malvern Instruments, Inglaterra). Esta técnica se basa en el analisis de la funcién de
autocorrelacion de la luz laser dispersada por la suspension de particulas en
movimiento térmico. La determinacion es independiente de factores externos, salvo la
viscosidad y la temperatura del medio y, como hace que las orientaciones de las

particulas sean aleatorias, minimiza cualquier posible efecto de su forma (Figura 25).
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Figura 25. Esquema de la determinacién del tamaino mediante espectroscopia de

correlacién de fotones.

4.1.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para visualizar las nanoparticulas en el microscopio electrénico de transmisién se
prepararon suspensiones diluidas en etanol, mediante ultrasonidos. A continuacidn, se
tomd una gota de esta suspensidn con una pipeta Pasteur y se depositd sobre una
rejilla de cobre y se dejo evaporar el solvente en condiciones ambientales durante 12

horas. La rejilla asi preparada se introdujo en el microscopio.

Para la preparacién de las muestras, estas se transfieren a un contenedor porosoy
se fija con tetradxido de osmio, se deshidratan de manera gradual con dilusoluciones
de etanol al 10%, 20%, 30%, etc, hasta llegar al etanol 100%. A continuacion, las
muestras se secan al aire, y seguidamente se procede a adherirlas a una base metdlica

y se recubre con una aleacién de oro-paladio [Hayat, 1974].

Bajo las condiciones de formulacién indicadas para cada una de las nanoparticulas,
se analizaron muestras de suspensiones acuosas diluidas (= 0.1%, p/v) de cada una de

ellas, fijando el angulo de scattering en 60°.
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En la figura 24 (a y d) puede apreciarse que las particulas de magnetita presentan
una morfologia cubica, un tamafio inferior a 20 nm y una superficie aparentemente
lisa. Las NLS obtenidas (Figura 24 b y e) presentaron una morfologia ovalada con
tendencia a esférica y una superficie lisa. En el caso de las NLSM (Figura 24 c y f), se
puede observar que la inclusidn de las particulas magnéticas en el nucleo es completo
y patente. Como puede establecerse por comparacién entre la figura 24b y la figura
24c, los nucleos de magnetita quedan embebidos en la matriz lipidica coincidiendo con
la morfologia de las NLS puras. Es mas, las microfotografias de ESEM (Figura 24 d, e y f)
muestran como externamente las NLS puras y las compuestas son indistinguibles, y
claramente diferentes a las particulas de Fes04. Estas microfotografias definen la gran

eficacia del recubrimiento de los nucleos magnéticos por el lipido biodegradable.

La muestra de nanoparticulas de Fes0,4 fue sonicada previamente durante 5
minutos. El tamaifio medio determinado de estas particulas fue 12 + 2 nm, por lo que

pueden considerarse superparamagnéticas [Lopez-Lépez y cols., 2005].

El tamafio de NLS medio obtenido es de 114 + 12 nm, muy apropiado para la via

de administracién parenteral [Arias y cols, 2010a].

Finalmente, el anadlisis del tamafio de las NLSM permitié confirmar el pequefio
tamafio de éstas observado en microscopia electréonica. El tamafio medio y la

desviacion estandar determinados es 171 + 20 nm.

El método de sintesis seguido permite la incorporacién de un nicleo magnético sin
importar la naturaleza hidrofébica del farmaco, ademas de conseguir un tamafio
adecuado para la via de administracién parenteral [Igartua y cols., 2002; Miller y cols.,

1996].

Si bien las condiciones de sintesis ya descritas son las que posibilitan el mayor

rendimiento en la obtencidn de NLSM, para llegar a esta conclusién fue necesario el
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analisis del efecto que tienen las diferentes proporciones de masas TG:Fe;0,4 sobre el
resultado de la sintesis. En concreto, variamos las proporciones de TG:Fe304 desde 1:4

a 4:1, manteniendo el resto de la metodologia como ya se ha indicado.

El rendimiento de la reaccion de sintesis fue calculado mediante la ecuacién 1:

Rendimiento = masa total o‘b‘tenida de NLSM (mg) . 100 (1)
masa total utilizada de material (mg)
1:4 170+ 30 Esférica Muy buena 16+4
2:4 175+ 35 Esférica Muy buena 24+3
34 160 £ 40 Esférica Muy buena 405
4:4 185 + 25 Esférica Muy buena 59+5
4:3 170+ 40 Esférica Muy buena 68+4
4:2 180+ 40 Esférica Muy buena 93+3
4:1 165 +35 Esférica Razonable 51+6

Tabla 5.Efecto de la proporcion de masas iniciales TG:Fe;0, en la geometria, redispersion

y rendimiento de sintesis (%) de las NLSM.

El analisis de la influencia de esta relacion de masas iniciales TG:Fe304 sobre el
rendimiento de la sintesis, permiti6 comprobar que este era mdaximo para una

proporciéon 4:2 (= 93 %), seguido de la proporcién 4:3 (= 68 %) (Tabla 5).

En estudios previos de nuestro grupo de investigacion se ha puesto de manifiesto
que cuando hay un exceso en la cantidad de nucleos magnéticos utilizados con
respecto al material de recubrimiento, como ocurre en el caso de las proporciones
inferiores, puede esperarse que un gran numero de nanoparticulas de Fe304 no
gueden englobadas en la matriz que se forma [Arias y cols., 2001, 2006, 2008a]. Asi, el

rendimiento de la sintesis serd menor. Por el contrario, si la relacion es 4:1 la cantidad
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de lipido serd mucho mayor, y por tanto, no se formaran NLSM en cantidad suficiente,
consiguiendo un bajo rendimiento. Ademas, de acuerdo con lo observado en estudios
anteriores [Arias y cols., 2001, 2006, 2008a], a medida que se incrementa la cantidad
de material de recubrimiento con respecto a la masa de Fes04 el grosor del
recubrimiento de los nucleos magnéticos tiende a ser algo mayor. Esto podria tener
como consecuencia interesante que la cantidad de farmaco vehiculizada por las NLSM
sea mayor, al aumentar el grosor (o, lo que es lo mismo, la cuantia) del lipido que
forma parte de éstas. El hecho de que el sobrenadante de las nanoparticulas
compuestas obtenidas con la relacion 4:2 sea totalmente transparente, hace pensar
que todo el material utilizado en la formulaciéon de NLSM se ha transformado en estas
nanoparticulas compuestas. De hecho, el rendimiento es = 93 % (tabla 4). Por ultimo,
pensamos que cuando hay un exceso de Fe304 sobre el lipido (en concreto, en la
relacién 3:4) todo el triglicérido utilizado pasa a formar parte de los recubrimientos de
los nucleos magnéticos. Sin embargo, este exceso en FesO, hace que haya nucleos
magnéticos no recubiertos que permaneceran aislados en suspensién, haciendo que el
rendimiento de la sintesis sea inferior al obtenido con la relacién de masas 4:2. Por
ello, estas fueron las condiciones utilizadas en todo el resto del trabajo de sintesis de

NLSM.

4.2. ESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA

4.2.1. DIFRACTOMETRIA DE RAYOS X

Los rayos X son radiaciones electromagnéticas con energia fotdnica entre 100 eV y
100 keV. Si bien, en difractometria de rayos X se usan solo radiaciones de onda (hasta
0.1 A). Ya que su longitud de onda (A) es similar al tamafio de los atomos, estas

radiaciones son ideales para ver la disposicién de los dtomos y moléculas en muchos
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materiales. Los rayos X penetran profundamente en la materia, ddandonos por tanto
importante informacién sobre su estructura. Los rayos X se generan cuando un haz de
electrones acelerados bombardea un campo de alta tension fijo o estacionario. El haz
de electrones choca contra los dtomos del material emitiendo un espectro continuo de
rayos X. Los atomos altamente energéticos por ionizacién expulsan electrones a la
capa inferior y cuando ésta se llena emite un fotdn que informa de las caracteristicas
del material objeto de estudio. Puede decirse, por lo tanto, que la difraccion es el
fendmeno de dispersidn de rayos X en el que participan todos los 4&tomos del material

irradiado (Figura 26).

b ‘ Haz

A <. difractado
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Figura 26. Esquema de la difraccién de rayos X por los planos de atomos.

Si bien se utilizan tubos de rayos X en su produccién, actualmente la fuente
preferida es la radiacion sincrotréon emitida por electrones o positrones que viajan a la

velocidad de la luz.
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Como hemos comentado, los rayos X interactian con los electrones de los 4&tomos
del material. Cuando el fotén generado choca con los rayos X, algunos se desvian

generando una [Als-Nielsen y McMorrow, 2001; Bowen y Tanner, 1998; Drenth, 2007]:

& Dispersion elastica: la longitud de onda de los rayos X dispersados no cambia,
por lo que no pierden energia. Estos son los que se miden en difractometria ya que

dan informacion sobre la distribucion de los electrones en los materiales.

& Dispersion ineldstica: los rayos X transfieren parte de la energia a los

electrones, por lo que la longitud de onda cambia.

En una muestra cristalina la difractometria produce un campo de rayos difractados
compuesto por interferencias que existen en la muestra y caracterizado por la
distribucién de la interferencia frente al haz de electrones y por la intensidad de las
interferencias, que a su vez depende del instrumento de medicién, de la estructura del
material difractante, de la absorcién frente al haz de electrones y del grado de

perfeccidn de la red cristalina.

La difraccién de rayos X de muestras de polvo es el método mas usado para la
caracterizacion de materiales. En este caso, la muestra generalmente es un polvo
formado por finos granos de material cristalino, sélidos policristalinos o particulas en
suspension en liquidos. En un polvo los dominios cristalinos estan orientados al azar,
por lo que el patréon bidimensional da una serie de anillos concéntricos de dispersién
de los picos correspondientes a las diferencias de espaciamiento de la red cristalina. La
posicién, intensidad, ancho y forma de los picos se usa para determinar la estructura.
Esta fase de identificaciéon es la mas importante ya que las propiedades del material

dependen de la estructura.

Los triglicéridos pueden encontrarse en tres formas polimorfas, a, B’ y B (Figura

27) [Bunjes y cols., 2007]. La forma B es la mas estable termodindmicamente, seguida
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de la B’ vy la a. Estas se caracterizan por diferentes empaquetamientos de las cadenas
lipidicas, diferentes angulos de inclinacién de las cadenas lipidicas, en lo que concierne
a las capas moleculares del glicérido, y las diferentes densidades. Los diferentes
empaquetamientos conllevan reflexiones de rayos X caracteristicas permitiendo su
identificacion. Se observan con frecuencia las formas a y B en los triglicéridos
saturados, tanto en polvo cristalino como en dispersiones coloidales [Bunjes y cols.,
2003; Timms, 1984; Westesen y cols. 1993, 1997], donde la forma B’ ocurre bajo

condiciones especiales [Kellens y cols. 1991].

(a) (b) (c)

| A

Modificacion a Modificacion B Modificacion B’

Figura 27. Representaciéon esquematica de los difractogramas de rayos X de los diferentes

polimorfismos de los triglicéridos.

La modificacion P’ se observa en triglicéridos complejos y en mezclas de
triglicéridos, donde a menudo representa la forma estable de almacenamiento

[Jenning y cols., 2000; Schubert y Miller-Goymann, 2005; Westesen y cols., 1997].

La difractometria de rayos X permite comparar de forma cualitativa los tres tipos
de particulas que hemos sintetizado [Billmeyer, 1975; Suryanarayanan, 1995], ademas
de evaluar el tipo de red cristalina que lo caracteriza. Nuestro objetivo es confirmar
gue el difractograma de rayos X de las NLSM recoge las peculiaridades de los dos tipos
de materiales que las componen. Esto seria una prueba evidente de la eficacia del

método de formulacidon desarrollado. Ademads, pretendemos comprobar que la
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estructura cristalina de los nucleos de magnetita no sufre alteracion alguna al ser
englobada en la matriz de lipidica. Esto es muy importante ya que una alteracion de

este tipo podria llegar a condicionar las propiedades magnéticas de la NLSM.
4.2.1.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este tipo de trabajo experimental debe cuidarse muy bien la preparacién de la
muestra, para asi conseguir datos reproducibles y fiables. Los puntos criticos son el
tamafio cristalino, la orientacion preferida de la muestra en el soporte y, la
coplanaridad de la muestra y el soporte superficial. Al depositar una muestra
pulverizada en un soporte de rayos X, la distribucién del cristal puede no ser al azar,
produciéndose lo que se llama orientacidn preferida de la muestra. Esto puede afectar
a la orientacidon de los cristales y, de esta forma, ejercer un efecto negativo en el
anadlisis del material. Para minimizar en lo posible la aleatoriedad con la que se
produce este fendmeno, los soportes que se utilizan comunmente son platos
rectangulares de aluminio o vidrio, que contienen una ventana rectangular en la que se

empaqueta el polvo.

Para la preparacién de la muestra, se desecan las nanoparticulas recién
sintetizadas en una estufa de desecacién [P-Selecta, Espafia] a 40 + 0.5 °C. Se trituran
hasta obtener un fino polvo homogéneo y mediante una prensa se compacta el polvo
obtenido. La masa utilizada en el andlisis (= 0.5 g) fue la misma para todos los

materiales.

Los difractogramas de rayos X de los tres tipos de materiales (Fes04, NLS y NLSM)
se realizaron mediante el método de Debye-Scherrer. El dispositivo empleado fue un
difractdmetro de monocristal con detector de area Brucker Smart Apex (Estados

Unidos), utilizando una longitud de onda de 1.5405 A (Cu-K,).
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Figura 28. Difractograma de rayos X de (a) las nanoparticulas de Fe;0, (figura insertada:
patrén ASTM de difraccion de rayos X de la Fe;0,), y (b) de las NLSM (preparadas partiendo de
una relacién de masas TG:Fe;0, de 4:2) (figura insertada: difractograma de rayos X de las NLS).

La intensidad se expresa en unidades arbitrarias (u.a.).
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En la figura 28 se recogen los difractogramas obtenidos. Al comparar los
difractogramas de la magnetita y de las particulas compuestas con el patrén de la
American Society for Testing and Materials (patron ASTM) de la magnetita (ver el
detalle de la figura 28a), se comprueba la perfecta coincidencia de las lineas del
difractograma con las del patréon, lo que permite identificar la muestra como
magnetita. Estos picos también se observan en el difractograma de rayos X de las
NLSM (Figura 28b), demostrando la elevada cristalinidad del éxido de hierro (tamafno
de gramo = 300 A), incluso tras ser recubierto por el lipido. El caracter cristalino del

trimiristato de glicerol también se observa en los difractogramas (Figura 28b).

Es muy interesante comprobar cémo los picos caracteristicos del trimiristato de
glicerol se encuentran presentes en el difractograma de rayos X de las nanoparticulas
compuestas, aunque con una menor intensidad. Esto es légico si consideramos que a
igualdad de masa utilizada en el andlisis, la cantidad de lipido presente en la muestra
de NLSM debe ser menor. Consideramos también que los resultados ofrecen una

nueva prueba de la eficacia de la metodologia de formulacién de las NLSM.

4.2.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS POR TRANSFORMADA DE
FOURIER

El objetivo que pretendemos con el andlisis de las nanoparticulas en el infrarrojo
es conferir a nuestro estudio una nueva prueba de la eficacia de la metodologia de
sintesis de las NLSM. Estas nanoparticulas deben tener un espectro de infrarrojos en el
gue aparezcan las bandas caracteristicas del trimiristato de glicerol, junto con la banda
propia de la Fe304. De esta manera, quedara demostrado que las particulas magnéticas

compuestas estan constituidas por Fe30,4 y trimiristato de glicerol.
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La radiacidn infrarroja se encuentra localizada en el espectro electromagnético
entre la zona del visible y la zona del microondas. Una molécula organica absorbe y
convierte la radiacién infrarroja entre 4000 y 400 cm™ en energia de vibracién
molecular. Esta absorcion es cuantificable y el espectro aparece en forma de bandas
porque un cambio simple de energia vibracional viene 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). La intensidad de las
bandas pueden expresarse como transmitancia (T) o absorbancia (A). Hay dos tipos de
vibraciones moleculares: la vibracidn de elongacion y la de flexion. En el infrarrojo sélo
podemos observar las vibraciones que provocan un cambio ritmico en el momento
dipolar de la molécula. En general, los grupos funcionales que tienen un dipolo intenso

dan absorciones fuertes en el infrarrojo [Silverstein Ry Webster FX, 1998].

La utilizacidn del espectro de infrarrojos por si mismo debe servir para confirmar
cualitativamente la formacion de los nanocompuestos. La frecuencia o longitud de
onda de absorcién depende de las masas relativas de los atomos, las constantes de
fuerza de los enlaces, la geometria de los dtomos y el entorno. Una molécula simple
puede generar un espectro extremadamente complejo, caracteristico de la molécula
entera (excepto los enantiomeros). No se puede realizar un tratamiento preciso de las
vibraciones de una molécula compleja. Por este motivo, el espectro de infrarrojos debe
interpretarse a partir de la comparacién empirica y la extrapolacién a estudios de
moléculas sencillas, ya que hay determinados grupos de dtomos que generan bandas
de igual o similar frecuencia independientemente de la estructura del resto de la
molécula. Estas bandas caracteristicas permiten obtener informaciéon estructural
mediante simple inspeccion y referencia a tablas de absorcidn caracteristica de grupos

funcionales (Tabla 6) [Silverstein y Webster, 1998].
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|
— CIZ—H Alcanos 2800 - 3000
| Alquenos,
— C—H aromaticos 3000-3100
=C—H Alquinos 3300
3600 — 3650 (libre)
O—H Alcoholes, fenoles 3200 — 3500 (unién a - H) (extremo)
/° ,
— C\ Acidos carboxilicos 2500 -3300
O—H
L [\ll—H Aminas 3300 — 3500 (doble para NH,)
O
I Aldehidos 2720 2820
—C—H
| ‘ Alguenos 1600 — 1680
I ‘ Aromaticos 1500 — 1600
—C=C—H Alquinos 2100-2270
O Aldehidos, cetonas
| - PN 1680 — 1740
acidos carboxilicos
- C_
— C=N Nitrilos 2220-2260
C—N Aminas 1180 - 1360
—C—H Alcanos 1375 (methyl)
—C—H Alcanos 1460 (metilo y metileno)
—C—H Alcanos 1370y 1385 (rotura de isopropilo)

Tabla 6. Frecuencias de absorcion de los enlaces mas comunes.
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En un espectro de infrarrojos se diferencian tres zonas caracteristicas [Silverstein y

Webster, 1998]:

- La region de los grupos funcionales de la molécula (de 4000 a 1300 cm™). De
forma general, si no hay absorcién en esta zona puede considerarse que la molécula

carece de grupos funcionales.

- La zona de la huella dactilar (1300 a 900 cm™). La absorcién en esta region es

Unica para toda especie molecular.

- En la regiéon comprendida entre 900 y 650 cm™ no suelen aparecer bandas de

absorcidn. Esto es indicativo de que la molécula tiene una estructura no aromatica.
4.2.2.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para el analisis de las muestras, las nanoparticulas recién sintetizadas se desecan
en una estufa de desecacidn [P-Selecta, Espafia] a 40 + 0.5 °C, y se trituran hasta
obtener un fino polvo homogéneo, del cual se toma una pequefia cantidad de material
(0.5 - 1.0 mg) y se deposita en el instrumento. Con ayuda de la prensa del equipo, se
compacta la muestra hasta conseguir ejercer una presion adecuada para la realizacién

del andlisis.

Para la obtencién del interferograma se utiliza un espectrometro de infrarrojos
con una resolucion de 1 cm™ (SpectrumTwo, Perkin Elmer, Estados Unidos). La técnica
implica la division de la radiacién que contiene todas las longitudes de onda (en
nuestro caso: 4000 — 450 cm™) en dos rayos. Uno tiene un camino dptico fijo y el otro
variable (a través de un espejo movil). La superposicién de los rayos dara lugar a un
patron de interferencias que por transformada de Fourier se convierte en un punto en

el dominio de la frecuencia. El paso de la radiacidn a través de una muestra permitira
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obtener un espectro de infrarrojos completo, lo que hace que el material a analizar

guede expuesto a una banda amplia de energia [Silverstein y Webster, 1998].

En la figura 29 se recoge el espectro de infrarrojos por transformada de Fourier
(FTIR) de los tres tipos de nanoparticulas (Fes04, NLS y NLSM). Su analisis constituye
una nueva prueba de la eficacia del recubrimiento ya que permite la identificacidon de

los grupos funcionales del lipido en las nanoparticulas compuestas.

Transmitancia (%)

B

3000 2500 2000 1500 1000 500
Niumero de onda (cm )

0 —
4000 3500

T T

Figura 29. Espectro de infrarrojos por transformada de Fourier de las nanoparticulas de
Fe;0, (-0-), NLS (linea negra), y NLSM (linea gris, preparadas partiendo de una relacién de

masas TG:Fe;0, 4:2).

En concreto, las bandas observadas son:

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

de su proceso de manipulacion. Se localiza a 3388 cm™.
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- B: grupo de dos bandas que corresponden a la vibracidon de estiramiento del
enlace C-H de la molécula. En el lipido, a 2937 cm™ se localiza la banda caracteristica
de la vibracién de elongacion asimétrica del grupo CH, (vas CH,) y a 2888 cm™

observamos la perteneciente a la vibracion de elongacién simétrica del CH, (vas CH,).

- C: banda que corresponde a la vibracién molecular del enlace C=0 del lipido

(aparece a 1750 cm™).

- D: banda que corresponde a la vibracién de flexién asimétrica del CH, (vas CH5).

En las particulas lipidicas se localiza a 1469 cm™.

- E: grupo de dos bandas correspondientes a la vibracidn de flexién del enlace O-
H (1345 cm™) y a la vibracion de elongacién del enlace C-O (1281 cm™) del acido

carboxilico de la molécula.

- F: banda correspondiente a la vibracién de elongacion del enlace C-O del

alcohol primario del lipido (1242 cm™).

- G: grupo de tres bandas que aparecen a 1150, 1111 y 1061 cm™, que
corresponden a la vibracion de elongacion y flexion del grupo C-CO-C, y que resulta de

la vibraciéon de elongacion y flexion de la cadena C-C-C presente en este grupo quimico.
- H:a961lcm™ aparece una banda media caracteristica de un alcano.

- |: banda perteneciente a la vibracidn de oscilacién del CH, (pCH,), se observa a

840 cm™ y es propia de una cadena larga de CH,.
- J:a 750 cm™ aparece una banda caracteristica del triglicérido.

- K: ausente en el espectro de las NLS puras. A 602 cm™, aparece una banda

ancha e intensa caracteristica de la absorcion en la Fe304 [Lyon, 1967]. Se trata de la
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frecuencia “Restrahl” (o rayo residual), de maxima absorbancia de cristales iénicos (o

parcialmente idnico) en el infrarrojo [Gartstein y cols., 1986].

4.2.3. ANALISIS TERMICO

El andlisis térmico consiste en el registro de todos los cambios que se dan en una
muestra sélida sometida a variaciones controladas de temperatura. Estas medidas
pueden dar informacién sobre el punto de fusidn, capacidad térmica, calor de reaccién
o calor de fusidén y otras transiciones de fase, variaciones reoldgicas y por ultimo,

podemos registrar pérdidas de peso por deshidratacién o desolvatacion.

En quimica, el estudio del estado sdélido de los farmacos comprende: i) la
determinacién de las propiedades fisicas de polimorfos y solvatos, ii) las
transformaciones fisicas entre polimorfos y solvatos, iii) las reacciones quimicas en
estado sélido y iv) las reacciones sdlido-sélido que se dan en las preparaciones
farmacéuticas [Byrn y cols., 1999; Trasi y Byrn, 2012]. Todo esto demuestra que la
comprensién de la estructura molecular del estado sélido puede llevamos a un mejor
disefio y control de las preparaciones farmacéuticas, es por esto que la caracterizacion
del estado sdlido junto con el estudio de las propiedades fisicoquimicas es
imprescindible en la industria farmacéutica [Guo y Huang, 2004; Vippagunta y cols.,
2002]. El conocimiento del estado sélido es la primera prioridad ante el disefio de una
forma de dosificacion ya que estas caracteristicas influyen en su seguridad y eficacia

[Allen, 2008; Aulton, 2002; DiFeo, 2003].

Dentro de las técnicas de andlisis térmico podemos encontrar (Tabla 7) [Budrugeac

y cols., 2003, 2004; Cucos y cols., 2011]:
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Masa Andlisis termogravimétrico TGA
Temperatura Andlisis térmico diferencial DTA
Entalpia Calorimetria diferencial de barrido DSC

Dimensiones Termodilatometria

Propiedades mecanicas Andlisis termomecdnico TMA
Propiedades dpticas Termomicroscopia HSM
Propiedades magnéticas Termomagnetometria ™

Propiedades eléctricas Termoelectrometria

Propiedades acusticas Termosonometria TS
Evolucidon de gas radioactivo Analisis térmico de emanacién ETA
Evolucién de particulas Analisis de termoparticulas TPA

Tabla 7. Principales técnicas de analisis térmico.

Los fendmenos térmicos que pueden tener lugar con la variacion de temperatura

se resumen a continuacion:

A (s1) = Al(s))

Transicion de fase

A (s1) = A(l)

Fusion

A(s1)) = A(g)

Sublimacion

A (s1) = B (s) + gases

A (s1) = gases

Descomposicion térmica
Descomposicién radiolitica

A (cristal) = A (goma)

Transicion vitrea

A(s)+B(g)= C(s)

Oxidacién

A (s) + B (g) = gases

Combustidn
Volatilizacién

A (s) + (gases); = A (s) + (gases),

Catalisis heterogénea

A(s)+B(s)= AB(s)

Adicion

AB (s) + CD (s) = AD (s) + CB (s)

Descomposicién doble

Tabla 8. Fendmenos térmicos
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Entre las técnicas existentes, se han utilizado la DSC y el TGA.
4.2.3.1. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO

A fin de caracterizar los posibles cambios estructurales que pueden presentar las
nanoparticulas con la variacién de temperatura, se realizaron los ensayos de DSC de las

muestras en polvo de las particulas sintetizadas.

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica termoanalitica que tiene
como proposito registrar la diferencia entre el cambio de entalpia que ocurre en una

muestra cuando la temperatura aumenta.

El principio de la DSC convencional es simple: un material se calienta, se enfria o
sufre transiciones isotérmicas que se analizan en funcién del tiempo y la temperatura
[Ford y Timmins, 1989]. A consecuencia del calentamiento pueden darse dos

situaciones:
- No se produce ningun tipo de cambio.

- La muestra experimenta una transformacion fisica. Puede absorber calor al
sufrir un proceso endotérmico, o bien, puede eliminar calor al producirse un proceso

exotérmico.

La DSC se utiliza para medir el flujo de calor en el interior y exterior de la muestra,
y para determinar la temperatura del fendmeno térmico durante una variacidn

controlada de la temperatura.
La variacidon de temperatura puede medirse por dos técnicas:

- DSC por flujo de calor: el aparato (DTA) mide la diferencia de temperatura y

mediante calibracién, esta temperatura es convertida en un flujo de calor (dg/dt). En
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cada caso si la calibracion es constante, el area del pico es convertida en energia

(Julios) variando el factor térmico con la temperatura.

- DSC por capacidad de compensacién: el aparato (DSC) monitoriza la velocidad
de calentamiento de 2 fuentes de calor separadas e individualizadas. Un sistema
controla la diferencia de temperatura entre la muestra y el patrén. Si se detecta
cualquier diferencia, la velocidad de calentamiento individual se corrige de forma que
la temperatura se mantenga igual en ambos recipientes. Es decir, cuando se produce
un proceso endotérmico o exotérmico el instrumento libera energia de compensacién

para mantener la misma temperatura en ambos casos.

Concretando, en la medida por flujo de calor es esencial la medida de la
temperatura mientras que en la medida por capacidad de compensacion es esencial la

medida de la energia.
En un termograma DSC se puede distinguir:

- Transiciones de primer orden: fusién, cristalizacién, sublimacion, evaporacién.
Para estas la integracién de la curva da informacién de la energia implicada en el

cambio de fase.

- Transiciones de segundo orden: para las que la sefial da informacién sobre el
cambio de calor especifico. Por ejemplo, cambios de forma de cristales poliméricos

(polimerizacion).

En funcidon de la capacidad de perder o emitir energia en forma de calor
diferenciamos entre procesos: i) endotérmicos (fusion, evaporacion, sublimacién o
desolvatacion) que necesitan energia para mantener el equilibrio en el horno; v, ii)
procesos exotérmicos (cristalizacion o degradacién) que consumen energia para

mantener el equilibrio, es decir, liberan energia. Otros procesos como los cambios de
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fase o la descomposicidon pueden ser tanto endotérmicos como exotérmicos [Gaisford,

2010].

La DSC es una técnica util en el control de la pureza de los productos de
cristalizacidn, para los andlisis farmacéuticos y en el control de calidad de productos
farmacéuticos (pureza, solvatos e hidratos, humedad, estabilidad y compatibilidad con

excipientes, etc.).

El principio basico de esta técnica se basa en que cuando la muestra experimenta
una transformacién fisica o quimica, por ejemplo una transiciéon de fase, se necesitara
gue fluya mas (o menos) calor a la muestra que a la referencia para mantener ambas a
la misma temperatura. El que fluya mas o menos calor a la muestra depende de si el
proceso es exotérmico o endotérmico. Por ejemplo, cuando la muestra experimenta
procesos exotérmicos (tales como una cristalizacion) se requiere menos calor para
alcanzar la temperatura de la muestra. Con la diferencia de flujo calorifico entre la
muestra y la referencia, los calorimetros DSC pueden determinar la cantidad de calor
absorbido o eliminado durante dichas transiciones. El DSC puede ser utilizado también

para determinar la presencia de reacciones y contaminacién, entre otras.

Los termogramas DSC aportan informaciéon sobre el comportamiento de un
compuesto en particular cuando es sometido a una variacién térmica. En ellos, los
fendmenos térmicos quedan registrados como picos endotérmicos y exotérmicos, de
los cuales puede obtenerse informacién cualitativa y cuantitativa. En estos
termogramas se registran fendmenos como el punto de fusién, punto de ebullicién,
presencia de solvatos, formaciéon de cristales liquidos, transiciones vitreas vy
transiciones polimdrficas. Ademas, se pueden determinar variaciones de entalpia (AH)
asociadas a una transicion, que son funcién del area del pico y del peso de la muestra
analizada. Los picos obtenidos con esta técnica tienen una forma general: el ordenador

acoplado al aparato de DSC da el flujo de calor (dH/dt) en la ordenada y, en funcién del
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instrumento, los picos de la misma naturaleza serdn representados todos en la misma

direccion (hacia arriba o hacia abajo).

4.2.3.2. TERMOGRAVIMETRIA

El andlisis termogravimétrico (TGA) asociado a la DSC sirve para diferenciar una
transicion de una degradacion o desolvataciéon La asociaciéon de estas dos técnicas
permite individualizar los eventos térmicos asociados a una variacién de peso a
consecuencia de una deshidratacién o a la liberacion de productos gaseosos
consecuencia de una descomposicion, de esta forma podemos asociar los picos

presentes en el termograma de la DSC a un evento concreto.

En termogravimetria, el cambio de la masa de la muestra puede determinarse en
funcion de la temperatura o el tiempo. El instrumento utilizado es basicamente una
termobalanza que pesa la muestra constantemente durante el andlisis. El instrumento
es capaz de registrar la pérdida o ganancia de masa en funcidn de la temperatura y el

peso que registra la balanza.

En muchos instrumentos podemos obtener también la curva de DTG que es la
velocidad a la que se observa el cambio en la masa. Esta curva corresponde con un
punto de inflexién de la curva de la TGA en la cual la masa se pierde o se gana de
forma muy rapida. El drea bajo la curva de esta es proporcional al cambio de masa
mientras la altura del pico nos proporciona la velocidad de cambio de masa. La ventaja
de esta DTG es que permite la localizacion exacta del final de un proceso de
desolvatacion si la descomposicion sigue a la desolvatacion gracias al punto minimo de

la curva.

Con el fin de controlar la estabilidad del sistema, se debe establecer una linea de

base en el punto de sensibilidad mayor para todas las velocidades de calentamiento en
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el intervalo de la temperatura de andlisis. La temperatura en los distintos puntos
depende de la velocidad de calentamiento, la cantidad de material, el tipo de

recipiente y el flujo de gas.

Esta técnica tiene un gran numero de aplicaciones farmacéuticas, es util para
determinar las perdidas en materiales himedos y formas de dosificacién por
desecacion, para determinar el solvente y los solvatos atrapados en un compuesto

solido.

Las curvas analiticas obtenidas por esta técnica también se llaman termogramas.
Son isotermas de absorcién o liberacién de agua, en condiciones de humedad relativa

controlada, construidas gravimétricamente o volumétricamente.

Los métodos gravimétricos requieren: j) una muesca seca, ii) una muestra a
temperatura constante, iii) humedad relativa constante y iv) alcanzar y medir la

medida del equilibrio del peso del vapor acuoso absorbido.

La medida gravimétrica de la humedad absorbida puede calcularse de forma
continua o discontinua, en la medida continua la muesca estd en condiciones de

temperatura y humedad relativa controladas.

Por el contrario, los métodos volumétricos requieren: i) una muestra seca, ii) una

muesca a temperatura constante vy jii) la medida de la presidn de vapor.

Se asume que las pérdidas de peso atribuidas al agua pueden distinguirse de las
debidas a otras causas mostradas por la curva de la DSC. La curva del TGA, suele
expresar la pérdida de la masa inicial en porcentaje, por lo que para determinar la
cantidad de agua en la sustancia, hay que calcular la masa de cada componente y
evaluar el numero de moles de agua en la sustancia, tal y como se observa en la

siguiente ecuacion:
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moles H,0 (g H,0 perdida) /(18 g/mol)
moles sustancia (g muestra — g H,0 perdida)/(PM sustancia)

(2)

La estequiometria determinada por el TGA puede usarse junto a la entalpia de
deshidratacién establecida con la DSC para definir el grado de interacciéon agua-

sustancia.

4.2.3.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para la preparacién de las muestras, las nanoparticulas recién sintetizadas se
desecan en una estufa de desecacién [P-Selecta, Espafia] a 40 + 0.5 °C, y se trituran
hasta obtener un fino polvo homogéneo. Se utiliza una cantidad de muestra entre 5y
10 mg, que se deposita y encapsula en un crisol de aluminio de 50 uL de volumen, y se

sella con una tapa de aluminio con un orificio central.

Generalmente, el programa de temperaturas para un analisis DSC se disefia con
una rampa de calentamiento constante de tal modo que la temperatura del portador
de muestra aumenta linealmente como funcién del tiempo. Para la caracterizacién de
las nanoparticulas sintetizadas se utilizé el DSC Diamond, Perkin Elmer, con rango de

operacién habitual de 30 °C a 350 °C y rampa de calentamiento de 5 °C/min.

Los andlisis termogravimétricos se llevaron a cabo en un analizador
termogravimétrico (TGA) SHIMADZU mod. TGA-50H (Japdn). Los barridos de
temperatura se realizaron desde una temperatura inicial de 30 °C hasta una

temperatura final de 350 °C con rampas de calentamiento tipicas de 5 °C/min.

Los termogramas obtenidos son (Figura 30):
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Figura 30. Termogramas DSC (a) y TGA (b) superpuestos de NLS (linea roja), NLSM (linea

azul, de la relacién de masas TG: Fe;0, 4:2) y de las nanoparticulas de Fe;0, (linea verde).
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En el termograma de las NLS (Figura 30a) aparece un pico a 50.3 °C
correspondiente a la transicién vitrea de la particula. Se trata de una regién de
cambios drasticos y rapidos en las propiedades de esta nanoparticula. Es critica para el

procesamiento, almacenamiento y uso.

En el caso de las NLSM (Figura 30a) aparece un pico a 42.3 °C correspondiente a la
transicion vitrea de la particula. Esta temperatura es menor que en el caso de la

nanoparticula sola.

Tanto en el termograma de las NLS como en el de las NLSM, a 59.4 °C aparece una
endoterma de fusiéon que corresponde con el punto de fusidén del trimiristato de
glicerol. Supone la transicion del estado cristalino al estado amorfo del lipido, lo que

confirma el estado sélido cristalino del lipido en el interior de la nanoparticula.

La transformacion en la forma B estable del triglicérido, no sélo es inducida por
calentamiento del sistema hasta el punto de fusién de la forma a, sino que también
ocurre por debajo de esta temperatura con el transcurso del periodo de

almacenamiento desde su sintesis [Bunjes y cols. 2007].

Por otro lado, en el termograma de las NLSM, a 168.0 °C se observa un pico de
cristalizacién, lo que significa que a esta temperatura pasan del estado amorfo al
estado cristalino de nuevo, debido a la presencia de la magnetita. Por ultimo se
observa un pico exotérmico de oxidacién o descomposicién a 342.0 °C, el cual se
atribuye a la difusiéon de oxigeno en el nucleo de las particulas y la transformacion

completa a y-Fe,0s.

Como se puede observar (Figura 30b), las NLS no presentan particularidades
importantes en su termograma. El perfil termogravimétrico indica una drastica pérdida

de peso del 60% entre 250 y 350 °C debido a su combustién [Heiati y cols., 1998].
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En el caso de las NLSM, la pérdida de peso se da lentamente a medida que

aumenta la temperatura.

Por Ultimo la magnetita, a partir de 120 °C, sufre una ganancia experimental de
masa. Este proceso tiene asociado un efecto exotérmico (Figura 30b). A esta etapa se
le atribuye a la oxidacién superficial del Fe(ll) con la fase de formacién de maghemita

(y-Fe,03) [Sanders y Gallagher, 2003].

Dado que nuestro sistema no alcanzard temperaturas tan altas durante los
procesos tecnoldgicos a los que serd sometido normalmente, se puede afirmar su
notable estabilidad térmica, destacando ademas, que podra ser esterilizado con calor

sin sufrir descomposicion.

4.3. PROPIEDADES ELECTRICAS SUPERFICIALES

La mayoria de los sélidos adquieren carga eléctrica superficial (doble capa
eléctrica) cuando se dispersan en un disolvente polar (Figura 31) [Hunter, 1981, 1987;
Lyklema, 1987, 1995; van Olphen; 1977], por lo que la principal contribucion a las
propiedades de un sistema formado por la dispersidon de N particulas en 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: cada una de las particulas
tiene un potencial superficial, por lo que se produce una fuerza electrostatica repulsiva
entre las particulas. Esta fuerza tiene que compararse con la fuerza de otras
interacciones que deben o pueden existir entre ellas [Hunter, 1987]. En la mayoria de
los casos, las interacciones electrostaticas son las principales responsables de las

propiedades macroscdpicas de las suspensiones.
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La particula atrae iones de signo opuesto, solo una parte de estos iones quedan
firmemente adheridos a su superficie formando una capa de contraiones llamada capa
de Stern o capa fija. Los demas iones se distribuyen en distintos niveles de acuerdo a la
carga de la particula formando la capa difusa o de Gouy-Chapman. Hay un punto de la
capa difusa donde se iguala la carga, se denomina punto de neutralidad [Dukhin, 1974;

Lopez-Garcia y cols., 1996; Lyklema, 1995; Russel y cols., 1989].
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Figura 31. Descripcién de la doble capa eléctrica.

Los fendmenos electrocinéticos y las técnicas asociadas a ellos demuestran su

importancia. Son manifestaciones de las propiedades eléctricas de la interfase, y de

aqui que merezcan atencién por si mismas. Ademas, son una fuente de informacion
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importante, Unica en muchos casos, de estas propiedades eléctricas por poder ser

determinadas experimentalmente.

Como no se puede medir la carga de la particula, se mide la diferencia de potencial
gue hay entre la zona de separacién de la capa fija y de la capa difusa, y el punto de
electroneutralidad. A ese potencial se le denomina potencial zeta (), y es la verdadera
estimacion de la carga de la particula [Dukhin, 1974; Lépez Garcia y cols., 1996;

Lyklema, 1977].

La electroforesis (como los demds fendmenos electrocinéticos) constituye una
poderosa técnica para obtener informacidn directa sobre el estado eléctrico de la
interfase [Delgado, 2002]. En este trabajo hemos investigado la movilidad
electroforética (u.) de los tres tipos de nanoparticulas, como método de evaluacién de
la calidad y eficiencia del recubrimiento para las diferentes proporciones de masa
iniciales TG:Fe304 (1:4 a 4:1). Esto es posible dado que los comportamientos eléctricos
superficiales de la magnetita y del lipido trimiristato de glicerol son claramente
diferentes, como veremos. Por lo tanto, cabe la posibilidad de que los nucleos de éxido
de hierro adecuadamente incluidos en la matriz lipidica se puedan diferenciar de los no
incluidos, analizando su comportamiento electroforético. Idealmente, la nanoparticula
compuesta deberia incluso mostrar un potencial zeta idéntico a la de la nanoparticula

lipidica sdlida pura.

Dada la sensibilidad de la electroforesis a las caracteristicas de la interfase, esta
técnica puede ser Util para analizar el proceso de degradacién del lipido que recubre a
la magnetita en las nanoparticulas compuestas sintetizadas [Arias y cols., 2001;
Delgado, 2002]. Para ello, analizaremos la evolucién temporal de la movilidad
electroforética de éstas ultimas, como método de seguimiento de la degradacién de la

nanoparticula compuesta.
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4.3.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La determinacion del potencial zeta de las distintas suspensiones acuosas de
nanoparticulas se llevd a cabo utilizando un dispositivo Malvern Zetasizer 2000
(Malvern Instruments, Inglaterra). La medida esta basada en el andlisis de la
autocorrelacién de la luz laser dispersada por las nanoparticulas en movimiento. El
aparato utilizado permite determinar u. con errores del 5 % o menores. La
temperatura de medida (25 °C) se mantuvo constante (hasta + 0.2 °C) utilizando un

maodulo Peltier.

Las suspensiones estudiadas tenian una concentracion de nanoparticulas de
aproximadamente el 0.1 % (p/v). Antes de preparar la suspension se fijaba la
concentracion de electrolito (KNOs) deseada y se ajustaba, en su caso, el pH con HNOs
o KOH. Debido a la dificultad que presentaba el ajuste de ciertos pH, la preparacién de
las suspensiones se realizd cuando estos eran estables. De esta manera, evitamos que
las nanoparticulas estén demasiado tiempo en disolucién antes de medirlas, lo que
podria comprometer la estabilidad de sus propiedades eléctricas superficiales, al
favorecerse fendmenos de oxidacion y de degradacion [Arias y cols., 2001; Plaza y
cols., 2002]. Las medidas se realizaron tras 24 horas de contacto de las nanoparticulas
con el medio de dispersién a 25.0 + 0.5 °C y bajo agitacion mecdnica (50 rpm). Los

datos presentados son el promedio de 12 determinaciones.

En el caso del estudio de la estabilidad de las propiedades eléctricas superficiales
de las NLSM, las medidas de las movilidades electroforéticas (u.) se realizaron de igual
forma. La uUnica diferencia introducida fue la composicién del medio de dispersion de
las nanoparticulas (tampdn NaOH-KH,PO,4, pH = 7.4 + 0.1) y la temperatura de las
suspensiones (37.0 £ 0.5 °C).
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4.3.2. EFECTO DEL PH Y DE LA FUERZA IONICA SOBRE LAS PROPIEDADES
ELECTRICAS SUPERFICIALES

Las propiedades superficiales de los 6xidos de hierro son extremadamente
sensibles a las variaciones del pH [Plaza y cols., 2002], lo cual no es predecible en el
caso del trimiristato de glicerol debido a la naturaleza de los grupos responsables de su
carga (acidos carboxilicos libres) [Fattal y cols., 1997; Lince y cols., 2008; Sinha y cols.,
2004]. Por ello, centraremos en primer lugar nuestro estudio en el efecto del pH sobre

el potencial zeta de las nanoparticulas.

La figura 32a muestra el potencial zeta en funcién del pH bajo una fuerza iénica
moderada constante (KNO; 10 M). Como puede observarse, las nanoparticulas de
Fes0,4 presentan un punto isoeléctrico o pH de potencial zeta cero bien definido en
torno a 7, resultado que concuerda con investigaciones previamente realizadas [Arias y
cols., 2001; Matijevic, 2002; Plaza y cols., 2002; Regazzoni y cols., 1983]. El potencial
zeta de las NLS, a lo largo de todo el intervalo de pH, se encuentra por debajo de cero.
Puede observase un punto de inflexion en torno a pH = 6. Esta diferencia entre el
comportamiento electrocinético de los nucleos de FesO4 y las NLS convierten a la
electroforesis en una herramienta muy util para comprobar cualitativamente la
eficacia del recubrimiento confirmando de esta manera la obtencion de NLSM. De
hecho, la figura 32 muestra claramente cémo las NLSM (relacién de masas iniciales
TG:Fe304 4:2) presentan un comportamiento casi idéntico al de las NLS. Por lo tanto,
podemos concluir que el éxido de hierro se encuentra en la matriz lipidica, haciendo

que la superficie de las nanoparticulas compuestas sea indistinguible a las de las NLS.
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Figura 32. Potencial zeta (£, mV) de las nanoparticulas de Fe;O, (m), NLS (®), y NLSM (0),
de la relacidon de masas TG:Fe;0, 4:2) en funcién del: (a) pH en presencia de KNO; 10 M, y (b)
la concentracion molar de KNO; a pH 6. Las lineas son una guia visual y no tienen otra

importancia.
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Los resultados obtenidos pueden explicarse bajo el marco tedrico de que una
disminucion en el pH comprime la bicapa eléctrica e incrementa la adsorcién de
protones, traduciéndose en una disminucién de la carga y la estabilidad superficial
[Freitas y Mller, 1999; Kuo y Chen, 2007; Zimmermann y Miiller, 2001]. Por lo tanto,
un incremento en el valor de pH conlleva un incremento de la cantidad de carga
negativa en la superficie de las NLS. A medida que el pH desciende se electroneutraliza

de grupo —PQ,, dando lugar a una disminucion de la carga eléctrica de las NLS.

Un pH alto causa la saturacion de la carga eléctrica superficial por lo que no hay

diferencias en los valores de movilidad electroforética o de pH.

Para confirmar estos interesantes resultados determinamos el potencial zeta de
los tres tipos de coloides en funcidn de la concentracion de KNOs a pH = 6, siguiendo la
misma metodologia. Los resultados de este analisis se representan en la figura 30b. De
nuevo se observa de forma muy clara la similitud entre la electrocinética de las NLS y

de las NLSM, y las diferencias con respecto a la Fe30,.

Parece que la fuerza idnica del medio condiciona en menor medida el valor de
movilidad electroforética, ya que los valores aumentan ligeramente a lo largo de todo
el intervalo. Como se muestra en la figura 30b, a medida que la fuerza idnica

disminuye, el potencial zeta aumenta.

La técnica de electroforesis también fue utilizada, siguiendo la misma técnica y
rutina, para analizar las caracteristicas y la eficacia de la incorporaciéon en la matriz
cuando cambia la relacion de masas iniciales TG:Fe30, utilizada en la formulacién de

las NLSM.
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Figura 33. Histograma de valores de movilidad electroforética (ue, um-s'l/V-cm'l) de las
NLSMs formuladas segun diferentes relaciones de masa TG:Fe;0,4, en agua (a) y (b) en
presencia de KNO; 10 M. También se incluyen los valores de u, de las nanoparticulas Fe;0,y

de las NLS bajo ambas condiciones experimentales.
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La figura 33 muestra los valores de movilidad (ue) de las nanoparticulas
compuestas en un medio de dispersion acuoso, en ausencia (Figura 33a) o en
presencia (Figura 33b) de una fuerza iénica moderada constante (KNO3 10 M). De
forma muy patente, puede apreciarse como los valores de u, caracteristicos de los
nucleos magnéticos conducen hacia los de las NLS al aumentar la cantidad de lipido
utilizado en la relacién de masas iniciales TG:Fe30,, principalmente por encima de 4:3.
Por lo tanto, desde un punto de vista electroforético podemos justificar la utilizacion
de una relacién de masas iniciales 4:2 para la formulacién de las nanoparticulas
compuestas. Sélo asi los valores de u. de las NLSM son indistinguibles de las NLS y, por

lo tanto, la inclusién de los nucleos magnéticos en la matriz serd éptima y eficaz.

4.3.3. ANALISIS ELECTROCINETICO DE LA ESTABILIDAD DE LA
NANOPARTICULA LIPiDICA

La experiencia adquirida en nuestro grupo de investigacién en la caracterizacion
electrocinética de nanoparticulas magnéticas compuestas, nos hace pensar que la
técnica de electroforesis puede ser muy util para caracterizar la velocidad a la que la
NLSM se degrada y va dejando a la Fe304 expuesta a la disolucion [Arias y cols., 2001,
2005, 2006, 2007, 2008a, 2009a, 2010a, 2010b; Pérez-Artacho y cols., 2012]. Las
medidas electroforéticas de las suspensiones acuosas de Fe304 y de nanocompuestos
magnéticos (concentracion = 0.1 %, m/v) se realizaron reproduciendo las condiciones
fisioldgicas (pH 7.4 + 0.1, y 37.0 = 0.5 2C) (Malvern Zetasizer 2000, Malvern
Instruments Ltd., Reino Unido). El experimento se consideré finalizado cuando los
valores de movilidad electroforética (u.) de las NLSM coincidian con los de la

magnetita, sefal inequivoca de la pérdida del recubrimiento lipidico.
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Figura 34. Evolucién de los valores de movilidad electroforética (ue, pm-s™/V-cm™) de las
nanoparticulas de Fe;0, (m) y las NLSM (0), preparadas partiendo de una relacién de masas

TG:Fe;0, de 4:2) en funcidn del tiempo (horas) apH=7.4+ 0.1y a37.0 +0.5 °C.

En la figura 34, se aprecia como los valores de u. de la Fes0; permanecen
constantes durante todo el periodo del estudio (ue = -3.5 um-s'l/V-cm'l). Este valor
negativo de u, tan elevado podria atribuirse a la formacién en la superficie de la Fe304
de una fina capa de oxidacion (maghemita, un estado mds oxidado de ésta), como se
ha descrito en medios acuosos [Plaza y cols., 2002]. De hecho, los valores de u. de
nanoparticulas de maghemita (de igual tamafio a la FesO4; y bajo las mismas
condiciones experimentales) eran muy similares a los de nuestros nucleos de 6xido de

hierro (Ue= -3.6 um-s™/V-cm™).
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Es muy interesante comprobar en esta figura cémo los valores de u. de las NLSM
se aproximan progresivamente a los caracteristicos de los nucleos magnéticos. En
concreto, se hacen iguales tras 11 dias aproximadamente. A partir de entonces, no se
observan diferencias significativas entre la u. de ambos materiales. Por tanto, podria
decirse que la superficie de los nucleos de Fe;04 de los nanocompuestos queda cada
vez mas expuesta al medio de dispersion (de ahi los valores cada vez mas negativos de
Ue), por la degradacién progresiva del recubrimiento. Asi, cuando la cubierta de lipido

se pierde completamente, ambos valores de u, son indistinguibles.

Esta evolucién progresiva de u. hacia los valores tipicos de la Fes0,4, pone de
manifiesto cualitativamente que la velocidad de degradacién del lipido es lenta, lo que
ha sido asociado al alto grado de cristalinidad del nucleo lipidico y a la gran hidrofobia
de este lipido. En el caso de que el mecanismo de liberacion de un farmaco
vehiculizado en esta matriz sea consecuencia del proceso de degradacion de ésta, la
electroforesis se convierte en una herramienta cualitativa indirecta para caracterizar

ese proceso de liberacion.

4.4. TERMODINAMICA SUPERFICIAL

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

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

superficial: y~ (Lifshitz-van der Waals, representativa de las interacciones no polares

o dispersivas de la interfase), 7; (aceptor de electrones o &cido de Lewis) y 7
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(donante de electrones o base de Lewis). Estas dos ultimas contribuciones (polares)
contienen informacidn sobre interacciones de corto alcance, a las que se suele llamar
fuerzas de solvatacion, estructurales o, en caso de un medio acuoso, fuerzas de

hidratacion.

De esta manera, estimaremos asi la importancia de las contribuciones no
electrostdticas al balance total de la energia de interaccién entre las nanoparticulas de
los sistemas analizados. Para llevar a cabo esta determinacion, se utilizaran los datos
experimentales de los angulos de contacto formados por liquidos seleccionados con
nuestros tres tipos de sistemas: nanoparticulas de Fe304, NLS y NLSM. Ademds, se
prestard especial atencidn al analisis comparativo de la energia libre superficial de

estos materiales.

La principal interaccidn interfacial a tener en cuenta entre particulas coloidales
cargadas, inmersas en un medio acuoso, es la electrostatica (EL). Este tipo de
interaccion nos da idea del alcance e intensidad de la repulsiéon eléctrica entre
particulas. Sin embargo, también existen otro tipo de interacciones entre las moléculas
gue constituyen las distintas fases en disolucién y que pueden adquirir valores

significativos. De entre ellas, vamos a considerar dos como mas significativas:

& Interacciones dispersivas. Se conocen también como interacciones
electrodinamicas o de Lifshitz-van der Waals (LW). Se denominan asi por su
relacion con fendmenos de dispersion de luz en el visible y el ultravioleta.
Estan siempre presentes, al igual que sucede con la interaccién gravitatoria. El
modelo cldsico DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) las considera,
junto con la interaccidén electrostatica, responsables de la energia total de

interaccion entre particulas.

& Interacciones no dispersivas. Se las denomina también interacciones no-

DLVO. (fuerzas de solvatacién, estructurales y de hidratacién) o interacciones
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no-DLVO: electron-donante/electron-aceptor, o acido-base de Lewis (AB). El
modelo tedrico que permite analizarlas fue desarrollado a finales del siglo

pasado [van Oss, 2006; van Oss y cols., 1986].

En este epigrafe, describimos la metodologia seguida para la identificacién vy la
cuantificacion de las interacciones no electrostaticas en la interfase particula/medio
acuoso, usando una teoria termodindmica de la tension superficial o energia libre de
los sélidos. Con este fin, usaremos un modelo termodindmico que incluye las
interacciones de van der Waals y acido-base entre las particulas, o entre ellas y el
medio de dispersién. El modelo permite caracterizar el sélido mediante tres

componentes de su energia libre superficial: y!” (Lifshitz-van der Waals,
representativa de las interacciones no polares o dispersivas de la interfase), y¢
(aceptor de electrones o acido de Lewis) y y; (donante de electrones o base de

Lewis). Estas dos ultimas contribuciones (polares) contienen informacién sobre
interacciones de corto alcance, a las que se suele llamar fuerzas de solvatacién,

estructurales o, en caso de un medio acuoso, fuerzas de hidratacion.

De esta manera, podemos estimar la importancia de las contribuciones no
electrostaticas al balance total de la energia de interaccion entre las nanoparticulas de

los sistemas analizados.

En los sistemas fisicos reales: en el caso de existir una interaccién atractiva entre la
superficie y las moléculas de liquido adyacentes, el empaquetamiento molecular
descrito serd denso y la fuerza resultante entre las fases sélidas, aunque oscilatoria,
tendra una componente repulsiva de largo alcance. Si, por el contrario, la interaccion
superficie-liquido es mas débil que la interaccion liquido-liquido, la fuerza de

solvatacion oscilatoria presentard una componente mondtona atractiva.
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A la componente de la tensién superficial asociada a estas interacciones no

dispersivas, se le engloba en un término general denominado acido-base ().

Para poder predecir el valor que adquieren las interacciones ya descritas en este
capitulo [Lifshitz-van der Waals (LW) y 4dcido-base (AB)] es necesario hacer

previamente una caracterizacidon termodinamica de la superficie.

4.4.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La tensidn superficial de un liquido y la tensidn interfacial entre dos liquidos son
dos magnitudes a las que se puede tener acceso experimental de forma directa. Sin
embargo, en el caso de los sélidos, es necesario recurrir a medidas de otras
magnitudes para poder obtener a partir de ellas los valores de las tensiones
superficiales. Junto con la técnica de penetracidn de liquidos en capa fina, la técnica de
medida de angulos de contacto es la mds importante y habitual. Ambas han sido
descritas con detalle en trabajos anteriores [Arias y cols., 2001; Chibowski y cols.,
1993; Durdn y cols., 1994, 1995]. A continuacién, realizamos una breve descripcion de
la técnica de medida de angulos de contacto, pues es la que hemos utilizado en

nuestro trabajo.

El sistema fisico al que se aplica esta técnica estd constituido por una superficie
solida, una gota de liquido depositada sobre ella y el aire. Mediante la medida del
angulo de contacto (0) entre la fase liquida y la gaseosa que la rodea (interfase liquido-
gas) se obtienen los valores de las componentes de la tensién superficial del sélido. La
aplicacion de este método estd restringida a los casos en los que la superficie del sélido

sea plana, homogénea y rigida a escala macroscépica.
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La definicidon termodinamica del angulo de contacto viene dada por la ecuacién de
Young. Para una superficie sélida con las caracteristicas mencionadas, sobre la que se
deposita una gota de liquido puro, el dngulo de contacto de equilibrio es una magnitud

Unica que cumple la ecuacién de Young (Figura 35) [Neumann y Good, 1972]:
Yo =Yz =7 €OSO (3)
Yiw

S Ysi Yewr

A

Figura 35. Tensiones superficiales que aparecen en una gota de liquido sobre una superficie

solida.

donde %y, L Y % son, respectivamente, las tensiones interfaciales sélido-vapory
sélido-liquido, y la tensidn superficial del liquido. La ecuacién 3 se puede escribir de la

forma:
Ys =Yg T7,€080+T, (4)

donde » es la tensidn superficial del solido y 7. es la presidon superficial (film

pressure), definida por:

T =Ys = Ysp (5)

esto es, la presion bidimensional que ejerce el vapor adsorbido sobre la superficie
solida. En el caso de que ys sea superior a y, esta adsorcion provoca una disminucién
de la tensién superficial del sélido hasta alcanzar, en caso de saturacion, el valor de la

tension superficial del liquido [Janczuk y cols., 1984, 1987]. Bajo estas condiciones
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limite, 7. = % - n [Janczuk y cols., 1989]. En el caso contrario, que corresponde
generalmente a sdlidos de poca energia superficial, como los utilizados en este trabajo,

7. es despreciable y la ecuacidn de Young se puede escribir:

Vs =V TV, cosO (6)

Un factor importante a considerar en las medidas de dngulo de contacto es el
fendmeno de histéresis. Cuando una gota de liquido se deposita sobre la superficie de
un sélido, se puede producir dependiendo del método utilizado un avance (la gota se
deposita sobre una superficie seca) o una regresidon (la gota depositada se retrae,
desplazandose sobre zonas ya mojadas) de la gota. De esta forma, los respectivos
angulos de contacto son: &, (avance) y &, (retroceso). Se verifica que 6, es siempre
inferior a 6,. Este fendmeno puede dificultar la estimacién del verdadero angulo de
contacto, pues existe una gran dependencia entre la amplitud de la histéresis y el
volumen de la gota utilizado. Este efecto se puede minimizar disminuyendo el volumen
de la gota de liquido. Nuestras medidas experimentales se han realizado sobre el
angulo de avance. Un trabajo reciente explica los valores de los dngulos de retroceso
como consecuencia de la disminucién de la energia superficial del sélido causada por la
presién superficial asociada a la adsorcion del vapor del liquido utilizado [Chibowski y

Gonzalez-Caballero, 1993].

Una vez medidos los angulos de contacto, es posible determinar los componentes
de la energia superficial del sélido. La tensién interfacial entre dos fases, 1y 2, se

expresa:

Yo =1 +1 = 20 ) - 24lrivs ) - 2y iys) (7)

Sustituyendo en la ecuacion 7 el valor de y5. dado por la ecuacidn 3, se obtiene:
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2V Y 12\ yirs + 24vsvs = v, (1+ cos) (8)

Midiendo los angulos de contacto formados por tres liquidos diferentes, de los
gue se conocen las componentes de su tensién superficial, se puede establecer un
sistema de tres ecuaciones con tres incognitas como la ecuacidn 8, a partir de la cual se
calcularan los valores de las componentes del sélido. Por lo general, se suelen utilizar

dos liguidos polares y uno apolar.

El andlisis termodindmico superficial se efectud en los tres tipos de nanoparticulas
sintetizadas: Fe304, NLS y NLSM utilizando la relacién de masas iniciales TG:Fe30,4 4:2.
Los liquidos empleados fueron: agua filtrada y desionizada con un sistema Milli-Q
Academic (Millipore, Francia), formamida (Carlo Erba, Italia) y a-bromonaftaleno
(Merck, Alemania). En la aplicacién del modelo de van Oss se utilizaron los valores de
las componentes de la tensidn superficial de los liquidos de prueba utilizados (Tabla 9)

[van Oss, 2006].

Agua 21.8 25.5 25.5
Formamida 39.0 2.28 39.6
a-Bromonaftaleno 43.6 0.0 0.0

Tabla 9. Componentes de la tensién superficial (y, mJ/m?) a 20 °C de los liquidos utilizados en

el experimento de medida del dngulo de contacto.

La medida de los dngulos de contacto se realizdé con un goniometro Ramé-Hart
100-0.7-00 (USA), que permite observar las gotas de liquido depositadas sobre un

solido. Este aparato dispone de un conjunto de tornillos micrométricos que permiten
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los desplazamientos verticales y horizontales del sustrato, asi como de un limbo
graduado para la medida del dngulo con una precision de + 1°. El uso de una
microjeringa Gimont (EE.UU.) permite controlar el volumen de la gota depositada
entre 2 y 4 pl. Las medidas se realizaron a 25.0 + 0.5 °C, utilizando una cdmara
termostadtica. La captura de las imdagenes de las gotas de los liquidos depositados sobre
la superficie de los materiales se obtuvo mediante una cdmara CCD (Pixelink PL-A662,

Canada) y un sistema de analisis digital de imagenes.

Los angulos de contacto de los liquidos seleccionados se determinaron sobre
capas delgadas de los tres tipos de materiales depositadas sobre portaobjetos de
microscopio. Estas superficies lisas se obtuvieron tras la adicion de manera uniforme
de una suspensién acuosa (= 10%, p/v) de cada tipo de coloide sobre la superficie
limpia y seca de una placa de vidrio. En la preparacion de la muestra pudimos
comprobar que con la adicién de 10 mL de suspensidon acuosa de nanoparticulas se
obtenia una capa de material suficientemente gruesa y uniforme. La desecacion de los
portaobjetos con cada una de las muestras se realizé a 35.0 + 0.5 °C, utilizando un
horno de desecacion durante 24 horas. De esta manera, se obtuvo una capa de
material muy uniforme a nivel macroscoépico, que permitié que la medida de los

angulos de contacto se realizara en gotas muy estables (Figura 36).

a) - b) -

| Angulo de contacto=50.01°

-

Figura 36. Ejemplo de la determinacion del dngulo de contacto. (a) Fotografia de gota

depositada; (b) ajuste de perfil de la gota y evaluacién del angulo.
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En la tabla 10 se recogen los valores promedio de los angulos de contacto
obtenidos tras realizar 16 determinaciones midiendo sobre una nueva gota después de
cada dos medidas. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la existencia de

importantes diferencias entre los nucleos de 6xido de hierro y las NLSM.

4.4.2. COMPONENTES DE LA ENERGIA LIBRE SUPERFICIAL DE LAS
NANOPARTICULAS

Para aportar una informacion fisica veraz sobre la termodindmica de los tres tipos
de superficies es necesaria la evaluacién de las componentes de YyS. Los datos
indicados en la tabla 10 confirman en gran medida nuestras estimaciones sobre la
eficacia del recubrimiento de los nucleos magnéticos basadas en las propiedades
electrocinéticas. En particular, para cualquier componente de la energia libre
superficial, los valores para las NLSM coinciden casi totalmente con los

correspondientes a las NLS. La componente Lifshitz-van der Waals (7" ) es la menos

afectada por el tratamiento superficial, como suele ser habitual [Arias y cols., 2001,

2006, 2008a]. Por otro lado, a pesar de que la componente electrén-aceptor (y ;) es

muy pequeia para los tres tipos de materiales, sin embargo es virtualmente cero para
las NLS y las NLSM y adquiere valores finitos superiores para la Fe304. Por ultimo, la

contribucion electrén-donante (y ¢ ) muestra una diferencia mucho mas notable entre

los nucleos de éxido de hierro y las NLSM. El elevado valor de esta ultima componente
en el caso de la magnetita confirma su caracter monopolar electron-donante [Arias y
cols., 2001; van Oss, 2006]. Segun van Oss, esto quiere decir que la magnetita puede
tener interacciones acido-base con fases de cualquier polaridad (7,7, o ambas,
diferentes de cero) pero las fuerzas AB no contribuyen a su energia libre de cohesion.

Resultados similares se han obtenido anteriormente con diferentes compuestos
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e

inorganicos [Chibowski, 1992; Chibowski y Holysz, 1992; Duran y cols., 1994, 1995]. Es
bastante general el comportamiento monopolar en los materiales inorgdanicos, si bien
se ha descrito un caracter bipolar en materiales como la calconita y la galena [Janczuk

y cols., 1984, 1987, 1994].

33.996+ | 4.008t | 32.718+

+ + *
Fe;0, 3542 9+1 40 +1 0.432 0.266 2.021
37595+ | 0.811+ | 15295+
+ + *
NLS 63+3 44+2 31+l 0.364 0.019 2.331
+ + *
s st 143 iots 31303+ | 0.041+ | 20.541+

0.928 0.048 0.332

Tabla 10. Angulos de contacto (6, grados) de los liquidos agua, formamida y a-bromonaftaleno
sobre superficies homogéneas preparadas con los tres tipos de materiales (Fe;0,, NLS, y NLSM

preparadas partiendo de una relacidon de masas TG:Fe;0, 4:2), y componentes de la energia
libre superficial (y, mJ/m?) de éstos. 7/§W es la componente de Lifshitz-van der Waals, y 7§ (7

) es la componente electrén-aceptor (electrén-donante).

A la vista de los resultados obtenidos, (junto con el andlisis electrocinético de los
tres tipos de nanoparticulas), podemos afirmar que el recubrimiento de los nucleos

magnéticos es completo cuando se utiliza la relacion de masas inicialesTG: Fes04 4:2.

4.4.3. ANALISIS DE LA NATURALEZA HIDROFILA/HIDROFOBA

Como ya hemos comentado anteriormente, una caracterizacion termodindamica

exhaustiva como la descrita no sélo tiene interés de por si, esto es, desde el punto de
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vista fundamental. Las interacciones implicadas en la determinacién de la energia libre
superficial de los materiales se manifiestan en fendmenos como la agregacion de
nanoparticulas en suspensién o su adhesién a diferentes sustratos. La idea que
subyace en nuestro estudio es que las metodologias empleadas, junto con su base
tedrica, permiten: i) especificar completamente la componente LW de la energia de
interaccidon entre las nanoparticulas dispersas (contemplada, junto con la repulsién
electrostatica entre dobles capas eléctricas, en la teoria cldsica DLVO); y ii) cuantificar
igualmente las contribuciones no-DLVO a la energia total del sistema, las cuales se
relacionan con la componente AB de la teoria superficial tanto del sélido en

suspensién como del liquido.

Consideramos aqui la importancia de los términos LW y AB de la energia de
interaccidn entre los materiales descritos en este trabajo (fase 1) en un medio acuoso

(fase 2):

AG)y, = AGleylV + AGS? (9)

Si se considera un proceso reversible, con dos sistemas fisicos de materiales
diferentes, 1 y 2, se habla de adhesion, siendo 4G, 1, la energia libre de adhesion y
Wy 12 el trabajo de adhesion, existiendo la interfase 1-2. Se define la tensidn interfacial

(722) mediante la ecuacion de Dupré [Adamson, 1982]:

AG =-W,n=Yun—Y1—7, (10)

De igual forma cuando se unen dos sistemas fisicos, de materiales diferentes 1y 3,
en un medio liquido 2, desaparecen las interfases 1-2 y 3-2 y se crea la interfase 1-3. En

este caso, la ecuacién de Dupré queda de la forma:

AGp; =713 =V — Vo (11)
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Esa variacidon de energia libre serd una medida de la energia de interaccién entre
los sistemas 1 y 3 en el medio 2. Si lo que se produce es una interaccion entre

particulas idénticas en suspensidon en un medio liquido, 1 y 3 son el mismo material, 1,

en el medio 2:
AG,, =2y, (12)

Haciendo uso de la ecuacién 12, pueden obtenerse los valores de AGS| yAG: :

AG) :_2(\/71LW _\/72LW)Z (13)

AGy, =—4(\/71‘7f 773 =y = )2 (14)

En la tabla 11 se puede apreciar que para la magnetita, el intercambio
energético debido a la componente LW es bastante menor que el asociado a la
componente AB, siendo ademds negativo. Por tanto, la variacién de la energia
libre de interaccion total es debida, principalmente, a la componente AB [Arias y

cols., 2001, 2008].

Fe;0, -2.543 £0.706 13.066 + 3.709 10.611 + 2.469 Hidrdfila
NLS -19.827 £ 3.199 -3.631+0.985 -23.178 £5.169 Hidréfoba
NLSM -10.606 = 0.328 -1.142 £ 0.169 -11.748 +1.266 Hidréfoba

Tabla 11. Valores de energia libre de interaccion (AG1,4, mJ/mz) de los tres tipos de

nanoparticulas (Fes0,4, NLS, y NLSM preparadas partiendo de una relacién de masas TG:Fe;0,4
4:2) en medio acuoso, sus componentes Lifshitz-van der Waals (AGlLZVlV) y acido-base (AGé‘? ),

y naturaleza hidrdfila/hidréfoba de estos nanomateriales.
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En el caso de la Fe304 la contribucion AB es positiva, lo que indica que su
naturaleza fuertemente monopolar provoca una significativa repulsién entre las
nanoparticulas. La interaccién LW debida a la contribucidon apolar, siempre
atractiva en estos casos, es mucho menos intensa, provocando el valor neto
positivo para A4Gj,;. Por el contrario, tanto las nanoparticulas puras como las
compuestas tienen valores negativos de AGjy; (atraccidon hidréfoba), que se

afiaden a la atraccion de van der Waals.

Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se manifiestan en
las caracteristicas hidrofobas/hidréfilas de los diferentes materiales estudiados.
Puede utilizarse el siguiente criterio para determinar cuando un material puede
considerarse hidrofilo o hidréfobo [van Oss, 2006]: Si AG;,; resulta ser negativo,
las interacciones interfaciales favorecen la atraccién entre si de las
nanoparticulas, y se consideran hidréfobas. Por el contrario, la hidrofilia se

corresponde con valores positivos de AGy;;.

La tabla 11 muestra los resultados obtenidos para los tres tipos de
nanomateriales. Como puede apreciarse, la naturaleza hidrofila de la magnetita
se pierde al ser recubierta por el polimero hidréfobo. Esto puede considerarse un

indicio muy claro de que dicho recubrimiento es eficaz.

4.5. MECANISMO DE INCORPORACION DE LOS
NUCLEOS MAGNETICOS EN LA MATRIZ SOLIDA LIPIDICA

Con toda la informacién expuesta sobre las caracteristicas superficiales de los
nanomateriales estudiados, podemos argumentar el mecanismo por el que una

matriz de trimiristato de glicerol se deposita sobre la superficie de los nucleos
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magnéticos y los engloba. En concreto, puede predecirse una interaccion
electrostatica netamente atractiva entre las nanoparticulas de Fe3s04 con carga
eléctrica positiva y el lipido con carga eléctrica negativa. Recuérdese (Figura 32),
que las condiciones ligeramente acidas en las que se formulan las NLSM (pH = 6.0)

determinan estas cargas eléctricas superficiales.

Gracias a esta interaccion electrostatica de tipo netamente atractivo, es
posible la concentracion del lipido en las inmediaciones de la superficie de los

nucleos magnéticos.

Por otro lado, se puede justificar la formacidon de la capa de lipido mediante
un mecanismo termodindmico, utilizando la ecuacién de Dupré. Esto exige el
cdlculo de la energia libre (AGuaL) de interaccidn entre la magnetita (M) y el lipido

(L) en medio acuoso (A), a partir de los datos ya obtenidos:

AG MAL=ML - YvA = A (15)

donde las energias libres interfaciales se obtienen para cada par de interfases
involucradas. El resultado de este calculo es AGya,=-4.1+£0.5 mJ/mz. Esto significa, que
las interacciones acido-base y de van der Waals entre los nucles magnéticos vy la
matriz lipidica son netamente atractivas. Es decir, termodindmicamente es mas
favorable para el lipido permanecer en contacto con la Fe3sO4 y antes de estar

aislado en el medio de dispersidon acuoso [Arias y cols., 2001].

Este hecho favorece la inclusién de los nucleos superparamagnéticos en el
interior de la matriz lipidica y, por lo tanto, la formacién de las NLSM. Este es un
mecanismo ampliamente descrito en la literatura y que justifica la formacién de
este tipo de coloides magnéticos compuestos [Arias y cols., 2001, 2007, 2008a;

Cheny cols., 2010; Clares y cols., 2013].
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4.6. PROPIEDADES MAGNETICAS

Las propiedades magnéticas macroscdpicas de un material son consecuencia de
los momentos magnéticos asociados con sus atomos individuales. En un dtomo, cada
electrén tiene momentos magnéticos que se originan de dos fuentes distintas. Una de
estas fuentes esta relacionada con el movimiento angular orbital y la otra tiene su
origen en su espin. Asi, el momento magnético neto de un dtomo es justamente la
suma de los momentos magnéticos de cada uno de los electrones constituyentes,
incluyendo tanto las contribuciones orbitales como de espin y tomando en
consideracion la cancelacién de los momentos. Entre los distintos tipos de magnetismo
se incluyen el diamagnetismo, el paramagnetismo y el ferromagnetismo. Junto a éstos,
el antiferromagnetismo y el ferrimagnetismo son considerados subclases del

ferromagnetismo [Callister, 1996].

& Diamagnetismo: es una forma muy débil de magnetismo que no es permanente y
persiste s6lo mientras el campo externo esta presente. Estd asociado a atomos
cuyo momento magnético neto es nulo y se debe a un cambio en el movimiento
orbital de los electrones debido al campo magnético aplicado. Los materiales
diamagnéticos presentan una permeabilidad magnética relativa (u,) ligeramente
menor que uno y susceptibilidad magnética (x) negativa. Conviene recordar que y
es una magnitud caracteristica de cada material (en general, depende de la
temperatura, de la orientacidn de la muestra respecto al gradiente aplicado y del
valor de este) y relaciona la imanacion M (momento magnético por unidad de

volumen) y el gradiente magnético H.

La relacion entre la induccién magnética y el gradiente H en un medio imanado es:
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B = pto(H + M) (17)
Siendo g la permeabilidad magnética del vacio. Aplicando la ecuacidn (16):
B =uy(1+x)H (18)

donde (1+x) representa la permeabilidad relativa del material (). La
susceptibilidad magnética x y la permeabilidad magnética U se relacionan mediante la

ecuacion:
n=po(1+x) (19)
Por tanto, la ecuacion (19) quedaria de la siguiente manera:
B = popyH=pH (20)

que constituye la definicibn de permeabilidad magnética relativa (u,) vy

permeabilidad magnética absoluta ().

v N/
NN
v N/

Figura 37. Cuando se coloca un material diamagnético en un campo magnético, se
induce en él un momento magnético de sentido opuesto al campo, los espines son

repelidos débilmente por un iman potente.

& Paramagnetismo: es caracteristico de aquellos atomos o moléculas que tienen
momentos magnéticos permanentes que no interaccionan entre si y que en

ausencia de gradiente de campo magnético aplicado estan orientados al azar, de
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modo que una porcidon cualquiera de material no posee imanaciéon neta
permanente. Estos dipolos atémicos son libres para girar y se producird
paramagnetismo cuando, mediante rotacién, se alineen de forma preferente con
el gradiente de un campo magnético aplicado. En estos materiales y es positiva y
depende de la temperatura, mientras que u, es ligeramente mayor que uno. Una
caracteristica muy interesante por sus implicaciones biomédicas es el
superparamagnetismo. Esta propiedad es consecuencia de un cambio cualitativo
en la estructura de los materiales magnéticos nanométricos, la cual pasa de estar
constituida por numerosos dominios magnéticos, al estar formada por un Unico
dominio magnético o monodominio. Esta particular estructura determina una
reduccion muy importante de la barrera de anisotropia magnética, lo que provoca
la desaparicion de la histéresis (no hay campo coercitivo ni remanencia) [Alvarez

Panequey cols., 2008].

s
NN
/LN

Figura 38. Los espines apuntan en direcciones al azar.

Ferromagnetismo: en estos materiales las interacciones de acoplamiento hacen
gue los momentos magnéticos netos de espin de 4tomos adyacentes se alineen
unos con otros aun en ausencia de un campo magnético aplicado. Esta alineacién
mutua de los espines se presenta en voliumenes relativamente grandes del cristal
denominados dominios. La maxima imanacion posible (magnetizacion de
saturacion) corresponde a la situacion en que todos los dipolos magnéticos en una

muestra solida estdn mutuamente alineados con el gradiente de campo magnético
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aplicado. Estos materiales presentan una y positiva, muy grande y dependiente del
campo mientras que U, tiene un valor en torno a 10°. La magnetizaciéon de
saturacion y la permeabilidad magnética dependen significativamente de Hy de la

temperatura.

—

Figura 39. Los espines tienen tendencia a alinearse en una misma direccién. Los
materiales ferromagnéticos estan divididos en regiones llamadas “dominios”; en
cada dominio, los momentos magnéticos atdmicos estan alineados en paralelo. Los
momentos de dominios diferentes no apuntan necesariamente en la misma

direccion.

& Antiferromagnetismo: fendmeno de acoplamiento entre los momentos
magnéticos que determina su alineamiento antiparalelo, de modo que el material
mostrara imanacidon espontdnea nula. Estos materiales tienen una u, > 1 y xm

positiva.

—> —
— —> «—
—_— — >

Figura 40. Tendencia de los espines a alinearse antiparalelamente a sus vecinos.
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& Ferrimagnetismo: la interaccion de intercambio entre momentos magnéticos en
estos materiales favorece también la alineacion antiparalela, pero los momentos
no son idénticos en médulo, por lo que no se cancelan completamente. Por este

motivo, su comportamiento sera parecido al de los ferromagnéticos.
]
|t
]t

Figura 41. Las interacciones en cada linea son antiferromagnéticas, pero las columnas

impares no compensan el momento magnético de las columnas pares.

4.6.1. CICLO DE HISTERESIS

La FesO4 es un material idnico ferrimagnético con estructura cristalina cubica
holoédrica del tipo de las espinelas inversas y que pertenece al grupo de las ferritas
blandas [Callister, 1996]. Su férmula puede escribirse como Fe*'0*(Fe*),(0%);, donde
los iones Fe existen en los estados de valencia +2 y +3 en una proporcién 1:2. Para
cada uno de los iones Fe** y Fe** existe un momento magnético que corresponde a4y
5 magnetones de Bohr, respectivamente. Ademas, los iones 0% son magnéticamente
neutros. Entre los iones Fe* y Fe®* se producen interacciones de acoplamiento de los
espines en las direcciones antiparalelas, similares a las que se producen en el caso del
antiferromagnetismo. Sin embargo, se produce un momento ferrimagnético neto

debido a que los momentos de espin no se cancelan completamente (Figura 42).
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Figura 42. Plano de cuatro celdas de magnetita.

Cualquier material ferromagnético o ferrimagnético a temperaturas inferiores a la
temperatura de Curie estad formado por pequefias regiones tridimensionales en las que
todos los momentos magnéticos se encuentran alineados en la misma direccion
[Callister, 1996; Mercouroff, 1969]. Estas regiones se denominan dominios y cada uno
estd magnetizado hasta la saturacién. Los dominios adyacentes estan separados por
paredes de dominio, a través de las cuales la direccion de imanacién cambia
gradualmente. La densidad de flujo (B) y la intensidad del campo magnético (H) no son
proporcionales en el caso de los materiales ferromagnéticos y ferrimagnéticos. Si el
material esta inicialmente no imanado, entonces B varia en funcién de H segun se
muestra en la figura 43. La curva empieza en el origen, y a medida que aumenta H, la
induccion B empieza a aumentar lentamente y después mas rdpidamente hasta que al
final alcanza un nivel determinado y se hace independiente de H. Este valor mdximo de
B es la densidad de flujo de saturacién (Bs) y la imanacién correspondiente es la
imanacion de saturacion (Ms). Segun la ecuacidn B = u - H, la permeabilidad (u) es la
pendiente de la curva B frente a H, y se puede apreciar en la figura 43 que cambia con

H. En algunas ocasiones, la pendiente de B frente a H (a H = 0) se especifica como una
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propiedad del material, denominada permeabilidad inicial (£4), tal como se indica en la

figura 43.

A medida que se aplica el campo H, los dominios cambian de forma y tamaio
debido al movimiento de los limites de dominio. Inicialmente, los momentos de los
dominios constituyentes estan orientados al azar de tal manera que no existe un
campo de momento neto B (o M). A medida que se aplica el campo externo, los
dominios que estan orientados en direcciones favorables al campo aplicado (o casi
alineado con él) crecen a expensas de aquellos que no estdn favorablemente
orientados. Este proceso continda al aumentar la intensidad del campo hasta que la
muestra macroscopica se convierte en un solo dominio, el cual estd casi
completamente alineado con el campo. La saturacion se alcanza cuando este dominio

gira y se orienta con el campo H.

Para reducir a cero B dentro de la muestra (punto C de la figura 43), se debe
aplicar un gradiente H de magnitud igual a -H¢ en la direccion opuesta del gradiente
original. H. se denomina coercitividad, o bien, fuerza coercitiva. Al continuar aplicando
el gradiente en la direccién contraria a la del original, finalmente se alcanza la
saturacion en la direccién opuesta, correspondiente al campo S’. Una segunda
inversion del gradiente magnético hasta el punto de saturacion inicial (punto S)
completa el ciclo de histéresis simétrico y también produce una remanencia negativa
(-B;) y una coercitividad positiva (+Hc). La curva B frente a H de la figura 43 representa
un ciclo de histéresis hasta saturacion. Desde luego, no es necesario aumentar H hasta
la saturacion antes de invertir su direccion. Ademas, es posible invertir la direccién del
gradiente magnético en cualquier punto a lo largo de la curva y generar otros ciclos de

histéresis.

A partir de la saturacién, punto S de la figura 43, a medida que el campo H se

reduce, la curva no invierte su camino original, sino que se produce un efecto de
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histéresis. Debido a este efecto, el campo B va retrasado con respecto al campo
aplicado H, es decir, disminuye mas lentamente. Cuando el campo H es cero (punto R
de la curva), existe un campo residual B que se denomina remanencia, o densidad de
flujo remanente, B,. Por este motivo, el material permanece imanado en ausencia de

un campo externo H.

Eliminacién o inversion del
campo S

00

+B

Magnetizacion
inicial

-H (0] +H H w—

Figura 43. Densidad de flujo magnético frente a la intensidad del campo magnético de un
material ferromagnético para la saturaciéon en ambas direcciones (puntos Sy S°). La curva de
histéresis viene representada por una curva sélida, mientras que la curva discontinua indica la
primera imanacién del material. La remanencia B, y la fuerza coercitiva H. también se

representan.

La determinacidon del modo de variacion de la imanacién de la muestra con el
gradiente magnético aplicado es una herramienta muy adecuada para caracterizar (a
nivel macroscopico) el comportamiento magnético de un sistema transportador de
farmacos basado en nanoparticulas de éxido de hierro [Arias y cols., 2007; Reddy y

cols., 2012]. Por tanto, el objetivo a alcanzar en este apartado es caracterizar el efecto
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gue el recubrimiento lipidico puede tener sobre los nucleos de Fe;04. Por otro lado, y
con el fin de clarificar las condiciones 6ptimas para la formulacién de las NLSM,
investigamos las caracteristicas magnéticas de las particulas obtenidas para la relacién
de masa inicial TG:FesO,4 4:2. Las propiedades magnéticas quedan perfectamente
definidas mediante el ciclo de histéresis. Esta caracterizacion macroscépica del
comportamiento magnético de las particulas coloidales se realizd con la ayuda de un
magnetdmetro tipo Squid Quamtum Design MPMS XL equipado con Evercool. Las
medidas se realizaron a 25.0 + 0.5 °C, ya que a esta temperatura se realizé la

preparacion y el almacenamiento de las suspensiones acuosas.

M (masa) (Am2/Kg)

3.

1 l—I—l—l—l—l—J
4500 -3000 1500 O 1500 3000 4500
H (KA/m)

Figura 44. Ciclo de histéresis de las NLSM (H).
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La figura 44 recoge el ciclo de histéresis de las NLSM preparadas utilizando una
relacion de masas TG:Fe304 4:2. El comportamiento observado se explica considerando
el caracter superparamagnético de la Fe304, consecuencia del pequefio tamafio de las
nanoparticulas de este éxido de hierro (< 20 nm) [Lopez-Lépez y cols., 2005]. Dado que
no se pudo determinar con precisién la densidad de las particulas compuestas, los
datos de imanacién se dan en masa y no en volumen. De la regién lineal del ciclo de
histéresis (zona de campo magnético bajo) puede estimarse la susceptibilidad
magnética inicial (ym;) de las NLSM: (0.05 + 0.002) Am*/kg. También se pudo apreciar un
valor muy bajo de la imanacidn de saturacion, debido a la menor cantidad de material

magnetizable.

Las nanoparticulas obtenidas poseen unas propiedades magnéticas éptimas que
pueden ser debidas a que en su modo de obtencién albergan un gran nimero de
nucleos superparamagnéticos en su interior (Figura 24c) y, por lo tanto, presentan una
mayor capacidad para responder a campos magnéticos. Cabe destacar que cuando el
exceso de lipido utilizado en la sintesis de las nanoparticulas compuestas es muy
grande (relacion de masas iniciales TG: Fe304 4:2), las particulas superparamagnéticas
quedan embebidas por una cubierta de lipido tan grande que logra reducir
significativamente la magnetizacion de la muestra (véase figura 45a). Si, por el
contrario, la cantidad de lipido utilizada es muy pequefia (relacion 4:1), la presencia en
las nanoparticulas compuestas de una matriz que engloba eficientemente los nucleos
de Fes04 es muy pobre. De esta manera, pocos nucleos magnéticos deben quedar
atrapados en la nanoparticula compuesta formada (Figura 45b), lo que explica su

escasa respuesta magnética.

Teniendo en cuenta estas propiedades magnéticas y los resultados obtenidos en el
apartado 4.1, queda plenamente justificado que la relacion de masas inicial TG: Fe304

sea 4:2 para asi obtener las nanoparticulas magnéticas compuestas con las mejores
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caracteristicas para su uso como coloides magnéticos en el transporte de farmacos

hasta el 6rgano o tejido diana. La imanacién de saturacion es 3.61 Am?/Kg.

Figura 45. Comportamiento de las dispersiones acuosas de NLSM, sometidas a un campo

magnético de 0.4 T, con una relacién de masas iniciales TG:Fe;0,4(a) 4:1y (b) 1:4.

Estas propiedades magnéticas de las nanoparticulas compuestas nos hacen pensar
gue el sistema disenado tiene las caracteristicas adecuadas para su utilizacién en el
transporte de farmacos a un drgano o tejido diana: un recubrimiento lipidico que
permitird el transporte de cantidades suficientes de farmaco y su liberacién a una
velocidad controlable, y unos nucleos magnéticos con enorme capacidad para
responder a gradientes magnéticos aplicados. Por este Ultimo motivo la

direccionabilidad de las particulas coloidales en el organismo, debe quedar asegurado.

4.6.2. PRUEBA IN VITRO A NIVEL MACROSCOPICO Y MICROSCOPICO

La capacidad de respuesta a gradientes magnéticos aplicados de las particulas de

Fes04 y de las NLSM fue analizada cualitativamente mediante la visualizacién del
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efecto que ejerce un iman permanente sobre una suspensién acuosa de estas

particulas coloidales.
4.6.2.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Se prepararon las suspensiones acuosas coloidales conteniendo NLS y NLSM
respectivamente con una concentracion < 0.5 % (p/v). A una temperatura de 25.0 £ 0.5
°C, se puso en contacto la suspensiéon de Fe3O; y la de NLSM con un gradiente
magnético de 0.4 T, y se observd el comportamiento de las particulas magnéticas en

estas condiciones.

Como puede apreciarse en la figura 46, las NLSM son atraidas muy rdpidamente
por el iman, lo que confirma las excelentes propiedades magnéticas del nanosistema
disefiado. El sobrenadante queda completamente transparente en menos de 1 minuto.
Por el contrario, la suspensién de nanoparticulas de Fe30; mantiene su aspecto
homogéneo incluso tras 24 horas de exposicidon al gradiente magnético externo. El
cardcter superparamagnético de los nucleos de éxido de hierro justifica la ausencia de

respuesta magnética.

Con el fin de analizar el comportamiento microscépico de las suspensiones
acuosas de las nanoparticulas compuestas, realizamos en seguimiento mediante
microscopia Optica. Las suspensiones acuosas tenian una concentracién de
nanoparticulas del 0.1 % (p/v) y la exposicién a un campo magnético de 400 mT se
realiz6 a 25.0 + 0.5 °C. En concreto, una gota de suspensién acuosa de las
nanoparticulas se colocd en un portaobjetos y fue sometida a un iman localizado en

diferentes posiciones con respecto a la suspension magnética.

164



Capitulo 4. Caracterizacion fisicoquimica

Figura 46. Comportamiento macroscopico de dispersiones acuosas de Fe;0, (= 0.5%, p/v), y de
NLSM (= 0.5%, p/v; preparadas partiendo de una relacion de masas TG:Fe;0, de 4:2), bajo la
influencia de un iman permanente de 0.4 T localizado (a) debajo y (b) en el lateral de estas

muestras. Figuras insertadas: aspecto de las dispersiones previo a la exposicion al iman.
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La visualizacion del efecto que el gradiente magnético ejerce sobre la suspensién
de nanoparticulas se realizd utilizando un microscopio éptico (magnificacidon: 40X)

(Figura 47):

Figura 47. Observacion mediante microfotografia dptica (magnificacion: 40x) de una

dispersién acuosa de NLSM (preparadas partiendo de una relacién de masas TG:Fe;0,4 de 4:2)
en ausencia (a) o (b, ¢, d) bajo la influencia de un iman permanente de 0.4 T, en la direccién de

la flecha.

Como puede apreciarse en la figura 47a, la suspension acuosa de NLSM es muy
homogénea en ausencia de campo magnético aplicado. Sin embargo, cuando la gota

de suspensién queda bajo la influencia del iman de 0.4 T, las nanoparticulas tienden a
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formar agregados en forma de cadenas paralelas a la direccion del gradiente
magnético aplicado (Figura 47b en adelante). Este comportamiento puede explicarse si
tenemos en cuenta la mayor importancia de las interacciones magnéticas en
comparacion con las interacciones coloidales de tipo DLVO (interacciones
electrostaticas tipo van der Waals y de hidratacién o acido-base) que se producen
entre las NLSM, a pesar de la existencia de un recubrimiento lipidico entorno a los

nucleos de 6xido de hierro.
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Capitulo 5. Capacidad de vehiculizacion de 5-fluorouracilo

5.1. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DEL 5-
FLUOROURACILO

El objetivo final de la terapia antineoplasica es la eliminacién completa de toda
célula cancerosa. Para ello, es importante asegurar la mdaxima acumulaciéon del
principio activo en el lugar diana para lograr acrecentar su eficacia terapéutica.
Ademas, diferentes estrategias farmacoterapéuticas intentan minimizar los fendmenos
de toxicidad asociados a este tipo de tratamientos farmacolégicos y la aparicién de
resistencias en las células diana [Florez, 2013]. En este sentido, uno de los campos que
estd recibiendo especial atencién es la utilizacién de coloides como sistemas
transportadores de farmacos al tejido u érgano diana. De hecho, numerosos estudios
han puesto de manifiesto que los sistemas transportadores basados en nanoparticulas
de origen polimérico o liposomal, y biodegradables, incrementan la captacién del
principio activo vehiculizado por las células diana. Asi, la eficacia del farmaco se vera
significativamente acrecentada, junto con la minimizacion de la incidencia y severidad
de las reacciones adversas asociadas a su utilizacién [Arias, 2008, 2011; Arias y cols.,

2009; Gonzalez-Rodriguez y cols., 2003; Yong y cols., 2005].

Por todo lo expuesto, el objetivo principal de este capitulo es lograr una éptima
vehiculizacion del farmaco antitumoral 5-fluorouracilo (5-FU) en las NLSM disefiadas.
Segun lo expuesto en el capitulo 1, puede esperarse que la utilizacion de NLSM
permita el transporte controlado de la dosis de farmaco vehiculizado hasta el tejido u
drgano diana. De esta manera, ademas de los beneficios ya comentados sobre el uso
de este tipo de nanoplataformas [Fang y cols., 2008; Huo y Zhou, 2007; Mehnert vy.
Mader, 2001; Miiller y cols., 2000; Shidhaye y cols., 2008; Speiser, 1986], en el caso del
5-fluorouracilo, serian mejorados sus problemas de estabilidad-toxicidad
(cardiotoxicidad de los productos de degradacién generados in vitro y/o in vivo)

[Katzung, 2007; Lemaire y cols., 1994] y su perfil farmacocinético (rapida
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metabolizacién: semivida plasmatica de 10 minutos) [Flérez, 2013], pudiéndose incluso
llegar a vencer los fendmenos de resistencia que las células cancerosas lograran en

desarrollar [Duran y cols., 2008; Reddy y cols., 2012].

La quimioterapia constituye un método terapéutico muy util que pretende, junto
con otras estrategias terapéuticas como la cirugia y la radioterapia mejorar el
tratamiento del cdncer. La actividad de los agentes antineopldsicos pretende frenar la
proliferacién y el crecimiento de las células malignas. Para ello, los agentes
guimioterdpicos actian sobre la maquinaria reproductora celular, y solo
excepcionalmente el objetivo primordial es inhibir la sintesis de proteinas [Flérez,
2013]. La Organizacién Mundial de la Salud clasifica los fdrmacos antineoplasicos en
tres niveles de prioridad, segun criterios avalados cientificamente de utilidad en el
tratamiento de tumores y segun la incidencia global de los tumores que responden a la
terapia, y dentro de los que pertenecen al grupo de prioridad 1 se encuentra el 5-

fluorouracilo [Sikora y cols., 1999].

El 5-fluorouracilo (Figura 48) utilizado (Sigma Aldrich, Alemania) es un polvo
cristalino blanco, inodoro, con un peso molecular de 130.08 g/mol y estable en aire. Su
punto de fusidn se encuentra entre 280y 284 °C, y es soluble en agua, metanol, etanol

y alcohol isopropilico [Florey, 1973].

O

Figura 48. Estructura quimica del 5-fluorouracilo.
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El 5-fluorouracilo es una pirimidina fluorada, difiere del uracilo en un atomo de
fldor afiadido en la posicidn 5, en lugar del hidrégeno. Debido a su estructura quimica,

interfiere en el metabolismo de los nucleésidos y puede incorporarse al ARN y ADN,

produciendo citotoxicidad y muerte celular.

Es un antimetabolito de la uridina que inhibe la timidilato sintasa y, por lo tanto

interfiere con la sintesis del ARN y el ADN [Walther y cols., 2009] (Figura 49).

dTMP —» dTDP — dTTP —» | Sintesis de ADN

- o
\_

N°, N —metileno THF

T dUMP «—» FAUDP —» FAUTP —» A"e':;‘;"de'

A

R NH
—"L

FdUMP ——| @

/\ » FUMP —» FUDP —> FUTP —» | Alteraciéndel ARN

> 5-FUR

Figura 49. Mecanismo de actuacién del 5-FU.

La enzima TS cataliza la reaccion de transferencia de un grupo metilo desde el
N°,N%-metilenotetrahidrofolato al dUMP obteniéndose dTMP y DHF. El dTMP se
fosforila dos veces dando lugar a dTDP y seguidamente dTTP, uno de los cuatro

desoxirribonucleétidos necesarios para la sintesis de ADN, incorporandose al ADN.
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El 5-fluorouracilo puede ser transformado en FUdR mediante la accién de la TP y
luego a FAUMP a través de la TK. EIl FAUMP se une de manera irreversible a la TS
inhibiendo su accion. Se bloquea asi la sintesis de timidinilato a partir de uracilo. Como
el timidinilato es el precursor de la timidina trifosfato, uno de los cuatro
desoxirribonucledtidos necesarios para la sintesis de ADN, su deficiencia ocasiona la
deplecion del trifosfato de timidina vy, la interrupcion de la sintesis de ADN. Ademas,
tanto la FAUDP pueden ser convertidas a FAUTP e incorporarse al ADN mediante la

ADN polimerasa en lugar de la dTTP ocasionando un ADN aberrante.

La incorporacién de los derivados de 5-fluorouracilo en el ADN puede dar lugar a
citotoxicidad. Un sistema intacto de reparacion de emparejamientos erroneos puede
detectar el FAUTP. Ademas, variaciones en las enzimas que median en la incorporacién
en el ARN y en el ADN pueden alterar la concentracién intercelular y la citotoxicidad
del 5-fluorouracilo, dando lugar a una actividad antitumoral alterada o toxicidad

sistémica [Ghoshal y Jacob, 1997; Valeriote y Santelli, 1984].

Los niveles de expresion de la enzima TS estdn asociados con la eficiencia del
farmaco. La selectividad del 5- fluorouracilo hacia las células en divisién rapida se debe
a que las concentraciones de timidilato sintasa son 20 veces mayores en las células en
division que en las células no proliferantes. Las células de cancer colorectal con altos
niveles de TS parece que tienen una supervivencia menor que otros tumores con una
expresion de TS menor [Johnston y cols., 1995; Leichman y cols., 1997; Popat y cols.,
2004; Salonga y cols., 2000]. No estd claro los factores que inducen cambios en los
niveles de expresidn de esta enzima, aunque puede deberse a variaciones genéticas en

la linea germinal.

Para incorporarse al ARN, el 5-fluorouracilo se transforma en FUMP, lo que se
puede producir mediante la transferencia directa de una ribosa desde el PRPP al 5-

fluorouracilo, catalizado por la OPRT; o mediante la adicion de una ribosa al 5-
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fluorouracilo mediante la UP para formar FUR, el cual se fosforila mediante la UK
formandose FUMP. Este ultimo puede fosforilarse dos veces dando lugar a FUDP y
seguidamente FUTP. Este ultimo se incorpora al ARN inhibiendo su procesamiento y su
funcién especifica, provocando finalmente la apoptosis celular. Por otro lado el FUDP

puede transformase en FAUDP mediante la accidn de la RNR.

Durante las primeras 24 horas de exposicién al 5-fluorouracilo, se observa una
citotoxicidad en la fase S del ciclo celular, probablemente porque actia como falso
sustrato en el proceso de sintesis de los constituyentes esenciales de los acidos
nucleicos, provocando la sintesis de un ADN andémalo o incluso la detencién del
proceso. A las 24 horas, la citotoxicidad tiene lugar en la fase G1, probablemente como
consecuencia de la incorporacién del 5- fluorouracilo en el ARN [Li y cols., 2004; Zhu y

cols., 1996].

El 5-fluoruracilo exhibe una farmacocinética no lineal tal y como se muestra en la

figura 50 [Bocci y cols., 2000].
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Figura 50. Perfil farmacocinético del 5-fluorouracilo en plasma humano en las dosis 250 y
370 mg/m?. Mann-Whitney test. Reproducido de Bocci, 2000. Copyright American Association
for Cancer Research (2000).
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Como confirman Bocci y cols., después de la administracidon intravenosa de 5-
fluoruracilo, la semi-vida de eliminacion es de 16 minutos (entre 8 y 20 minutos) y es
dosis-dependiente. A diferencia del farmaco nativo, los nucledtidos intracelulares FUTP

y dUMP tienen semi-vidas muy prolongadas [Longley y cols., 2003].

A medida que aumentan las dosis intravenosas, disminuye la captacién hepatica,
aumenta la biodisponibilidad y el drea bajo la curva, y se reduce el aclaramiento. Este
comportamiento se debe a la saturacion de los procesos de metabolizacion del
farmaco. Una pequefia cantidad de 5-fluoruracilo se transforma en metabolitos activos
(FUTP y FAUMP) en los diferentes tejidos. El resto (un 85% aproximadamente) es
catabolizado mediante la dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) a wuna
dihidropirimidina. La DPD estd presente en todo el organismo, y se encuentra a unas
concentraciones variables, lo que da lugar a unos niveles plasmaticos de 5-
fluorouracilo impredecibles. La ausencia o los bajos niveles de DPD, hace que el 5-
fluorouracilo sea muy toéxico, incluso en dosis bajas [Harris y cols., 1990; Salonga y
cols., 2006]. El 5- fluorouracilo y sus metabolitos se eliminan primariamente a través

de la bilis y de la orina.

Una de las limitaciones de la aplicacion clinica del 5- fluorouracilo es el desarrollo
de resistencias por las células tumorales. Ademas, su alta metabolizacion en el
organismo hace necesaria una continua administracion a dosis altas para conseguir
concentraciones terapéuticas eficaces en el lugar de accién, lo que puede ocasionar de
forma colateral una toxicidad severa. Por todo esto, su eficacia real en clinica se
encuentra seriamente limitada. Concretamente, la respuesta obtenida en el
tratamiento del cancer colorrectal avanzado con el 5-fluorouracilo es inferior al 10 %, y
sélo se logra incrementar hasta un 45 % cuando se usa en combinacién con otros

antitumorales [Zhang y cols., 2008].
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Numerosas investigaciones pretenden mejorar su perfil farmacocinético y, asi,

incrementar su eficacia:
& Mediante combinacion con otros antitumorales.

& Uso simultaneo con agentes modificadores bioldgicos como el acido folico y el
metotrexato, los cuales interactian con las acciones biolégicas del 5-

fluorouracilo aumentando sus efectos terapéuticos.

& La infusién continua incrementa el porcentaje de células tumorales
susceptibles. Esto posibilita la administracion de dosis muy activas en

pacientes resistentes al 5-fluorouracilo administrado como bolo inyectable.

Tiene un amplio espectro de actividad contra los tumores sélidos, solo o en
combinacidn con otros quimioterdpicos, siendo usado en el tratamiento de céncer
colorectal, hepatocelular, pancreatico, de estémago, mama, cabeza y cuello, ovario,

gueratosis actinica y carcinoma superficial de células basales.

En ocasiones, se ha utilizado en infusion intraarterial (p. ej., en metastasis hepatica
del carcinoma de colon), pero la forma mds frecuente de administracidon es la
intravenosa en forma de bolo (300-500 mg/mz/dl'a durante 4 o 5 dias, o 600-1500
mg/m2 una vez a la semana en semanas alternas) o infusiéon continua (300-1000
mg/m?/dia cada cuatro semanas, o 300 mg/m?/dia indefinidamente). Se usa como
adyuvante en el tratamiento de cancer colorrectal en estadio Ill en combinacién con

levamisol, leucovorina o radioterapia.

175



Capitulo 5. Capacidad de vehiculizacion de 5-fluorouracilo

Algunas combinaciones del 5-fluorouracilo son:

Hepatocelular Leucovorina
Doxorubicina + Mitomicina
, Doxorubicina + Metotrexato + Leucovorina
Estomago .. . .
Doxorubicina + Cisplatino
Etoposide + Leucovorina
i Doxorubicina + Mitomicina
Pancreas . . ..
Estreptozocina + Mitomicina
Mama Ciclofosfamida + Metotrexato
Cisplatino
Cabezay cuello Carboplatino
Cisplatino + Leucovorina
Ovario Ciclofosfamida + Hexametilmelanina + Metotrexato
Cuello Cisplatino

Tabla 12. Diversas combinaciones de 5-fluorouracilo con otros antineoplasicos para el

tratamiento de diversos tipos de canceres.

El 5-fluorouracilo también se utiliza como tratamiento paliativo en pacientes no
curados por cirugia o radioterapia, y ha sido empleado en el tratamiento del cancer de
la cubierta externa de la glandula adrenal, de endometrio, de eséfago, de pene, de
vulva y en el hepatoblastoma. Por via tépica este agente antitumoral puede provocar
fotosensibilizacidon y eritema, exfoliacion, ulceracidén, necrosis y reepitelizacion. No
obstante, se utiliza esta via de administracidn en el tratamiento de la psoriasis, en la
terapéutica de nuevos tumores epidérmicos y de la queratosis premaligna de la piel

[Fl6érez, 2008].

La especificidad del 5-fluorouracilo por las células tumorales es escasa y ello

condiciona la frecuente y grave afectacidon de otros érganos y tejidos. Por este motivo,
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se genera una toxicidad que casi siempre limita las posibilidades de administrar la
dosis total que tedricamente seria conveniente. Las reacciones adversas mas
frecuentes se aprecian en el tracto gastrointestinal y en la médula dsea. Las primeras
manifestaciones toxicas abarcan desde nduseas y vomitos hasta estomatitis y
ulceraciones en diversas localizaciones del tubo digestivo. En la médula dsea provoca
mielosupresién, en la que predomina leucopenia. Este farmaco puede producir
también alopecia, conjuntivitis y sintomas neuroldgicos agudos como somnolencia,
parestesias y ataxia cerebelosa. La actividad mielotdxica del 5-fluorouracilo predomina
cuando la administracion parenteral es en forma de bolo, y disminuye si se administra
en infusién intravenosa. Algunos de los efectos adversos que produce pueden
aparecer meses o afios después de su administracion. Un efecto no comiUnmente
asociado a este farmaco es la cardiotoxicidad [Bertolini y cols., 1999], atribuida a los
compuestos de degradacion (fluoroacetaldehido y acido fluoromalonaldehidico)
presentes en los viales inyectables que se forman con el tiempo en el medio basico
necesario para solubilizar el fdrmaco. La metabolizacién del fluoroacetaldehido genera
el fluoroacetato, compuesto potencialmente cardiotdxico [Lemaire y cols., 1994].
Ademas, altera los mecanismos de divisién y procesamiento de las células implicadas
en la inmunidad celular. De ahi que con frecuencia surja un estado de depresion
inmunitaria que facilita la aparicién de infecciones por virus, hongos y bacterias.
Ademads, la modificacion que induce en la estructura del genoma puede originar

mutagenicidad y la carcinogenicidad [Katzung, 2007].

La utilizacion de las NLSM permitiria el transporte controlado de dosis de
farmaco vehiculizado hasta el tejido u érgano diana. De esta manera, a los
principales beneficios comentados sobre el uso de este tipo de nanoplataformas
[Duran y cols., 2008; Pouliquen y Chouly, 1999; Senyei y cols., 1978], se sumarian
los derivados de la mejora de sus problemas de estabilidad [Katzung, 2007;

Lemaire y cols., 1994] y de su perfil farmacocinético [Flérez, 1997], pudiéndose
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incluso llegar a vencer los fendmenos de resistencia que las células cancerosas

desarrollen [Durdn y cols., 2008].

En el presente capitulo analizaremos las condiciones O6ptimas de
incorporacion de 5-fluorouracilo en las NLSM. Para ello, se estudian dos factores
fundamentales (la capacidad de vehiculizacion de farmaco en la matriz de la
nanoparticula y la concentracién de farmaco empleado en la sintesis) mediante
técnicas cualitativas (electroforesis). Finalmente, se analizan las cinéticas de
liberacidon in vitro de 5-fluorouracilo desde las NLSM vy la influencia en este
proceso de liberacién de un factor condicionante de la incorporacién del farmaco

en las nanoparticulas: el método de vehiculizacién.

5.2. ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS DE LAS
DISOLUCIONES DE 5-FLUOROURACILO

5.2.1. ABSORBANCIA OPTICA DE LAS DISOLUCIONES

El espectrofotometro ultravioleta-visible utilizado en nuestro trabajo (Perkin Elmer
Lambda 40, Spectrometer UV-Vis, EE.UU.) estd equipado con una lampara de deuterio,
gue produce un espectro continuo util para la regién comprendida entre 180 y 375
nm, y otra de wolframio, util para la regidn de longitudes de onda comprendida entre
350 y 1100 nm. Asi, este equipo permite obtener un espectro desde los 180 nm hasta
1100 nm. La cubeta utilizada es de cuarzo, transparente en la regién espectral de
interés, y con un camino 6ptico de 1 cm. Su mantenimiento es critico para la calidad de
las medidas, por lo que la limpieza completa antes y después de su uso es fundamental

y se realizé siempre con agua destilada y acetona.
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Las primeras etapas del anadlisis espectrofotométrico pretenden establecer las
condiciones de trabajo y la preparacidon de una curva de calibrado que relacione la
absorbancia con la concentracién del analito en estudio. Las medidas de absorbancia
espectrofotométricas se hacen a la longitud de onda correspondiente a un pico de
maxima absorcidn, ya que el cambio en la absorbancia por unidad de concentracion es
mayor en este punto, logrando asi la maxima sensibilidad. Ademas, bajo estas
circunstancias se puede esperar un mejor acuerdo con la ley de Beer, y las medidas son
menos sensibles a las incertidumbres que surgen de las limitaciones del instrumento

[Skoog y cols., 2001].

Si bien la metodologia seguida en la formulacién de los coloides determina las
condiciones de trabajo (el farmaco se encontrara disuelto en la primera fase acuosa
disefiada para la pre-emulsién de las nanoparticulas), un aspecto crucial previo es la
clarificacion de las condiciones de preparacidon y conservacién de las disoluciones de
farmaco. Este estudio se realizé prestando especial atencidn a su concentracion, a la
temperatura y al pH de las disoluciones utilizadas. Debido a la (ligera) fotosensibilidad
del fdrmaco investigado [Florey, 1973], por cautela siempre se procedid con diligencia
en la preparacién y manipulacién de las soluciones del principio activo y se

conservaron en recipientes cubiertos por papel de aluminio.

Para llevar a cabo el estudio, se investigaron las condiciones optimas de
conservacion durante 24 horas segun la concentracién molar del farmaco (desde 10
hasta 10%), la temperatura (4 y 25 °C) y el pH de las disoluciones (pH natural = 4.8, pH
= 7.4 ajustando con un tampdén NaOH-KH,PO,). Para la disolucion de los cristales de 5-
fluorouracilo se precisé la utilizacién de ultrasonidos, comprobando que su intensidad
y el tiempo necesario para su completa disolucion fue menor para las disoluciones
preparadas a pH 7.4. No se observd ningun tipo de alteracién macroscépica en las
disoluciones preparadas tras el periodo de conservacidon de 24 horas. Sin embargo, se

ha descrito que en disoluciones con una concentracion superior a 102 M ocurre
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espontdneamente la recristalizacién de este farmaco en la disolucion [Arias y cols.,
2005; Barberi-Heyob y cols., 1995]. Las disoluciones preparadas se mantuvieron
siempre a 4 °C hasta ser utilizadas para asi ralentizar los posibles procesos de

degradacion [Arias y cols., 2005].

La curva de calibrado de las disoluciones de 5-fluorouracilo se realizo utilizando las
concentraciones molares 10°, 2-10°, 3-10”, 4-10”, 5-10°, 6-10°, 7-10°, 8:10”, 910",
10 2-10, 3-10%, 410", 5:10%, 710, 10°, 5-10°, 10 M. Pasadas 24 horas desde su
preparacion, se determind el espectro de absorcién UV-Vis de cada una de las
disoluciones de 5-fluorouracilo (en el intervalo de concentracion 10° — 1073),
realizando un barrido de longitudes de onda desde 600 a 200 nm, con intervalos de 1.0
nm. Se utilizé como blanco en la calibracién previa del aparato agua bidestilada para
eliminar posibles interferencias en el espectro del farmaco generadas por el medio de

disolucion. Los resultados de este estudio se recogen en la figura 51a.

Como puede apreciarse en la figura, sélo se observa sefal por debajo de 325 nmy
se aprecia que la absorcién se incrementa al aumentar la concentracion de farmaco en
el medio. De los dos maximos observados, el Gnico que presenta una longitud de onda
de mdxima absorbancia invariable a diferentes concentraciones es el correspondiente
a 266 nm [Florey, 1973], longitud de onda seleccionada para las medidas que
realizamos. A medida que la concentracién de 5- fluorouracilo aumenta por encima de
la concentracion 2-:10* M los dos maximos tienden a fusionarse y la longitud de onda
de mdaxima absorbancia decrece significativamente, produciendo una desviacion de la

ley de Beer, lo que impide realizar determinaciones fiables a estas concentraciones.

La determinacién del coeficiente de absortividad molar (g) se realizé ajustando los
datos de absorbancia y concentracion mediante el método de los minimos cuadrados.

Los valores de absorbancia a diferentes concentraciones obtenidos a 266 nm cumplen
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la ley de Beer. En la figura 51b se muestran los datos vy la recta de ajuste. El resultado

obtenido fue € = 7370 + 90 L-mol™*-cm™ (r=0.999).

Absorbancia

0,5+

0,4 -

0,34

Absorbancia

0,2

0,1+

0.0 T l T I T l T l L g
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

[5fluorouracilo] (mM)

Figura 51. (a) Espectro de absorbancia UV-Vis de las disoluciones de 5-fluorouracilo. Las
concentraciones molares de farmaco en orden creciente de absorbancia son: 107, 2:107, 3-10°
°,4-10°,5-10°, 6-10°, 7-10°, 8-10°, 9-10°, 10, 2-10*, 3-10*, 4-10®,5-10™, 7-10*, 103, 5-10% y

107 M. (b) Determinacién del coeficiente de absortividad molar de las disoluciones de 5-

fluorouracilo a la longitud de onda de maxima absorbancia (266 nm).
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5.2.2. FACTORES EXPERIMENTALES CONDICIONANTES

En este apartado pretendemos establecer la influencia de la exposicion del
farmaco a distintas temperaturas de conservacion, a la luz y a diferentes condiciones

de pH en sus propiedades espectrofotométricas.

En primer lugar, investigamos el efecto de la temperatura y el de la luz sobre la
absorbancia UV-Vis de las disoluciones acuosas de 5-fluorouracilo preparadas. Para
ello, preparamos diferentes disoluciones del antitumoral siempre a la concentraciéon
de 10" M, vy las dividimos en cuatro grupos diferentes segtn las condiciones de
conservacion durante 24 horas: i) exposicion a la luz a 4.0 + 0.5 °C; ii) proteccidn de la
luz (papel de aluminio) a 4.0 + 0.5 °C; iii) exposicién a la luz a temperatura ambiente

(25 £ 0.5 °C); v, iv) proteccidn de la luz (papel de aluminio) a temperatura ambiente.

12
— Exposicionalaluz 25°C
10 Exposicion alaluz 25 °C
: Protecciondela luz 4 °C
—— Proteccion dela luz 25 °C
08
=
g
2 0,6
=
(=]
(7
=
0,2
0,0 T

. T " T ? T
200 225 250 275 325

A(nm)

Figura 52. Espectro de absorbancia UV-Vis de las disoluciones de 5-fluorouracilo (10™ M)

expuestas y protegidas de la luz, a diferentes temperaturas (4 y 25 °C).
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Como puede apreciarse en la figura 52, la luz y la temperatura afectan levemente

a los valores de absorbancia a 266 nm. Se observa que hay una mayor tendencia hacia

valores menores cuando el principio activo se conserva a temperatura ambiente y

expuesto a la luz ambiental. Por este motivo, las disoluciones acuosas de este fadrmaco

se mantuvieron siempre protegidas de la luz y a baja temperatura.

Por otro lado, comprobamos si el pH afecta al valor de absorbancia del farmaco en

disolucién. Para ello se prepararon disoluciones a pH natural (4.8) y a pH 7.4 (tampdn

NaOH-KH,PO,) con diferentes concentraciones de farmaco 10 5-10° y 10° M

respectivamente, obteniendo los resultados que se presentan en la figura 53.

Absorbancia

7 o

1,0

08

0,6

04

—— 5-FU10°M-pH 4.8

——— 5-FU5-10°M-pH4.8
5-FU10*M-pH 4.8

—— 5-FU10°M—-pH7.4
5-FU5-10°M-pH 7.4
5-FU10*M-pH 7.4

A(nm)

Figura 53. Espectro de absorbancia UV-Vis de las disoluciones de 5-fluorouracilo (5-FU: 107,

5-10°y 10™) preparadas utilizando agua bidestilada (pH natural 4.8) o tampén NaOH-KH,PO,

(pH 7.4).
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Como se puede observar, existe una clara reduccidn en los valores de absorbancia
a 266 nm cuando el fdrmaco se expone a un pH ligeramente basico [Arias y cols, 2005].
Esto es légico 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 ello, seguidamente preparamos una curva de calibrado con una bateria

de disoluciones acuosas a pH 7.4.

La figura 54a nos muestra la aparicion de dos maximos por debajo de 350 nm,
cuya absorbancia crece al aumentar la concentracién de principio activo en el medio.
El primero de ellos (A = 266 nm, como ocurre a pH 4.8) serd el que utilicemos en la
cuantificacion de la liberacién de farmaco desde los diferentes tipos de nanoparticulas.
Por encima de 2:10™® M, los maximos tienden a fusionarse en uno (lo gue ocurre
cuando la concentracién es superior a 10> M), por lo que no pueden realizarse
medidas por encima de esta concentracién. En la figura 54b quedan recogidos los
datos experimentales utilizados y la resta de ajuste obtenida en la determinacién del

coeficiente de absortividad molar (€ = 5890 + 160 L-mol™-cm™, r = 0.997).
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Figura 54. (a) Espectro de absorbancia UV-Vis de disoluciones de 5-fluorouracilo preparadas
utilizando un tampdén NaOH-KH,PO, (pH 7.4). Las concentraciones molares de farmaco en
orden creciente de absorbancia son: 10°, 2:10°, 3-10°, 4-10°, 5-10°, 6:10°, 7-10°, 8:10°, 9-10
° 10", 2:10% 3-10%, 4-10*,5-10*, 7-10*, 103, 5-10° y 102 M. (b) Determinacién del coeficiente
de adsortividad molar de las disoluciones de 5-fluorouracilo a un pH 7.4 £ 0.1 y para la longitud

de onda de maxima absorbancia (266 nm).
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5.2.3. VALIDACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO

El método espectrofotométrico UV-Vis que se utilizara para el andlisis de la
cantidad de farmaco vehiculizado o liberado por las nanoparticulas debe ser validado
previamente para verificar su exactitud, precisién, linealidad y limite de deteccién. Con
este objetivo, se prepararon seis réplicas de disoluciones acuosas con concentraciones
molares de farmaco entre 10° My 10> M, a pH natural (4.8) y a pH 7.4 (utilizado en los

ensayos de liberacion in vitro) a las que se les mide la absorbancia.

10° 0.076 + 0.003 3.7
2:10” 0.146 + 0.003 2.0
3.10° 0.215 +0.010 4.8
4-10° 0.292 +0.008 2.8
5-10” 0.373 + 0.009 2.5
6-10° 0.429 + 0.016 3.8
7-10° 0.507 +0.024 4.8
8-10° 0.580 + 0.008 1.4
9:10° 0.653 + 0.019 2.8

10" 0.746 + 0.035 4.7

2:10" (— 10 0,740 + 0.009 1.26
3-10%(— 10™) 0.740 + 0.013 1.75
4-10*(— 10™) 0.758 + 0.006 0.78
5-10™ (— 10 0.721 + 0.007 0.97
7-10* (— 10 0.729 +0.011 1.5

102 (— 10™) 0.771+0.018 2.3
5-10%(— 10™) 0.762 + 0.020 2.6

107 (— 10™) 0.743 +0.012 1.68

Tabla 13. Absorbancia (media + D.E.) de las disoluciones acuosas de 5-fluorouracilo para cada
una de las concentraciones indicadas a pH 4.8 (natural). El C.V. se calculé mediante cociente

entre la D.E. y el valor medio de la absorbancia.
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En la tabla 13 se recogen los valores de absorbancia de las disoluciones acuosas de

5-fluorouracilo en funcién de su concentracion a pH natural.

10° (1.07 £0.04) x 10~ 3.10 3.6
2:10” (1.98 £0.04) x 10~ 0.97 2.0
3-10° (2.92 £0.13)x 10° 2.74 4.6
4-10” (3.95+0.11) x 10~ 1.26 2.8
5-10” (5.06 £0.13) x 10~ 1.18 2.5
6-10~ (5.83 £0.22) x 10~ 2.91 3.7
7:10° (6.88 +0.32) x 10° 1.74 4.7
810~ (7.87 £0.12) x 10~ 1.65 1.5
9:10° (8.86 £0.26) x 10~ 1.58 2.9

10™ (1.01 £0.47)x 10" 0.99 4.6

2:10* (— 10™) (1.00 £0.01) x 10™ 0.40 1.3
3-10™(— 10 (1.00 £ 0.02) x 10™ 0.39 1.8
4-10"(— 10™) (1.03+0.01) x 10™ 2.70 0.8
5-10* (— 10™) (9.78 £0.10) x 10~ 2.25 1.0
7-10* (— 10 (9.88 £0.32) x 10~ 1.12 1.5

102 (— 10 (1.04 £0.02) x 10™ 4.30 2.3
5-10%(— 10 (1.03 £0.03) x 10™ 3.20 2.6

102 (— 107 (1.01 £0.02) x 10™ 1.69 0.8

Tabla 14. Comparacidon de las concentraciones “verdaderas” de 5-fluorouracilo en
solucién acuosa con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las
determinaciones espectrofotométricas. 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.

Se muestran 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
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pequefios valores de los coeficientes de variacidn (< 5 % en todos los casos) indican la
adecuada precision del método. El ajuste lineal de la relacidon absorbancia (A) —
concentracion molar (C) [A = (0.004 + 0.005) + (7370 * 90) - C] es estadisticamente

significativo, con una probabilidad superior al 99.9 %.

Para comprobar la exactitud del método analitico utilizamos los datos de
absorbancia de la tabla 13 (“concentracion verdadera” en la tabla 14). Asi se obtienen
las concentraciones estimadas para cada una de las seis réplicas. Las concentraciones
medias y sus D.E. quedan recogidas como “estimadas” en la tabla 14. Como antes, los
pequeiios valores de los C.V. y sus errores relativos son indicativos de la exactitud del

método espectrofotométrico.

De igual forma (tabla 15) se procedié en el caso del 5-fluorouracilo a pH 7.4
(tampon NaOH-K,PQ,). Los bajos valores de los coeficientes de variacién (< 5 %, en
todos los casos) indican la adecuada precisidon del método. La linealidad de la relacidn
absorbancia (A) — concentracion molar (C) [A = (0.006 + 0.01) + (5890 * 160) - C] se
confirma estadisticamente, con un error inferior al 0.1 %. Finalmente, se procedié de

igual forma a la descrita para demostrar la exactitud del método analitico (tabla 16).
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10° 0.060 + 0.003 4.3
2-10° 0.114 + 0.005 4.0
3-10° 0.177 + 0.007 3.9
4-10° 0.238 + 0.006 2.5
5-10” 0.310 £ 0.015 4.8
6-107 0.360 + 0.006 1.7
7-10° 0.420 + 0.017 4.1
8-10” 0.477 £ 0.013 2.7
9-:10° 0.532+0.011 2.0

10* 0.584 + 0.020 3.4

2:10* (= 10 0.610 + 0.005 0.008
3:10*(— 10 0.579 + 0.015 2.5
4-10*(— 10 0.568 + 0.002 0.3
5.10* (= 10 0.589 + 0.020 3.4
7-10* (= 10 0.596 + 0.009 1.5
103 (— 107 0.607 + 0.013 2.1
5-10%(— 10 0.563 + 0.006 1.1
1072 (— 10 0.572 +0.023 4.0

Tabla 15. Absorbancia (media + D.E.) de las disoluciones acuosas de 5-fluorouracilo a pH 7.4
para cada una de las concentraciones indicadas. El C.V. se calculé mediante cociente entre la

D.E. y el valor medio de la absorbancia.
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10° (1.00 £ 0.04) x 10 0.13 4.30
2:10° (1.94 +0.08) x 10 3.10 3.97
3-10° (3.01+£0.12)x 10® 0.41 3.88
4-10° (4.05 +0.10) x 10® 0.17 2.50
5-10° (5.26 +0.25) x 10 4.06 4.80
6-10° (6.09 +0.10) x 10 1.49 1.69
7-10” (7.13+£0.29)x 10° 1.83 3.19
8-10° (8.10 £0.22) x 10 1.25 2.72
9:10° (9.03 £0.19) x 10 0.39 2.06

10™ (9.92 +0.34) x 10” 0.81 3.42

2:10" (— 10 (1.04 +0.01) x 10™ 3.40 0.82
3-10%(— 10 (9.82 £0.25) x 10 1.80 2.60
4-10*(— 10™) (9.65 +0.03) x 10” 3.70 0.35
5-10™ (— 10 (1.00 + 0.03) x 10™ 0.001 3.40
7-10* (— 10 (1.01+0.01)x10™ 1.20 1.50

102 (— 10™) (1.03 +£0.02) x 10™ 3.01 2.10
5-10%(— 10 (9.56 +0.10) x 10 4.60 1.09

102 (— 10™) (9.71 £ 0.40) x 10 2.99 4.00

Tabla 16. Comparacién de las concentraciones “verdaderas” de 5-fluorouracilo a pH = 7.4 con
las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las medidas espectrofotométricas. Los
valores “estimados” son la media (x D.E.) de las 6 réplicas. Los errores relativos se calcularon

mediante el cociente [(estimado — actual)/estimado], también se muestran los C.V.

El limite de deteccidon de un método es la magnitud minima que puede detectarse

en un ensayo pero no cuantificarse con un valor exacto.

Ly=Y,+3"-$, (21)
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Donde Y,, es la cantidad promedio de analito que proporciona una sefial igual a la

sefal del blanco y S,, es la desviacion estandar del blanco.

El limite de cuantificacion es la magnitud minima que puede determinarse con un

nivel aceptable de exactitud.
Lc=Y,+10-5, (22)

Para la determinacidon de estos dos parametros se llevo a cabo la realizacidon de
seis medidas de la sefial del agua bidestilada y se repitié el mismo proceso con el
tampon (pH 7.4). En ambos casos, antes de las medidas se realizd el blanco con la

cubeta vacia. En ambos casos se obtuvo una S,, = 0.000, por lo que las ecuaciones

guedan:
Lp=Y,=10"°M (23)
Lc=Y,=10"M (24)

Como conclusion puede afirmarse que el método espectrofotométrico propuesto
queda validado en ambos casos, pudiéndose usar los coeficientes de absortividad
molar calculados para evaluar la concentracién de 5-fluorouracilo disoluciones cuya

concentraciéon se desconoce.

5.3. INCORPORACION MATRICIAL DE FARMACO

La determinacién cuantitativa de la incorporacion del antineopldsico 5-
fluorouracilo en las nanoplataformas disefiadas se basa en la metodologia establecida
por otros autores para la cuantificacion del farmaco vehiculizado y liberado por

diferentes tipos de sistemas coloidales [Fawaz y cols., 1997; Miiller y cols., 1991;
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Sullivan y Birkinshaw, 2004]. Esta metodologia ha sido puesta a punto por nuestro
grupo de investigacion [Arias y cols., 2008a, b, c]. En concreto, la técnica se basa en la
aplicacion de la ley de 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
interaccidn entre éstas. De esta manera, se acepta la contribucién de cada una de las
sustancias presentes en el medio de dispersién/preparacion de las nanoparticulas (o
de las sustancias que se han generado en el proceso de liberacién del principio activo)

a la absorbancia total del sistema.

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

transportadores [Arias y cols., 2008d, 2010c, 2011].

A continuacion nos centraremos en el estudio de la contribucién del principal
método de vectorizacidon de farmacos en sistemas transportadores: la incorporacién
del principio activo en el momento en que se produce la formacién de la
nanoplataforma. Para ello, analizaremos el efecto del principal factor que influencia la
captacién de principio activo en la matriz de las nanoparticulas: la propia
concentracion de farmaco. De esta manera, pretendemos definir las condiciones de
vehiculizacidn dptimas que permiten la incorporacién maxima del antineoplasico en el

sistema transportador magnético que proponemos. El analisis de la influencia de la
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concentracién del principio activo sobre su incorporacién en la matriz lipidica se realizé
siguiendo la rutina de sintesis y el procedimiento de determinacién
espectrofotométrica ya descritos y justificados. Para ello, la Unica variable que se
introdujo en la metodologia de sintesis de las NLS y de las NLSM fue la concentracién
de farmaco. Las concentraciones molares utilizadas fueron 10°, 5-10°, 10*, 5-10*
1073, 5:10° y 10 M. La determinacion de la absorcién de farmaco en la matriz de las
nanoparticulas se realizd mediante la comparacion de la absorbancia de las muestras
del medio (tomadas antes de llevar a cabo la sintesis) con los sobrenadantes obtenidos
tras una doble centrifugacion de las suspensiones de nanoparticulas formuladas, y una
vez eliminada la contribucién a la absorbancia total del sistema de los residuos o
subproductos de la sintesis. Las medidas experimentales se realizaron por triplicado
para cada una de las concentraciones molares del famaco [Arias y cols., 2010b]. La
cantidad de farmaco incorporado en la matriz de las nanoparticulas se ha expresado

en términos de EE y DL (%) [Arias y cols., 2009a; Brigger y cols., 2004].

La cantidad de 5-fluorouracilo absorbido por las NLS y por las NLSM se recoge en la
tabla 17. Como puede apreciarse, el porcentaje de incorporacién de fdrmaco aumenta
con la disminucién de la concentracién de farmaco presente en el medio de sintesis.
No obstante, la capacidad de incorporacién es mayor que en otros sistemas de la
literatura y la cantidad de fdrmaco maxima incorporada es mayor a la maxima

concentracion estudiada [Arias y cols., 2008a, b, ¢, 2011b; Ulbrich y Subr, 2004].
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10” 91.0+1.8 0.01+£0.00 889+1.1 0.01+£0.00
5107 90.1+1.2 0.05+0.00 87.5+1.0 0.04 £0.00
10" 87.4+0.9 0.10 £ 0.00 855+1.1 0.08 +£0.00
5-10™ 83.5+0.7 0.46 +£0.00 80.2+1.2 0.38+0.01
10° 81.2+1.2 0.90 £0.01 793 %11 0.75+0.01
5107 77.7£0.5 4.29 £0.03 749+0.8 3.54+0.05
10° 75.7+0.9 8.36 £ 0.09 729+1.2 6.88+0.13

Tabla 17.Valores de EE (%) y DL (%) del 5-fluorouracilo en la matriz lipidica de las NLS y NLSM

en funcion de la concentracién molar de farmaco.

La vehiculizacién del farmaco en las NLS es ligeramente superior siempre a la
obtenida en las NLSM. Sin embargo, la capacidad de respuesta a campos magnéticos
aplicados que exhiben las nanoparticulas compuestas debe asegurar la llegada de la

dosis administrada al lugar de accidn, proceso menos controlable en el caso de las NLS.

5.3.1. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LAS NANOPARTICULAS
PREPARADAS

Para analizar como se comportan las NLSM durante su almacenamiento se
prepard una sintesis de nanoparticulas cargadas de farmaco por triplicado, las cuales a
su vez se dividieron en seis alicuotas. Un total de nueve alicuotas se conservaron a 4 °C
y las nueve restantes se conservaron a temperatura ambiente en una cdmara de

estabilidad (TK-120 Niive, Turquia) bajo las condiciones de temperatura y humedad 25
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+2°Cy60+5%Hr, durante 0, 1, 7, 15 y 30 dias. Se midid el tamafio, el potencial zeta y

el farmaco liberado obteniéndose (Tabla 18):

Tamafio (nm) | 172+14 | 174+10 | 192+12 | 206+11 | 226+14
Potencial | o ey 10 | 473+16 | 452418 | -46.3+1.0 | -45.4+17
zeta (mV)

EE (%) 729+12 | 71.6+08 | 66.7+3.7 | 64.6+15 | 63.2+0.9
DL (%) 6.88+0.13 | 6.76+0.1 | 630+02 | 6.1+0.1 | 597+0.1

Tamafio (hnm) | 172+14 | 179+11 | 310+10 | 432+15 | 498+11
Potencial | o0 ey 12 | 45.9¢1.0 | 392419 | 34720 | -27.8+1.8
zeta (mV)

EE (%) 729+12 | 642+04 | 562+1.1 | 50.6+12 | 41.2+1.1
DL (%) 6.88+013 | 6.06+003 | 531+0.1 | 478+0.1 | 3.89+0.1

Tabla 18.Valores de tamafio (nm), potencial zeta (mV), EE (%) y DL (%) de las NLSM cargadas

con 5-fluorouracilo en diferentes periodos de conservacién a 4 °C y a temperatura ambiente.

En ambas condiciones se observa un aumento del tamafio y una disminucién de
los valores de potencial zeta, EE y DL con el tiempo; siendo mas acusado el incremento
de tamaiio en las condiciones de conservacién ambientales, triplicando el tamafio de
las nanoparticulas con respecto al momento de su preparacion, ademads de producirse
una liberacién mas rapida del farmaco desde la nanoparticula. Por lo que la suspensién

de nanoparticulas siempre serd conservada a 4 °C.
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5.4. LIBERACION DE FARMACO

En los apartados anteriores se han descrito las condiciones Optimas de
vehiculizaciéon del farmaco 5-fluorouracilo en las NLSM El siguiente paso en este
trabajo de investigacion es utilizar las condiciones que permiten una mayor carga de
farmaco para preparar las nanoparticulas que se utilizaran en los ensayos de liberacidn
in vitro. En estos ensayos se utilizaron aquellas NLSM preparados fijando una
concentracién de 102 M de 5-fluorouracilo en la fase acuosa de la sintesis o medio de
contacto (particulas con maxima cantidad de farmaco vehiculizado mediante absorcion

o adsorcidn, respectivamente).

El ensayo de liberacion in vitro de farmaco se realizé por triplicado a 37.0 + 0.5 °C.
Para ello, se utilizé el método de didlisis y un tampdn NaOH-KH,PO,4 (pH = 7.4 + 0.1)
como medio de liberacion. Las bolsas de dialisis se dejaron sumergidas en agua
bidestilada 12 horas antes de comenzar el ensayo. La bolsa de dialisis (Spectrum®
Spectra/Por® 6, EE.UU.) tiene un tamafiio de poro de 2000 Da y es capaz de retener las
nanoparticulas en su interior, dejando sélo pasar a su través el farmaco liberado hasta
el medio de liberacién. Brevemente, las suspensiones de las particulas con farmaco
vehiculizado se centrifugaron a 12000 rpm durante 30 minutos, para asi eliminar el
principio activo no incorporado. Se introdujo 1 mL de suspension de nanoparticulas
(concentracion de farmaco: 25 mg/mL) en las bolsas de dialisis, cerrando los extremos
de la misma con pinzas. A continuacién, se sumergio la bolsa en un vaso con 200 mL de
tampdn NaOH-KH,PO,. La temperatura de 37.0 + 0.5 °C y la agitacién mecanica (300
rom) de las bolsas se mantuvieron constante durante todo el ensayo. Las muestras
tomadas del medio (1 mL) se recogieron a intervalos de tiempo prefijado (0.08, 0.25,
0.5,0.75,1,2,3,4,5,6,9y 24 horas,y 2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13 y 14 dias) y se
analizaron mediante la metodologia UV-Vis ya descrita y en la longitud de onda de

maxima absorbancia correspondiente. Un volumen igual de solucién tampdn,
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(mantenido a la misma temperatura), fue afiadido al medio de liberacién tras cada
toma de muestra con el objetivo de mantener las condiciones sink. El mismo
procedimiento analitico utilizado en la determinacién de la vehiculizacién de farmaco,

fue seguido en los ensayos de liberacidn in vitro del mismo.

La figura 55 recoge los valores de liberacién de 5-fluorouracilo desde las
nanoparticulas sintetizadas, donde comprobamos que la liberacién del 5-fluorouracilo
es sostenida en el tiempo. Tanto en las NLS como en las NLSM, el proceso puede
considerarse bifasico. En primer lugar, una fase de liberacién rapida que
probablemente significa la pérdida del fdrmaco asociado a la superficie o débilmente
atrapado (tras 12 horas el 20 % del 5-fluorouracilo vehiculizado se libera desde las NLS
mientras que en el caso de las NLSM es el 17 %). Sin embargo, la liberacién de farmaco
se hace mas lenta durante la segunda fase del proceso. En esta Ultima etapa de
liberacion, el mecanismo responsable podria ser la degradacidon de la nanoparticula
lipidica (véase el apartado 4.3.3.) y/o la difusion de este farmaco a través de la matriz
lipidica. En ambos tipos de nanoparticulas la liberacién del principio activo es completa
tras 13 dias. Finalmente se puede apreciar una velocidad de liberacién ligeramente
mas lenta en el caso de las nanoparticulas compuestas. Este fendmeno puede
explicarse en el fendmeno de adsorcion del farmaco en la superficie de los nucleos de
oxido de hierro y la posterior precipitacién del lipido sobre éstos. Asi, la cantidad de
moléculas de farmaco localizada en la interfase Fe;O4—lipido debe difundir a través de
toda la matriz lipidica para poder salir al exterior, lo que ralentiza la velocidad de

liberacion [Hanafi y cols., 2013].

197



Capitulo 5. Capacidad de vehiculizacion de 5-fluorouracilo

—~ 1001 @
X i
o ¢
S 754 ¢

e *

o ®

£ ]

— )

o 50 ;

= f

o z B

3 25"

| -

o

=

hl o L} 1 LY 1 % 1 L 1 2 1 ’ 1
0 0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (horas)

Figura 55. Liberacion de 5-fluorouracilo (%) desde las NLS (m) y NLSM (@) en funcion del
tiempo de incubacion en una solucién tampdn NaOH-KH,PO, (pH = 7.4 £ 0.1) a 37.0 + 0.5 °C.

Para finalizar el estudio de la liberacién del farmaco desde las nanoparticulas
desarrolladas, realizamos el ajuste cinético de los perfiles de liberacion utilizando para
ello el andlisis de varianza de la regresion al modelo (criterio ANOVA) y del coeficiente
de determinacion, r’. Segln estos criterios, seleccionamos en primer lugar los ajustes
con mayor valor del estadistico F de Fisher (cociente entre las medias de cuadrados de
regresion y residual) y de entre ellos, admitimos que el que presente un mayor valor
de r* (una mayor suma de cuadrados de regresién) correspondera con la ecuacién de la
cinética que mejor se ajusta a los resultados obtenidos in vitro [Doménech y cols.,

1998; Morales y cols., 2004]. Hemos ensayado diferentes modelos matematicos con la
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finalidad de elegir el que con mayor fiabilidad sea capaz de explicar la cinética de

liberacion de nuestro farmaco:

a) Cinética de orden cero: describe un sistema donde la velocidad de liberacion

de farmaco es constante. Es decir:
Qt =Kot (25)

siendo Q; la cantidad acumulada de farmaco a tiempo t; y, K la constante de

liberacion.

b) Cinética de orden uno: en este caso la liberacion de fdrmaco va a depender de

la concentracion del mismo en el sistema.

ddQ’ ~K,0,-0)
t (26)
Qz _ Qoo (1 e—Klt)

siendo O, la maxima cantidad liberada, que se supone estard en disolucidn para

un tiempo mucho mayor que 1/Kj.

c) Cinética de raiz cuadrada (Higuchi): relacionada con la liberacién por difusién

del farmaco.
O =A+Bt (27)

d) Cinética de raiz cubica: la liberacidn se produce por erosidn o disolucién de la

matriz polimérica en todo su volumen:

Y00 —3(Qipp —0) = 4+ Bt (28)

199



Capitulo 5. Capacidad de vehiculizacion de 5-fluorouracilo

En la tabla 19 se recogen los valores de Fy r correspondientes a los distintos

ajustes cinéticos de la liberacion de 5-fluorouracilo desde las NLS y NLSM.

En la liberacidon de farmaco desde el interior de las nanoparticulas sintetizadas,
debemos diferenciar en la realizacion del ajuste cinético las dos fases caracteristicas
del proceso: una fase rapida de unas 9 horas de duracién y, a continuacién, una

segunda fase de liberacién mucho mas prolongada y lenta (Figura 69).

F 314.8 1585.9 622.7 18.9
NLS (12 fase)
r’ 0.969 0.992 0.980 0.470
F 2240.9 38.4 755.3 229.8
NLS (22 fase)
r’ 0.994 0.083 0.936 0.795
F 294.1 1228.9 540.1 18.7
NLSM (12 fase)
r’ 0.967 0.989 0.977 0.466
F 2092.3 39.2 796.0 228.4
NLSM (22 fase)
r’ 0.994 0.083 0.939 0.791

Tabla 19. Valores del estadistico F y del coeficiente de determinacion r? obtenidos en el
estudio del perfil de cantidades acumuladas de 5-fluorouracilo liberado en funcién del tiempo

desde la matriz de las NLS y NLSM.

Como puede apreciarse en la tabla 19, la cinética que mejor describe la primera
fase del proceso de liberacién es la de orden 1 (véase tabla 20 para los coeficientes de
ajuste y figura 56). Esto es indicativo de que la cantidad de farmaco que se libera es
proporcional a la concentracién del principio activo en la nanoparticula, y dependera
sobre todo de la cantidad de farmaco existente en las capas mas superficiales de la

nanoparticula. Sin embargo, en la segunda fase la cinética a la que mejor se ajusta el

200



Capitulo 5. Capacidad de vehiculizacion de 5-fluorouracilo

proceso de liberacidn se corresponde con orden 0 (coeficientes de ajuste en tabla 21),
lo que implica una liberacién constante y sostenida del farmaco a lo largo del tiempo,
sin efecto significativo de la cantidad ya liberada. Una posible explicacidn a este tipo de
liberacion podria basarse en el hecho de que el fiarmaco que se encuentra
originalmente en el interior de la matriz alimenta constantemente la superficie con
nuevas moléculas que pasan al medio. Se requiere para ello una elevada cantidad de

farmaco absorbida en la matriz y no fuertemente ligado a esta.

5-Fu, NLS (33.86 £ 3.86) (0.12 £ 0.01)

5-Fu, NLSM (34.40 £ 4.47) (0.11 +£0.02)

Tabla 20. Coeficientes de ajuste de la cinética de liberacién de orden 1 que describen la

primera etapa de liberacién del 5-fluorouracilo desde NLS y NLSM.

5-FU, NLS (20.65 + 0.94) (0.24 + 0.005)

5-FU, NLSM (21.13 £ 0.96) (0.23 £0.052)

Tabla 21. Componentes de las ecuaciones de las cinéticas de orden cero que describen la

segunda etapa de liberacion del 5-fluorouracilo desde NLS y NLSM.
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Figura 56. lzquierda: datos experimentales de la cinética de liberacion de 5-fluorouracilo

desde las NLSM. Derecha: lineas de mejor ajuste de los datos de estas a los modelos descritos

en el texto, para la fase inicial de liberacidn (arriba) y para tiempos largos (abajo).

La liberacion sostenida del farmaco en el tiempo es idonea para lograr un efecto

farmacoldgico éptimo in vivo. Es decir, casi toda la dosis de principio activo

vehiculizada en los nanocompuestos se liberara exclusivamente en el lugar de acciodn,

una vez que las NLSM se acumulen de forma selectiva a este nivel con la ayuda del

campo magnético aplicado.

Por otro lado se utilizé el modelo matematico propuesto por Korsmeyer y Peppas

[Korsmeyer y Peppas, 1983]:

&:K.tn
M

oo
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donde M./M.. es la fraccién de farmaco liberado en un tiempo t, K es la constante
de velocidad de liberacidon y n es el exponente que indica el mecanismo mediante el

cual ocurre la liberacién del farmaco.

Este modelo es generalmente lineal para valores de M/M.. < 0.6. Intenta
explicar mecanismos de liberacién de farmacos donde se presenta erosién y/o

disolucion de la matriz.

El valor del exponente n caracteriza el mecanismo de liberacién del farmaco. Si
n = 0.5, la liberacién del farmaco tiene lugar a través de un fendémeno de difusion que
sigue la ley de Fick (un mayor gradiente acelera la difusion, en el sentido en que la
concentracion disminuye). Si 0.45 < n < 0.89 indica que la liberacién del farmaco no
sigue la ley de Fick. Si n = 0.89 el mecanismo de liberacion del farmaco es de orden
cero denominada difusién no fickiana denominada transporte caso I, justificada por
Peppas en que las cadenas poliméricas se relajan permitiendo que entre agua en el
sistema actuando asi como plastificante, con un incremento del volumen vy la
movilidad del sistema. Por altimo, si n > 0.89 corresponde con un proceso de difusién
no fickiano denominado transporte super caso Il, este fendmeno de liberacién seria
consecuencia de un incremento en el proceso de plastificacion del sistema debido a
una disminucién en las fuerzas atractivas entre las cadenas poliméricas lo que

incrementa la movilidad de las macromoléculas.

Para que el principio activo difunda por la matriz, las cadenas poliméricas primero
deben relajarse para permitir el proceso de difusidon. De esta manera, la movilidad de
las cadenas poliméricas es decisiva para la cinética de transferencia del farmaco. Por lo
tanto, la velocidad de difusién aumenta con el incremento en la velocidad de
relajacion de las cadenas del polimero [Chiappetta y cols., 2006; Llabot y cols., 2004;

Peppas, 1985; Siepmann y cols., 1999].
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Ademas de la utilizacién de nanoparticulas como sistemas transportadores de
farmacos al tejido u érgano diana, incrementando la captacion del principio activo
vehiculizado por las células diana y el consecuente aumento de la eficacia del farmaco
minimizando su biodistribucién en el organismo, y por tanto, los efectos secundarios
del mismo [Arias, 2008, 2011; Arias y cols., 2009; Gonzdalez-Rodriguez y cols., 2003;
Yong y cols., 2005], los nanotransportadores ofrecen la posibilidad de hacer un control
externo del tratamiento mediante su rastreo a nivel experimental gracias a la
incorporacién de otras moléculas como los fluorocromos [Martin del Valle y cols.,

2009].

6.1. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LA
RODAMINA

La familia de compuestos orgdnicos heterociclicos fluorescentes derivados del 3,6-
di(amino-sustituido)-9-benzoato del xanteno se denomina rodamina. Estos
compuestos tienen la propiedad de emitir luz tras la excitacion luminosa. La longitud

de onda de la luz emitida es usualmente mayor que la de la luz incidente.

Algunos componentes de esta familia son la rodamina 6G, la rodamina B y la
rodamina 123. Se utilizan como colorantes e indicadores para varios metales; también
son utilizados como marcadores fluorescentes en aplicaciones biotecnoldgicas tales
como histoquimica, microscopia de fluorescencia, citometria de flujo, espectroscopia

de correlacion de fluorescencia, y ensayos ELISA.

Su deteccidn es facil y poco costosa empleando fluorimetros.
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Las rodaminas son solubles en agua, metanol y etanol. En general, presentan

cierta toxicidad.

La rodamina que vamos a utilizar es la rodamina 123 (Rho-123) (Figura 57), la cual

presenta baja toxicidad. Es un marcador catidnico que emite fluorescencia verde.

Se puede usar para estudiar el gradiente electroquimico en las mitocondrias en las
células vivas, en citometria de flujo para detectar la actividad de eflujo en células
normales y malignas de la glicoproteina-P y como un compuesto para el transporte

mediado por esta, ya que es un sustrato para dicha glicoproteina transmembrana.

Los estudios revelan que la rodamina 123 puede disminuir el crecimiento clonal de
células malignas in vitro, lo que podria asociarse con la glicoproteina-P placentaria

[Bernal y cols. 1982].

Figura 57. Estructura de la rodamina 123.

La rodamina 123 utilizada (Sigma, Estados Unidos) es un polvo de color rojo,
inodoro, con un peso molecular de 380.83 g/mol y estable en aire. En disolucion
adquiere un color amarillo anaranjado. Es soluble en agua hasta el 0.1% (25 °C), en

DMSO, metanol y en etanol (20 mg/mL).
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6.2. ESPECTROMETRIA DE FLUORESCENCIA DE LAS
DISOLUCIONES DE RODAMINA

Un fluoréforo es aquel compuesto que tras la absorcion de radiacién
electromagnética de energia adecuada, es desactivado mediante fluorescencia
(proceso radiativo que consiste en la emisidn de radiacién resultante de una transicién
electrénica entre estados de la misma multiplicidad de singlete excitado a singlete
fundamental). Ejemplos de fluoréforos conocidos son: el sulfato de quinina,
hidrocarburos aromaticos polinucleares (antraceno o perileno) o colorantes como la

fluoresceina o la rodamina.
Para que exista fluorescencia, primero tiene que haber absorcién.

La ley de Kavanagh relaciona el efecto de la concentracién de fluoréforo sobre
la intensidad de fluorescencia. La intensidad de la radiacion fluorescente es
proporcional a la intensidad de la radiacidn excitatriz que es absorbida por el sistema,

de acuerdo con:
F=K(I,—-1D (30)

Donde K’ es proporcional al rendimiento cudntico de fluorescencia (K' =
k'®g), I, es la intensidad de la radiacion incidente e I la intensidad después de
atravesar una longitud b del medio. Con objeto de relacionar F con la concentracién se

utiliza la ley de Beer:

I 1 I
A = —logT = €bc; loga = ebc; mlng = —ebc (31)
In = - = ~2.303ebc; - = e™2303be; | = [gm2303ebe (32)

Sustituyendo I = I,e ¢ en la ecuacién 30 se obtiene:
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F = K’(Io — Ioe—z.3o3sbc) = K’Io(l _ e—2.303sbc) (33)

—2.303ebc

Como el término e se puede expandir mediante un desarrollo en serie

de MaclLaurin de e*:

x  x2 %3 xn

ef=1+=-+=+=+4+--+= (34)
11 21 31 n!

_ —2.303¢b —2.303¢bc)? —2.303¢bc)? —2.303ebc)™
e—2:303¢bc — 1 4 ebo) , ( eb9)® | ( eboy 4 ( ebc) (35)
1! 2! 3! n!
— — 2 _ 3 - n
(1 _ e'2'3°3€b°) —1-1 +( 2.303ebc) +( 2.303¢ebc) +( 2.303ebc) . +( 2.303¢ebc) (36)
1! 2! 3! n!

Siempre que ebc < 0.05 los términos superiores del desarrollo se hacen
despreciables frente al primero y en estas condiciones el error relativo maximo en la

ecuacion anterior es del 2.5%. Finalmente la expresidn de la ley de Kavanagh quedaria:

F = K'152.303ebc = Kc (37)

6.2.1. DETERMINACION DE LA LONGITUD DE ONDA MAXIMA DE
EXCITACION DE LAS DISOLUCIONES

La medida de la absorcién éptica de la rodamina 123 se realizé mediante un
espectrometro de fluorescencia (Perkin Elmer LS 55, Estados Unidos) equipado con un
monocromador que utiliza una fuente de alta energia pulsada de Xenon para el

proceso de excitacion.

Para la obtencién de la longitud de onda maxima de excitacién se realizé un

barrido de excitacion-emisidon desde 400 a 600 nm con una resoluciéon de 1 nm.
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La cubeta utilizada es de cuarzo, con las cuatro caras pulidas y con un camino

Opticode 1 cm.

Para ello se preparé una bateria de disoluciones de rodamina 123 en agua
purificada a diferentes concentraciones: 4-10°%, 3-10°%, 2.10%, 108, 9-10°, 8:10°, 7:10?,
6:10°, 5107, 4-10°, 3-10°, 2:10° y 10° M.

Se realiza un barrido inicial de excitacidon-emision de cada una de las
disoluciones, determinando que la longitud de onda de mdaxima excitacidén se obtiene a

498 nm.

6.2.2. ESPECTRO DE EMISION DE LAS DISOLUCIONES

Debido a los resultados obtenidos previamente, se realiza la curva de calibrado
utilizando las concentraciones molares: 10°%, 9-10°, 8-10°, 7:10”, 6:10°, 5-10°, 4-107,

3-10°,2:10°y 10° M.

Se determind el espectro de emisién de fluorescencia de cada una de las
disoluciones de rodamina 123, realizando un barrido de longitudes de onda desde 400
a 600 nm, con intervalos de 1 nm. Se utilizé6 como blanco en la calibracién previa del
aparato agua bidestilada para eliminar las posibles interferencias en el espectro del

fluoréforo generadas por el medio de disolucién.

Los resultados de este estudio se recogen en la figura 58 donde se aprecia el
incremento de la intensidad al aumentar la concentracién de fluoréforo en el medio.
Por otro lado, se observan dos maximos de emisién, de los cuales el segundo presenta
una longitud de onda invariable a diferentes concentraciones correspondiente a

522.85 nm, longitud de onda seleccionada para las medidas que realizamos.
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Figura 58. (a) Espectro de emisidn de fluorescencia de las disoluciones de rodamina. Las
concentraciones molares de rodamina 123 en orden creciente de intensidad son: 10%, 9-10°,
8-10°,7-10°, 6-10°, 5-10°, 4-10°, 3-10°, 2:10° y 10”° M. (b) Determinacién de K de las

disoluciones de rodamina 123 a la longitud de onda de maxima emisiéon (522.85 nm).
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La determinacion de K se realizé ajustando los datos de intensidad y concentraciéon
mediante el método de los minimos cuadrados. El resultado obtenido fue K = (5.86 +
0.06) - 101 (r=0.999). En la figura 58b se muestran los datos y la recta de ajuste. Los
valores de intensidad a diferentes concentraciones obtenidos a 522.85 nm cumplen la

ley de Kavanagh.

6.2.3.VALIDACION DEL METODO FLUORIMETRICO

El método fluorimétrico que se utilizd para el andlisis de la cantidad de rodamina
123 vehiculizada por las nanoparticulas debe ser validado previamente para verificar
su exactitud, precision, linealidad y limite de deteccién. Con este objetivo, se
prepararon seis réplicas de disoluciones acuosas con concentraciones molares de

fluoréforo entre 10° My 10® M, a pH natural (4.8).

En la tabla 22 se recogen los valores de intensidad de las disoluciones acuosas de
rodamina 123 en funcién de su concentracién a pH natural. Se muestran los valores
medios de intensidad y las desviaciones estandar (D.E.) para cada una de las
concentraciones, asi como el coeficiente de variacidn (< 5 % en todos los casos) indican
la adecuada precision del método. El ajuste lineal de la relacidon intensidad (F) —
concentraciéon molar (C) [F = (5.86-+ 0.06)-10™°-C] es estadisticamente significativo, con

una probabilidad superior al 99.9 %.
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10° 67.43 +2.70 4.0
2:10° 129.91 + 1.69 1.3
3-10° 193.33 +2.75 1.4
4-10° 253.05 + 7.52 3.0
5-10° 310.04 £+ 6.81 2.2
6-10° 377.27 £9.55 2.5
7-10° 431.04 + 4.69 1.1
8-10° 496.63 + 15.08 3.0
9-:10° 543.07 £ 8.93 1.6

108 599.38 + 6.64 1.1

Tabla 22. Intensidad (media £ D.E.) de las disoluciones acuosas de rodamina 123 para cada
una de las concentraciones indicadas a pH 4.8 (natural). El C.V. se calculé mediante cociente

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

Para comprobar la exactitud del método analitico utilizamos los datos de
absorbancia de la tabla 22 (“concentracion verdadera” en la tabla 23). Asi se obtienen
las concentraciones estimadas para cada una de las seis réplicas. Las concentraciones
medias y sus D.E. quedan recogidas como “estimadas” en la tabla 23. Como antes, los
pequeiios valores de los C.V. y sus errores relativos son una clara indicacién de la

exactitud del método fluorimétrico.
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107 (1.12 £ 0.04) x 107 11.01 4.0
2:10° (2.17 £0.03) x 10” 7.63 1.3
3-10° (3.22 +£0.05) x 10” 6.89 1.4
4-10” (4.22 £0.12) x 107 5.16 2.9
5-10° (5.17 £0.11) x 10” 3.24 2.2
6-10° (6.29 +0.16) x 107 4.58 2.5
7-10° (7.18 £0.08) x 10~ 2.56 1.1
8-107 (8.28 +0.25) x 107 3.35 3.0
9-10” (9.05 +0.15) x 107 0.56 1.6

10 (9,99 £0.11) x 10” 0.10 1.1

Tabla 23. Comparacién de las concentraciones “verdaderas” de rodamina 123 en
solucién acuosa con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las
determinaciones fluorimétricas. 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.

Los limites de deteccidn y cuantificacidon se calcularon utilizando las ecuaciones
(44) y (45) del capitulo anterior. Para ello se llevo a cabo la realizacidon de seis medidas

de la sefal del agua bidestilada. Se obtuvo una S,, = 0.000, por lo que las ecuaciones

guedan:
L, =Y,=10"M (38)
Lc=Y,=10"°M (39)

Como conclusidn puede afirmarse que el método fluorimétrico propuesto queda
validado en ambos casos, pudiéndose usar la K calculada para evaluar la concentracidn

del fluoréforo en disoluciones cuya concentracién se desconoce.
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6.2.4. DETERMINACION DE LA INCORPORACION DE FLUOROFORO EN
LAS NANOPARTICULAS

La determinacién cuantitativa de la incorporacién de rodamina 123 se realiza de la
misma manera que para la cuantificacién del farmaco vehiculizado descrito en el

capitulo 5, pero utilizando la metodologia fluorimétrica.

La rodamina se incorpora en la primera fase acuosa [Martins, 2012; Wong, 2006,
2006a]. Una vez realizada la sintesis se centrifuga para eliminar los residuos de sintesis
y la rodamina no incorporada. Por lo tanto, puede estimarse la cantidad de rodamina
que no ha sido incorporada mediante la diferencia entre la concentracién inicial y la
concentracion de fluoréforo en el sobrenadante. El resultado serd la cantidad de

fluorocromo incorporado.

6.3. CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS
CARGADAS DE FLUOROFORO

6.3.1. TAMANO Y POTENCIAL ZETA

El tamano de las nanoparticulas sintetizadas bajo las condiciones de
formulacion indicadas, se midieron mediante difraccién laser (Beckman Coulter Ls™

13 320 series, Alemania) presentando un tamafio medio de 158.3 + 16 nm.

La determinacion del potencial zeta se llevé a cabo utilizando un dispositivo
Malvern Zetasizer 2000 (Malvern Instruments, Inglaterra) a una temperatura de
medida de 25 + 0.5 °C obteniéndose una carga superficial de -40.6 + 1.8 mV, que es

muy similar a la carga superficial de las NLS (-45.4 = 1.4 mV).
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6.3.2.LIBERACION DE FARMACO

Se estudié la influencia de la incorporacién de fluoroforo en la formulacién de
las nanoparticulas y se comprobd que no afecta a la liberacidon del farmaco ni a la

degradacion de la nanoparticula.

6.4. ESTUDIOS IN VITRO

6.4.1.LINEAS CELULARES

Las lineas utilizadas en la realizacion de las pruebas in vitro de este trabajo fueron
HCT-15 y T-84. Ambas estdn establecidas por la ATCC (American Type Culture

Collection).

HCT-15 es una linea celular que deriva de un adenocarcinoma colorectal (Dukes
tipo C) de origen humano [Abaan y cols., 2013]. La linea celular T-84 procede de un
carcinoma colorectal de origen humano [Proc Natl Acad Sci, USA 1980;77:3464; Am ]
Physiol 1984;246:G204]. Las dos lineas celulares expresan el antigeno

carcinoembrionario (CEA).

Las lineas celulares fueron cultivadas en medio DMEM (GIBCO, Paisley, UK)
suplementadas con glutamina 2 mM, ampicilina 500 uM/mL, gentamicina (Genta-
Gobens) 40 pM/mL y 10% de suero bovino fetal inactivo (Sigma S.L.) Para dichos
cultivos se utilizaron frascos de cultivo (Falcon) estériles y la incubacién se llevd a cabo

en una estufa a 37 °C, en atmdsfera de CO, y 90% de humedad.

Para su mantenimiento, el medio de cultivo fue renovado de acuerdo con su

acidificacion (amarillo). En cdmara de flujo laminar se procede a la retirada del medio y
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la adicion de nuevo medio de cultivo. Las lineas celulares utilizadas para la realizacién
de las pruebas in vitro fueron HCT-15 y T-84. La linea HCT-15 deriva de un
adenocarcinoma colorrectal humano (Dukes tipo C) [Abaan y cols.,, 2013]. Se
caracteriza por presentar resistencia intrinseca mediada por P-glicoproteina. La linea
celular T-84 procede de un carcinoma colorrectal de origen humano [Proc Natl Acad
Sci, USA 1980;77:3464; Am J Physiol 1984;246:G204]. Ambas lineas celulares expresan
el antigeno carcinoembrionario (CEA). Las lineas utilizadas fueron obtenidas a través

de la ATCC (American Type Culture Collection).

Las lineas celulares fueron cultivadas en medio DMEM (GIBCO, Paisley, UK)
suplementadas con glutamina 2 mM, ampicilina 500 uM/mL, gentamicina (Genta-
Gobens) 40 uM/mLy 10% de suero bovino fetal inactivo (Sigma S.L.). Su crecimiento se
realizé en frascos de cultivo (Falcon) de 25 cm? estériles colocados en una estufa de
cultivo a 37 °C, en atmdsfera conteniendo CO, y un 90% de humedad. Los medios de
cultivo fueron renovados en funcién de la acidificacion del medio (coloracion amarillo)
con una media de una vez cada tres dias. El proceso de renovacién del medio se realizé

en campana de flujo laminar en condiciones de total esterilidad.

6.4.2.ESTUDIO DE CITOTOXICIDAD IN VITRO

Los estudios de citotoxicidad sobre las lineas celulares T-84 y HCT-15 se
realizaron mediante el procedimiento de la sulforodamina B (SRB) y se expresaron

como porcentaje de inhibicion de crecimiento (Gl, %).

Para llevar a cabo estos estudios in vitro, las células fueron despegadas del
frasco de cultivo, retirando el medio y afiadiendo una solucién de PBS-EDTA 0.02% (el
EDTA secuestra el Ca®* gue es necesario para la adhesién celular). Las células se

incubaron 10 minutos en una estufa a 37 °C. Transcurrido ese tiempo se golped
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ligeramente el frasco para que las células se despegaran, pasandolas posteriormente a
un tubo universal. Las células se centrifugaron a 200xg durante 5 minutos. Se retird el
sobrenadante, quedandonos con el pellet celular, que fue lavado con PBS 1x. Este
proceso se repitid tres veces, tras lo cual, el botdn celular fue resuspendido en medio

de cultivo.

Para realizar la siembra en placas de un determinado nimero de células, se
realizdé contaje mediante una camara de Neubauer. Parte de las células fueron de
nuevo cultivadas en frasco de cultivo y el resto fue utilizado para crecimiento en placa
de 24 pocillos. La siembra fue realizada a una densidad de 8-10° células/pocillo para la
linea celular T-84, 1-10* células/pocillo para la linea celular HCT-15. El crecimiento fue
realizado utilizando 400 puL de medio Dulbecco’s modified Eagle (DMEM) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) suplementado con 1% estreptomicina penicilina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 10% suero fetal bovino (Gibco®, Life Technologies,
Madrid, Espafia). Los cultivos celulares se mantuvieron a 37 °Cy una atmdsfera con el
5% de CO,. Tras 24 horas de incubacidn, las células fueron expuestas a tratamientos a
con NLS, NLS-5FU, NLSM, NLSM-5FU y 5FU, a diferentes concentraciones (desde 0.05,
0.5, 1, 3, 5y 10 uM). La mediciones de la proliferacién se realizaron a dos tiempos de

exposicidon (72 y 120 horas).

Trascurrido los tiempos de tratamiento, las células fueron fijadas con 300 uL de
10% 4cido tricloroacético (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) durante 20 minutos a 4
°C. Posteriormente se afiadieron 300 pL de una solucién de 0.4% SRB (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) que se mantuvo durante 20 minutos. Finalmente, las células se
lavaron tres veces con 1% acido acético (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
afiadiéndoles una solucién de Trizma® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (10mM y pH
10.5). La lectura fue realizada mediante colorimetro (Titertek multiscan; Flow, Irvine,
California) a 492 nm. La medida de la densidad o6ptica se usé para calcular el

porcentaje de crecimiento celular (CG, %) y la inhibicion del crecimiento (Gl, %).
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Las nanoparticulas sin carga de principio activo no mostraron citotoxicidad en la
mayoria de las concentraciones estudiadas. Sélo en la concentracién mayor (10 uM)
mostraron algo de citotoxicidad a las 72 horas. Esta ligera toxicidad permanecié a las

120 horas en HCT-15 (Figura 59).
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Figura 59. Citotoxicidad de las NLS (gris) y NLSM (azul) en las lineas celulares de cancer de
colon humanas (a) T84 y en (b) HCT-15. Los resultados se expresan como porcentaje de

inhibicidn de crecimiento (Gl, %). Las concentraciones se establecen en relacién al farmaco.

Ademas, las NLS y las NLSM cargadas con 5-fluorouracilo no modificaron la
actividad antiproliferativa del farmaco, encontrando el mismo porcentaje de inhibicién

del crecimiento en todos los tiempos de exposicion (Figura 60).
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Figura 60. Citotoxicidad de las NLS (- B -) y NLSM (-+ A -+) cargadas con 5-FU comparadas con la

del 5-FU en solucién (-#-) en las lineas celulares T84 y HCT-15 tras 72 horas (a, c) y 120 horas
(b, d) de exposicion. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicién de crecimiento

(G, %).
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6.4.3.ESTUDIO DE INCORPORACION DE NANOPARTICULAS AL
INTERIOR CELULAR

Para valorar la incorporacién de las NLS y NLSM en las lineas celulares de colon,
ambas lineas fueron sembradas en placas de seis pocillos con una concentracion por

pocillo de 1-10° células en 2 mL de DMEM suplementado.

Tras 24 horas de incubacidn, las células fueron tratadas con rodamina 123 libre e
incorporada en nanoparticulas (NLS-Rho, NLS-5FU-Rho, NLSM-Rho, NLSM-5FU-Rho) y

NLS y NLSM sin principios activos como control.

Estos tratamientos fueron aplicados a una dosis de rodamina 123 de 1.3 uM
durante 0.5, 1, 2 y 4 horas. La linea celular HCT-15 fue pretratada durante una hora
con 14.3 uM verapamil hydrochloride (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), para evitar
la expulsion de la rodamina 123 por la glicoproteina-P, una transportador
transmembrana implicado en la resistencia celular a los farmacos y que esta
sobreexpresado en esta linea celular [Gottesman vy cols., 1993]. A continuacién, las
células se lavaron tres veces con PBS, y se observaron mediante microscopia de

fluorescencia Leica DM IL LED (Leica Microsystems S.L.U., Barcelona, Espaia).

Las imagenes de microscopia de fluorescencia mostraron una intensidad similar en
el interior de las células entre rodamina 123 en disolucién comparada con NLS-Rho,
NLS-5FU-Rho, NLSM-Rho y NLSM-5FU-Rho indicando que las nanoparticulas no
incrementan la presencia del fdrmaco en el interior de las células tumorales (Figura

61).
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Figura 61. Imagenes de microscopia de fluorescencia de las lineas celulares HCT15 expuestas a
rodamina 123, NLS y NLSM, ambas cargadas con rodamina 123. Las células HCT15 fueron
tratadas durante cuatro horas con (a) rodamina 123, (b) NLS-Rho y (c) NLSM-Rho. Las
imagenes se tomaron con un aumento de 10x. OM: imagenes de microscopia éptica de la linea

celular HCT15.
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Figura 62. Imagenes de microscopia de fluorescencia de las lineas celulares T84 expuestas a
rodamina 123, NLS y NLSM, ambas cargadas con rodamina 123. Las células T84 fueron tratadas
durante cuatro horas con (a) rodamina 123, (b) NLS-Rho y (c) NLSM-Rho. Las imagenes se

tomaron con un aumento de 10x. OM: imagenes de microscopia dptica de la linea celular T84.

Estos resultados sugieren que nuestras nanoparticulas magnéticas pueden ser
usadas como un sistema terapéutico y de diagndstico en este tumor sin interferir con

la actividad farmacoldgica del 5-fluorouracilo.

Finalmente, el patrén de distribucidon en el interior celular de la rodamina 123
incorporada en las nanoparticulas se muestra similar a la de la rodamina 123 libre. Este
patrén es principalmente citoplasmatico, sin observarse una acumulacién clara en un

area en particular.
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Podemos concluir que las NLS y NLSM son sistemas biocompatibles que no
muestran toxicidad en las lineas celulares ensayadas. Ademas las NLS y NLSM cargadas

con 5-fluorouracilo no disminuyen la toxicidad del farmaco.

Estos resultados indican que las caracteristicas magnéticas de nuestro sistema de
nanoparticulas puede ser usado en el tratamiento del cdncer de colon (termoterapia)
asociada a la actividad citotdxica del farmaco y para localizar el tejido tumoral a través

de un sistema para reconocer el material magnético (por ejemplo MRI).

Por otro lado, NLS y NLSM no afectan a la incorporacién de la rodamina al interior
celular, aunque su distribucién intracelular fue la misma. Esto podria ser debido a las
propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas como tamafio, forma y carga
superficial que puede cambiar la eficacia de captacion celular. De hecho, la carga
superficial tiene el mayor impacto en la captacién celular [Gratton y cols., 2008;
Kulkarni y cols., 2013]. Las nanoparticulas con carga positiva entran con mayor
facilidad al interior celular debido a la carga negativa de la membrana celular, en

comparacion con nanoparticulas con carga negativa o neutra como es nuestro caso.

Otros autores muestran que la cantidad de nanoparticulas en el interior celular
puede incrementarse mediante la adicién de un ligando a la superficie de las
nanoparticulas, como ferritina, que incrementa la captacién celular en comparacién
con las nanoparticulas vacias en las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-468
con receptores de ferritina sobreexpresados [Jain y cols., 2008]. En este contexto, la

incorporacién de tensioactivos pretende incrementar la incorporacidn in vivo.
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El presente trabajo de investigacion, tiene dos objetivos principales. El primero es
el disefio y la elaboracion, bajo condiciones dptimas, de un sistema transportador de
farmacos formado por nanoparticulas compuestas de un nuicleo magnético y una
matriz lipidica biodegradable. El segundo es la vehiculizacién del farmaco antitumoral
5-fluorouracilo en el sistema transportador. Las principales aportaciones pueden

resumirse en las siguientes conclusiones:

1. Sobre la sintesis de las nanoparticulas compuestas.

a) Se ha puesto a punto un procedimiento reproducible de sintesis de
nanoparticulas, formadas por un nidcleo magnético (magnetita) y una matriz lipidica
(trimiristato de glicerol), ambos biodegradables. La metodologia de sintesis de los
nucleos de éxido de hierro es muy sencilla y permite la obtencion de magnetita

superparamagnética.

b) Para optimizar las condiciones de la sintesis desarrollada, se analizé el efecto de
la proporcion inicial de masas magnetita/lipido sobre las nanoparticulas compuestas
obtenidas, y se concluyd que la relacion TG:Fes04 4:2 es la éptima. El analisis de las
propiedades eléctricas superficiales y de las propiedades magnéticas de las

nanoparticulas avala esta conclusién.

c) De esta manera, se ha logrado el disefio de un sistema de liberacién controlada
de farmaco constituido por un nudcleo magnético, responsable de las propiedades
magnéticas de las nanoparticulas obtenidas; y por una matriz lipidica, cubierta de

tensioactivos, muy apropiada para el transporte y liberacién controlada de farmaco.
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2. Sobre la caracterizacion fisicoquimica.

d) El analisis de las imagenes de microscopia dptica revelan que las nanoparticulas
obtenidas tienen una geometria muy apropiada para la via de administraciéon

parenteral y los nucleos se encuentran completamente incluidos en el interior celular.

e) Mediante la comparacion de los difractogramas de rayos X obtenidos para las
nanoparticulas de magnetita, las nanoparticulas lipidicas sdélidas y las nanoparticulas
lipidicas soélidas magnéticas, comprobamos la perfecta coincidencia de los
difractogramas de las nanoparticulas magnéticas con el patrén ASTM de la magnetita.
Esto permite identificar las muestras de magnetita y observar la elevada cristalinidad
de ésta, incluso tras quedar embebida en la matriz lipidica. De esta manera, es de
esperar que las propiedades magnéticas persistan tras el recubrimiento de los nucleos

magnéticos por el lipido biodegradable.

f) El andlisis del espectro de infrarrojos constituye una nueva prueba de la eficacia
del recubrimiento de los nucleos magnéticos, ya que permitié identificar los grupos
funcionales caracteristicos del lipido, asi como una banda caracteristica de la

magnetita en las nanoparticulas lipidicas sélidas magnéticas.

g) El analisis térmico de las nanoparticulas por separado nos permite afirmar la

gran estabilidad térmica del sistema.

h) El estudio comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los tres
tipos de nanoparticulas mediante electroforesis constituye una prueba de la eficacia
del recubrimiento de las nanoparticulas de 6xido de hierro en la matriz lipidica. Esta
oculta muy eficazmente el nucleo magnético, haciendo que la superficie de las
nanoparticulas lipidicas solidas magnéticas sea indistinguible de la de las

nanoparticulas lipidicas sélidas.
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i) El analisis preliminar de la estabilidad del recubrimiento mediante el estudio de
la evolucion de las propiedades electrocinéticas de las nanoparticulas compuestas en
funcién del tiempo muestra cémo el comportamiento de éstas se aproxima al de la

magnetita en agua.

j) Empleando la informacion obtenida del estudio electrocinético de nuestros
materiales, hemos justificado el mecanismo de formacién de la capa de recubrimiento
lipidico sobre los nucleos magnéticos (junto con el mecanismo termodinamico). Dicha
capa se genera como consecuencia de la atraccion electrostdtica entre las
nanoparticulas de magnetita cargadas positivamente y la matriz lipidica con carga

negativa, lo que induce la concentracién del lipido en la superficie de la magnetita.

k) Utilizando un modelo termodinamico aplicable a la interfase sélido/liquido ha
sido posible llevar a cabo una completa caracterizacion termodinamica superficial de

las nanoparticulas sintetizadas.

[) La diferente naturaleza de las superficies de magnetita, nanoparticulas lipidicas
sélidas y nanoparticulas lipidicas sélidas magnéticas se manifiesta en cambios sufridos
por las interacciones interfaciales entre el sélido y los liquidos de ensayo, y en general,

en diferentes contribuciones a la energia superficial total de cada tipo de sélido.

m)Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se manifiestan en las
caracteristicas hidrofobas/hidréfilas de los diferentes nanomateriales. La naturaleza
hidrdfila de la magnetita se pierde al ser recubierta por la matriz lipidica, lo que se

considera una prueba muy significativa de la eficacia del recubrimiento.

n) La determinacion del ciclo de histéresis de las nanoparticulas lipidicas sélidas
magnéticas ha resultado muy util en la caracterizacién de sus propiedades magnéticas.
Al quedar englobados los nucleos de 6xido de hierro en el interior de la matriz lipidica,

la imanacién de la nanoparticula resulta ser muy elevada por su caracter
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superparamagnético. Esta caracteristica ha sido comprobada cualitativamente de
forma visual y mediante microscopia Optica en suspensiones acuosas de los

nanocompuestos.

3. Sobre la capacidad de transporte y liberacion controlada del farmacos 5-

fluorouracilo.

o) Se ha validado y utilizado un procedimiento espectrofotométrico sencillo para
la determinacion de la incorporacion del farmaco antitumoral en las nanoparticulas
lipidicas sélidas magnéticas, y para la cuantificacion de la cantidad de farmaco cedida

al medio en los ensayos de liberacidn.

p) Hemos estudiado y definido las condiciones éptimas de vehiculizacién del 5-
fluorouracilo en las nanoparticulas lipidicas sélidas magnéticas, mediante la adicion del
principio activo en el medio acuoso que quedard englobado en la matriz lipidica, y que
contiene los nucleos magnéticos en suspension, antes de que se desencadene la

formacién de las nanoparticulas compuestas.

q) El estudio preliminar de las formulaciones ha puesto de manifiesto la
estabilidad en el tiempo en cuanto a retencién de farmaco que tienen las
nanoparticulas lipidicas sdlidas magnéticas para diferentes condiciones tipicas de

conservacion o almacenamiento de estas formulaciones.

r) El estudio de la liberacidn in vitro del farmaco absorbido en la matriz lipidica de
las nanoparticulas lipidicas sélidas magnéticas revela de forma general un perfil de
cesion lento de principio activo, completo en catorce dias y que se ajusta, segun el

anadlisis de varianza de la regresion al modelo (criterio ANOVA) y del coeficiente de
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determinacién, r*, a una cinética de liberacién raiz cuadrada. Esto resulta adecuado

para obtener un éptimo efecto farmacoldgico.

4. Sobre la viabilidad celular in vitro.

s) La ausencia de citotoxicidad por parte de las nanoparticulas lipidicas sdlidas y
las nanoparticulas lipidicas sélidas magnéticas, en lineas celulares de cancer de colon
humano T-84 y HCT-15, muestra una biocompatibilidad dptima para ser utilizados

como agentes transportadores.

t) Laincorporacion de farmaco en las nanoparticulas lipidicas sélidas no afectaron
a la toxicidad del mismo, encontrando el mismo porcentaje de muerte celular

comparado con el farmaco en solucion.

u) Para el estudio de la incorporacidn de las nanoparticulas al interior celular estas
se marcaron con rodamina 123. El patrén de distribucidn en el interior celular de la
rodamina 123 incorporada en las nanoparticulas se muestra similar a la de la rodamina

123 libre, siendo principalmente citoplasmatico.

v) Las nanoparticulas lipidicas sdlidas magnéticas pueden ser usadas como un
sistema terapéutico y de diagndstico de cancer de colon ya que no afectan a la
incorporacion de la rodamina al interior celular y no interferir con la actividad

farmacoldgica del 5-fluorouracilo.
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