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Resumen

El desarrollo de sistemas transportadores de farmacos ha alcanzado en
Biomedicina un papel muy importante, concretamente en la terapia de enfermedades
severas como el cdncer o la artritis reumatoide, por citar algunos ejemplos. Las
ventajas del uso de la Nanotecnologia con fines farmacéuticos provienen
esencialmente de la versatilidad de los métodos de formulacion desarrollados para la
obtencién de una amplia variedad de coloides basados en nanoparticulas en dispersién
acuosa. Asi, las nanoplataformas obtenidas pueden presentar diferentes geometrias,
estructuras y propiedades fisicoquimicas, segun las necesidades biomédicas en

cuestion.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo central el disefio de un
sistema liposomal con capacidad de respuesta a gradientes magnéticos aplicados, que
permita el transporte eficaz del fdrmaco prednisolona hasta una célula o tejido diana.
Con este fin, se realizé un estudio exhaustivo de las condiciones éptimas que
permitieran obtener nanocompuestos biodegradables y biocompatibles constituidos
por nucleos magnéticos de oxido de hierro (maghemita, y-Fe,03) embebidos en una
matriz vesicular (liposoma basado en L-a-fosfatidilcolina). El desarrollo de un
procedimiento de formulacidn reproducible se basé en una exhaustiva caracterizacién
fisicoquimica del coloide superparamagnético, que incluyd el andlisis del efecto de la
relacion maghemita:matriz liposomal (masa:masa) en la obtencién del mejor
recubrimiento, la caracterizacion del tamafio y forma, estructura y composicién
guimica, caracteristicas electrocinéticas y termodindmicas superficiales, propiedades

magnéticas, y propiedades reoldgicas del coloide.

Se evalud la capacidad para el transporte de farmacos de las nanoparticulas,
empleando como farmaco el glucocorticoide prednisolona. Se acometieron estudios
para optimizar la capacidad de carga, junto con estudios in vitro de liberacidon, que
permitieron caracterizar un perfil de cesién bifdsico o sostenido en el tiempo.
Finalmente, se realizaron estudios in vitro que demostraron la hemocompatibilidad del

nanomaterial, y estudios de proliferacién en fibroblastos de colon humano CCD-18, en



la linea celular de carcinoma de colon humano T-84, y en linfocitos y RAW 264.7

macrofagos que probaron la ausencia de toxicidad per se del coloide.

Imagenes de microscopia electronica de transmision y la técnica de tincidn Prussian
blue confirmd la internalizacidon de los magnetoliposomas por células T-84 mediante
endocitosis y/o macropinocitosis, que resultd ser maxima tras sélo 24 horas de
incubacién. Se comprobd como los nanocompuestos quedaban concentrados a nivel
mitocondrial, y que eran capaces de inducir una migracién celular in vitro bajo la

accion de un campo magnético aplicado.

Por tanto, cabe concluir que se ha desarrollado un coloide basado en

magnetoliposomas con prometedoras aplicaciones en Biomedicina.






1. INTRODUCCION







La actividad farmacoldgica de un principio activo utilizado en el tratamiento de
cualquier proceso fisiopatolégico depende, principalmente, de la naturaleza de su
interaccidon con el tejido o célula diana. En este sentido, es necesario que dicho
farmaco llegue a su lugar de accién a una concentracién terapéutica eficaz y constante,
durante el tiempo necesario para ejercer su accidn. Sin embargo, la acumulacion del
principio activo en la biofase se puede ver condicionada por diversos factores,

principalmente [Durdny cols., 2008; Arias, 2011]:

- Un caracter hidréfobo facilita la precipitacion en sangre del farmaco en forma

de soluto y su retirada de la circulacidn sistémica.

- Una extensa biodistribucién y la extravasacion no especifica (o no selectiva) de
las moléculas de principio activo a tejidos sanos que incluso puede ser

responsable de fendmenos de toxicidad colateral.

- Una intensa biodegradacién y rapido aclaramiento plasmatico de la dosis de

farmaco administrada antes de su llegada al tejido u érgano diana.

Todo esto conduce al fracaso de la terapia farmacoldgica y, por tanto, para
alcanzar el efecto deseado es necesaria la administracion de dosis altas y frecuentes, lo
gue generalmente da lugar a la aparicion de toxicidad en el organismo o, incluso, a

incumplimiento terapéutico por parte del paciente.

En las Ultimas décadas, para mejorar el tratamiento terapéutico destinado a tratar
cualquier proceso fisiopatoldgico, los investigadores han centrado su interés en el
desarrollo de sistemas coloidales como vehiculos transportadores de farmacos. Este
tipo de plataformas actua liberando toda la dosis de farmaco en el sitio especifico del

organismo, a la vez que lo protege de una rapida degradacion y eliminacion.

El desarrollo de sistemas transportadores de farmacos ha alcanzado en
Biomedicina un papel muy importante, concretamente en la terapia de enfermedades
severas como el cancer [Arias, 2011; Albano y cols., 2018] o la artritis reumatoide

[Arias, 2013; Patel y cols., 2018], por citar algunos ejemplos.



Las ventajas del uso de la Nanotecnologia con fines farmacéuticos provienen
esencialmente de la versatilidad de los métodos de sintesis desarrollados para la
obtencién de una amplia variedad de nanoparticulas o sistemas coloidales. Asi, las
nanoplataformas obtenidas pueden presentar diferentes geometrias y propiedades
fisicoquimicas segun las necesidades biomédicas en cuestion [Couvreur y Vauthier,

2006].

1.1. CANCER DE COLON

El desarrollo del cancer en los seres humanos implica una sucesién de complejos
mecanismos en los que estan implicados los oncogenes, genes supresores de tumores
y otros genes que controlan directa o indirectamente la proliferaciéon celular durante
décadas. Las diferentes combinaciones de alelos mutantes de estos genes se
encuentran en los genomas de los muchos tipos de cancer humano, asi como en
diferentes tipos de cancer del mismo tejido [Willian y cols., 2002]. De hecho, el analisis
mas convincente de la complejidad del programa genético del desarrollo del cancer en
los seres humanos viene de estudios detallados del cancer colorrectal [Volgestein y
cols., 1998] donde se evidencia los muchos y diferentes alteraciones y vias genéticas
gue dan lugar al estado neoplasico. Por ello, cada tumor es Unico y el espectro de
cambios genéticos que culminan en tumores humanos es infinitamente variable. Adn
asi, se pueden fijar una serie de caracteristicas especiales que poseen las células

malignas [Hanahan y Weinberg, 2000]:

- Crecen y se dividen sin la necesidad de sefiales apropiadas o en presencia de
sefiales inhibitorias.

- Inducen cambios en el citoesqueleto y alteraciones en la matriz extracelular del
tejido, lo que altera su capacidad de adhesidn celular, movimiento, apariencia o
interaccidn con células vecinas.

- No inhiben su crecimiento por contacto con otras células, lo que provoca una

pérdida de la organizacién del tejido normal.



- Presentan alteraciones en el tamafio y forma de sus nucleos, y pueden secretar
enzimas que digieren las barreras celulares, lo que les permite invadir y destruir
tejidos normales adyacentes.

Cuando estas alteraciones celulares se producen en las células epiteliales del
intestino grueso (colon) o en el recto es el denominado cancer colorrectal (CCR). Esta
es una tumoracion maligna de enorme importancia desde el punto de vista
sociosanitario, debido a su gran prevalencia y al gasto sanitario que supone su
tratamiento.

El colon forma parte del aparato digestivo y al igual que el recto esta constituido
por varias capas de tejido, la mas interna es la mucosa. Esta se encuentra rodeada por
la submucosa, y mas externamente se sitla la capa muscular que a su vez estd
recubierta por la capa serosa (capa mas externa). En la mucosa existen glandulas, lugar
donde se producen con mayor frecuencia los tumores malignos. La tumoracién
vegetante o infiltrativa originada tiene tendencia a crecer y a diseminarse paso a paso
a través de los conductos linfaticos (ganglios) o bien a distancia (via sanguinea:

metastasis) (Figura 1.1).

Tumor

Tejido sano
Ganglio linfatico J

Vaso sanguineo

Muscular

~ Submucosa
Mucosa

Figura 1.1. Imagen de AECC. Capas del colon.



1.1.1. EPIDEMIOLOGIA

El cdncer sigue constituyendo una de las principales causas de morbi-mortalidad
del mundo, con aproximadamente 14 millones de casos nuevos en el mundo en el afio
2012 (ultimos datos disponibles a nivel mundial estimados por los proyectos EUCAN y
GLOBOCAN, OMS). Las estimaciones poblacionales indican que el nimero de casos
nuevos aumente en las dos proximas décadas a 22 millones de casos nuevos al aio.

En Espaiia el CCR es el que mayor incidencia tiene (16%), mientras que el de mayor
mortalidad es el de pulmdn (20%) y el que tiene una prevalencia mas alta a cinco afios
es el cdncer de mama (18%). Si hacemos distincidn de sexo, tanto en hombres como
mujeres es el segundo cancer mds frecuente siguiendo al cancer de préstata y al
cancer de mama, respectivamente (Tablas 1 y 2). Segun datos de la Sociedad Espafiola
de Oncologia Médica (SEOM), se calcula una incidencia de 41441 pacientes al afio en
Espafia, siendo responsable de 15449 fallecimientos y una prevalencia a cinco afios de
89705 casos [Galceran y cols. 2016; Bray y cols. 2013].

Tabla 1. Incidencia del cancer en Espaiia en hombres y mujeres [SEOM 2018].

INCIDENCIA DEL CANCER EN ESPANA (%)
Hombres Mujeres
Prostata 22.42 Mama 28.04
Colorrectal 16.64 Colorrectal 16.85
Pulmén 15.01 Utero 6.22
Vejiga urinaria 11.71 Pulmén 5.98
Estémago 3.46 Vejiga urinaria 3.69
Labios, cavidad oral y faringe 3.34 Linfoma no Hodking 3.51
Higado 2.85 Pancreas 3.43
Linfoma no Hodking 2.81 Estdmago 3.34
Rifidon 241 Ovario 3.28
Pancreas 2.36 Leucemia 2.76
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Tabla 2. Mortalidad del cancer en Espaiia en hombres y mujeres [SEOM 2018].

MORTALIDAD DEL CANCER EN ESPANA (%)
Hombres Mujeres
Pulmodn 26.40 Mama 15.14
Colorrectal 10.69 Colorrectal 11.76
Prostata 9.01 Pulmén 9.86
Vejiga 5.98 Pancreas 7.52
Higado 5.21 Estomago 3.54
Estémago 5.11 Utero 5.32
Pancreas 491 Ovarios 5.24
T. mal definidos 3.99 Higado 4.02
Rifion 3.16 Leucemia 3.51
Leucemia 2.97 Linfoma no 1.99
Hodgkin

Segun la OMS, el CCR ocupa el cuarto lugar como responsable del mayor nimero
de fallecimientos a nivel mundial en 2012 (694.000 muertes). Sin embargo, y pese a
que las cifras de mortalidad son muy elevadas, los estudios indican que la
supervivencia de los pacientes con cancer ha aumentado de forma continua en los
ultimos afios en todos los paises europeos, especialmente el cancer de recto lo que es
probable que esté relacionado con los avances en el tratamiento.

Datos recientes indican que en 2017 el cancer de pulmdn ha seguido constituyendo
la principal causa de muerte por tumores a nivel europeo. El cancer colorrectal ha
experimentado un descenso del 5,3% y del 6,7 % desde 2012. La reduccion del cancer
colorrectal en ambos sexos, asi como en los tumores de prdstata, mama y Utero
reflejan las mejoras en el diagnostico precoz y en los nuevos tratamientos (Malvezzi y

cols., 2017).

1.1.2. ETIOLOGIA

El desarrollo del CCR no tiene una Unica causa concreta. Es bien sabido que existen

factores genéticos que dan lugar a su desarrollo, al mismo tiempo que otras
11



enfermedades como la poliposis cronica, la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa
pueden desencadenar esta patologia [Peloquin y cols., 2013; Strum, 2016; Dulay y
cols., 2016]. Generalmente comienza como podlipos benignos que lentamente se
convierten en cancerosos. También existen diversos factores ambientales los cuales

desempeiian un papel muy importante en el desarrollo de esta enfermedad:

-Tabaquismo. El consumo de tabaco de forma crdénica aumenta el riesgo de
desarrollo de CCR debido a su efecto mutagénico. Por ejemplo, una mutacién en el gen
APC (adenomatous polyposis coli) situado en el brazo largo del cromosoma 5 (q21-g22)
da lugar a multiples pdlipos premalignos en el colon precursores de CCR [Sarebo y
cols., 2006]. Ademas, existen numerosos estudios in vitro e in vivo que demuestran
gue los componentes mas importantes del tabaco, como es la nicotina, inducen la
proliferaciéon del CCR por diferentes vias [Ye y cols., 2004; Wong y cols., 2007; Wei y
cols, 2011].

-Alcohol. Se ha demostrado que no es un carcindégeno por si mismo, pero si puede
causar lesiones directas en el epitelio digestivo al mismo tiempo que puede favorecer
la absorcién de otros carcinégenos [Doll y cols., 1999]. Ademas, el consumo de alcohol
estd asociado con una malabsorcidn de folato. La deficiencia de folato puede afectar la
expresion génica alterando los patrones de metilaciéon del ADN o mediante la
induccion de sustituciones de bases, rupturas de ADN, y la amplificaciéon de genes.
Ademas del papel del alcohol en la modulaciéon de la metilacidn del ADN a través de su
asociacién con la deficiencia de folato, el etanol podria ejercer directamente su efecto
sobre la metilacion del ADN, reduciendo la actividad de la metionina sintasa,
disminuyendo los niveles de glutation e inhibiendo la actividad del ADN metilasa, los
determinantes importantes de la regulacion epigenética. Por lo tanto, la ingestion de
alcohol, ya sea directamente o a través de su asociacién con deficiencia de folato,
modula la metilacién del ADN, un importante determinante epigenético en la
expresion génica, y en el mantenimiento de la integridad del ADN vy la estabilidad

cromosdémica, que estan implicados en el desarrollo del cancer [Hamid y cols., 2009].

12



-Edad. El CCR aumenta su incidencia a partir de los 50 afios de edad [Amersi y cols.,
2005; El-Bolkainy y cols., 2006], motivo por el que se esta potenciando su deteccién
precoz mediante pruebas de screening (sangre oculta en heces) [Haug y Becker, 2016].
Sin embargo, existen diferencias importantes en la incidencia segin la edad en las

diferentes zonas del mundo inducidas por la dieta, el estilo de vida y el microbioma.

-Obesidad. Esta relacionada con mayor indice de CCR [Bardou y cols., 2015].

-Dieta. El consumo de carnes rojas y procesadas, azlcares simples y refinados, junto
con un pobre ejercicio fisico regular estd interrelacionado con el sindrome metabdlico
intestinal e inflamacion los cuales estan relacionados con el riesgo de CCR [Kushi y
cols., 2012; Birt y Phillips, 2014]. La ingesta de alimentos altos en colesterol puede

aumentar el riesgo de CCR [Jarvinen y cols., 2001].

El CCR se puede dividir en tumores esporddicos (no hereditarios) y hereditarios
[Carethers y Jung, 2015]. Los CCRs hereditarios debidos a mutaciones en genes
dominantes constituyen el 10-15% de los CCRs. Estos tumores se desarrollan
generalmente a edades mas tempranas que los no hereditarios. Sin embargo, estudios
en gemelos monozigdticos y dizigdticos indican que la proporcién de CCRs debido a las
mutaciones en la linea germinal es mucho mayor que las atribuidas en unos pocos
genes dominantes [Lichtenstein y cols., 2000]. De hecho, la proporcién de todos los
CCR debido a mutaciones heredadas se aproxima al 35%. Por el contrario,
aproximadamente el 60-65% de los CCR surge de factores ambientales. Estos casos se
denominan espordadicos y aumentan la incidencia a partir de edades superiores a 50
afos. Un tercer subconjunto de CCR se asocia con enfermedades inflamatorias
intestinales crénicas como la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa, pero

comprenden menos del 1% de todos los CCR [Carethers y Jung, 2015].

13



1.1.3. DETECCION Y ESTADIFICACION

Las pruebas utilizadas en la deteccion del CCR son:

» Examen fisico: para revisar los signos generales de salud y verificar si hay signos de
enfermedad, como masas o cualquier otra cosa anomalia.

» Antecedentes familiares: se evalian los antecedentes de enfermedades y los
tratamientos anteriores del paciente.

» Analisis de sangre y orina: para conocer el estado general del paciente y detectar
complicaciones asociadas al proceso tumoral.

» Prueba de sangre oculta en heces: técnica no invasiva la cual detecta la presencia
de residuos sélidos mediante microscopia. Existen dos tipos de FOBT (del inglés
fecal occult blood test):

-FOBT con guayacol (reactivo derivado de resina de madera de arboles de
Guajacum) para detectar hemo en las heces. El inconveniente que presenta es
gue no indica la procedencia de la sangre, por lo que posteriormente se tienen
gue hacer las pruebas de imagen [Schreuders y cols., 2016].

-FOBT inmunoquimica. Se utilizan anticuerpos especificos para Ila
hemoglobina. Proporciona un resultado cuantitativo en términos de
hemoglobina fecal por gramo de heces [Rozen y cols., 2010]. Pero a veces puede
presentar falsos positivos [Labianca y cols., 2010].

» Tacto rectal: exploracion digital del ano y parte del recto, buscando posibles
alteraciones en las paredes del recto.

» Radiografia: examen del intestino grueso que utiliza una forma especial de rayos X
llamada fluoroscopia, que posibilita ver drganos 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 pélipos (areas pequefias de tejido abultado),
otras dreas anormales o cancer. Brevemente, se introduce un sigmoidoscopio (60

cm) que tiene una herramienta para extraer pdélipos o muestras de tejido, los
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cuales se observan al microscopio para verificar si hay signos de cancer [Kuipers y
cols., 2013].

» Colonoscopia: es una prueba con la que se puede visualizar la mucosa de todo el
colon y el recto mediante un endoscopio que se introduce por el ano. Si se observa
una lesion sospechosa durante la realizacidn de la colonoscopia, se procederd a

extraer una pequefia muestra de ésta (biopsia) [Hazewinkel y Dekkers, 2011].

Para determinar el tratamiento mas adecuado es importante clasificar el tumor, es
decir, determinar en qué estadio o fase se encuentra. Para ello, una vez que se ha
diagnosticado el CCR, 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

afectan a esa porcion del tubo digestivo. Las pruebas que suelen realizarse son:

= Tomografia computarizada (TAC): permite la toma de imagenes del interior del
cuerpo desde dngulos diferentes. Se inyecta un tinte en una vena o se administra
via oral, y se crean las imdgenes en un ordenador conectado a una maquina de
rayos X.

= Resonancia magnética de imagen (RMI): se inyecta gadolinio en vena, que se
acumula alrededor de las células cancerosas, reveldndose mas brillantes en la
imagen. Con ayuda de un iman, ondas de radio y un ordenador se crean las
imagenes del colon.

» Tomografia por emision de positrones (TEP): se administra por via intravenosa una
pequefia cantidad de glucosa radiactiva para medir la actividad metabdlica del
organismo. El explorador de TEP rota alrededor del cuerpo y toma una imagen de
los lugares que absorben la glucosa. Las células malignas tienen un aspecto mas
brillante en la imagen porque son mas activas y absorben mas glucosa que las
células normales.

= Ecografia: se basa en la emisidon de ultrasonidos que rebotan al chocar con las
diferentes estructuras a las que llegan y mediante un ordenador forman una

imagen que se visualiza en una pantalla. En el CCR se puede realizar una ecografia
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abdominal para valorar el estado del higado, o una ecografia endorrectal cuando
las lesiones estan a nivel del recto.

= Cirugia: permite la extirpacion del tumor y determinar a qué distancia se disemind
en el colon.

= Biopsia de ganglios linfaticos: extraccién de todo un ganglio linfatico o una parte, y
posterior observacidn al microscopio para determinar si hay células cancerosas.

* Hemograma o recuento sanguineo completo (RSC): se toma una muestra de
sangre para verificar la cantidad de globulos rojos, glébulos blancos, plaquetas,
hemoglobina y hematocrito.

= Marcadores tumorales: sustancias que aparecen en cantidades superiores a lo
normal en el torrente sanguineo de los pacientes que padecen cancer. Los mas
precisos son el antigeno carcinoembrionario (ACE), el antigeno carbohidrato 19-9
(CA 19-9) y la forma metilada del gen Septina 9 (mSEPT9). El mSEPT9 se encuentra
en mas del 90% de los tumores de colon, pasando a la sangre en forma de acido
desoxirribonucleico (ADN) libre, indicando su presencia la posibilidad de que exista
una neoformacién relacionada con CCR. Los marcadores tumorales se emplean
como pruebas que ayudan al seguimiento del tumor tras los tratamientos y para

detectar recidivas, pero no son validos 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:

- Tejidos: el cancer se disemina desde donde comenzd y se extiende hacia las areas
cercanas.

- Sistema linfatico: el cancer se disemina hasta entrar en el sistema linfatico,
desplazandose a través de los vasos linfaticos a otras partes del cuerpo. Forma un
tumor (tumor metastdsico) en otra parte del cuerpo.

- Sangre: el cancer entra en la sangre, desplazdndose a través de los vasos
sanguineos a otras partes del cuerpo. Genera un tumor metastasico en otra regién

del organismo.
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Para poder determinar el tratamiento mas adecuado para el CCR es importante

conocer en qué fase o estadio se encuentra. Existen dos tipos de clasificaciones que se

utilizan con igual frecuencia aunque quiza la primera sea la mas completa:

1. Clasificacion TMN

Estas siglas hacen referencia a tres aspectos del cancer:

La T se refiere al nivel de extension del tumor primario en las paredes del

intestino:

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

T1: tumor que invade la submucosa.

T2: Tumor que invade la muscularis propia.

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

T4: Tumor que invade tejidos de érganos adyacentes.

La N se refiere a la presencia o no de afectacién de los ganglios

linfaticos regionales o mas préximos a la zona donde se origina el tumor.

NO significa ausencia de afectacién ganglionar.

N1 significa la presencia de afectacién tumoral en 1 a 3 ganglios linfaticos
perirectales.

N2 significa metdstasis o afectacion de 4 o mas ganglios linfaticos.

La M se refiere a la presencia confirmada de metastasis a distancia:

MO es ausencia de metastasis.

M1 es presencia de metastasis a distancia.
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El estadio del cancer se realiza teniendo en cuenta la clasificacion TNM (Figura 1.2):

Se disemina a otros 6rganos

Ganglio
Iinfi'lﬁco Vaso sanguineo

+—Serosa

Capas
musculares

+— Submucosas

S e S
- Heg
J

Figura 2. Etapas del CCR.

+»+ Estadio 0 o carcinoma in situ: es la etapa mas temprana. Se encuentran células
anormales en la mucosa (capa mas interna de la pared del colon).

+» Estadio I: el tumor afecta a la pared del colon o recto sin pasar la capa
muscular. No existe afectacion de los ganglios linfaticos.

%+ Estadio Il: el tumor ha infiltrado todas las capas de la pared del colon o recto.
Puede invadir estructuras cercanas. No se aprecia afectacidon ganglionar. Se
divide a su vez en tres etapas: IIA (el cancer se disemina a través de la capa
muscular del colon a la serosa), 1IB (el cancer atraviesa la capa serosa, pero no
se disemina a odrganos cercanos) y IIC (el cancer se disemina a drganos
cercanos).

+¢ Estadio Ill: el cancer ha invadido los érganos mas préximos y hay afectacion
ganglionar. Se divide en: estadio IlIA (infiltra la capa muscular y de 1 a 3
ganglios o infiltra hasta la submucosa y de 4 a 6 ganglios), estadio IlIB (infiltra a
la serosa y se ha diseminado de 1 a 3 ganglios o bien se infiltra hasta la
muscular y de 4 a 6 ganglios linfaticos o hasta la submucosa pero se ha

diseminado hasta mds de 7 ganglios) y estadio IlIC (el cancer infiltra hasta la

18



X/
L X4

serosa y de 4 a 6 ganglios linfaticos o bien invade la capa musculary a 7 o mas
ganglios o invade a otras estructuras mds proximas y a ganglios
independientemente del nimero).

Estadio IV: el cancer se ha diseminado a otros érganos. Se divide en estadio IVA
(el cancer se ha diseminado a un érgano alejado 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 esta cerca del colon o al revestimiento

de la pared abdominal).

2. Clasificacion de Astler y Coller

Estadio A: lesion limitada a la mucosa, sin afectacién ganglionar.

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

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

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

Estadio D: existe afectacion de otros érganos alejados.

1.1.4 BASE MOLECULAR

El CCR puede tener caracter heriditario o esporadico. EI CCR hereditario a su vez

puede clasificarse principalmente en CCR hereditario no polipoideo (HNPCC) o

sindrome de Lynch, y poliposis adenomatosa familiar (FAP) ambos son autosémicos

dominantes [Burt, 2000]. En menor proporcién, el CCR también se asocia con

enfermedades inflamatorias intestinales crénicas como puede ser Crohn y colitis

ulcerosa [Carethers y Jung, 2015].

En el CCR se produce una secuencia de fallos genéticos debido a mutaciones en

genes supresores de tumores, oncogenes y genes reparadores del ADN que afectan al

equilibrio entre proliferacion celular y apoptosis [Vogelstein y cols., 2013]. El CCR

comienza con la displasia del epitelio, que deriva a adenoma temprano, adenoma
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tardio, carcinoma y metdstasis. Son cambios que tardan normalmente décadas en
producirse, de ahi la frecuencia de apariciéon de la patologia en edades avanzadas
[Leslie y cols., 2002; Vogelstein y cols., 2013; Kheirelseid y cols., 2013].

El primer evento genético que se produce en CCR es la mutaciéon en el gen APC, gen
supresor de tumores que se encuentra en un fragmento del brazo largo (q) del
cromosoma 5 entre las posiciones 21 y 22 y se encarga de regular diversas funciones
celulares, entre las que se encuentran la divisién y la migracién celular de las células
del colon. Por tanto, una mutacién en APC implica un aumento en la proliferacién
celular que da lugar a pequeios adenomas (<1cm). En ellos, la hipermetilaciéon del ADN
favorece la expresiéon aberrante de genes previamente silentes, se producen
aneuploidias como resultado de la distribucion de cromosomas durante la mitosis, y
pérdidas alélicas de genes supresores. En adenomas grandes (tamaio > 1 cm), aparece
hasta en un 50% de casos una mutacion en el gen KRAS (secuencia asociada al
retrovirus Kirsten, del inglés Kirsten retrovirus associated sequence), que se traduce en
una proteina atrapada en su estado activo que envia de forma continua sefiales
mitoticas e impide la apoptosis. Esto favorece el crecimiento del adenoma y la posible
expansion clonal de alguna célula inicialmente alterada.

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 (suprimido en carcinoma colorrectal,
del inglés 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 (virus de mielocitomatosis aviar, del inglés avian myelocytomatosis virus)
confieren malignidad. Por tanto, el comportamiento clinico del CCR resulta de
interacciones a muchos niveles.

En células tumorales existen dos tipos de inestabilidad generadas a partir de vias
diferentes: la inestabilidad a nivel cromosémico (translocaciones, deleciones,
duplicaciones, aneuploidias o inversiones) y la inestabilidad a nivel gendémico
(mutaciones puntuales o deleciones/inserciones de secuencias microsatélite). La
mayoria de los casos de CCR esporadico se deben a una inestabilidad cromosdmica

mediante cambios en el niUmero de copias y en la estructura de los cromosomas.
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Inestabilidad genémica

Los genes involucrados en la reparacién de errores de apareamiento (MMR, del
inglés mismatch repair) se encargan de corregir los errores que ocurren durante la
replicacion del ADN. La inactivacién 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, del inglés microsatellite inestability). Los microsatélites son por su
propia naturaleza y estructura secuencias inestables y tienden a formar bucles que de
no ser reparados pueden llevar a la aparicién de deleciones e inserciones en las
mismas.

La inestabilidad gendmica se ha observado en mas del 80% de los casos de HNPCC
y alrededor del 10-15% en CR esporadico y cdncer gastrico [Thibodeau y cols., 1998].
En pacientes con HNPCC su presencia sugiere un defecto en los genes MMR [de Jong y
cols., 2004]. En los CR, habitualmente por hipermetilacién bialélica y consiguiente
silenciamiento de la region promotora del gen MLH1 a nivel somatico. Estos tumores
se asocian con edad elevada y sexo femenino y su comportamiento clinico es menos
agresivo.

El HNPCC se ha asociado con mutaciones germinales en los genes MLH1, MSH2,
MSH6, PMS1 y PMS2. La mayoria de mutaciones encontradas en pacientes con HNPCC
se encuentran en los genes MLH1 y MSH2. El resto de las mutaciones representan el
1% del total de las mutaciones encontradas. Este tipo de CCR supone una aceleracion
de la evolucion de mucosa normal a carcinoma [Vasen, 1999]. Aparece unos 20 afios
antes que en la poblacién general, sobre los 45 afios, y tiene un patrén hereditario
autosémico dominante. La alteracidon de estos dos genes a su vez produce nuevas
mutaciones en genes que regulan la apoptosis como la proteina X asociada al gen Bcl-2
(BAX, del inglés BCL2-associated X protein), genes implicados en el control y regulacién
del crecimiento tumoral como TGF-B () o incluso en genes reparadores como hSMH3 y
hSMH6 [Malkhosyan y cols., 1996].

Otra ruta alternativa que implica genes reparadores es la inactivacidon germinal de

un gen reparador de excision de bases, MYH, que escinde del ADN la guanina oxidada.
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Portar 2 alelos inactivos implica un fenotipo polipdsico con un riesgo de CCR del 100%
a los 60 afos [Jarvinen y cols. 2000].

Finalmente, la metilacion aberrante de ADN proporciona un mecanismo de
silenciamiento de genes. Esta implica la adicién de un grupo metilo a la citosina en su
carbono 5, por parte de ADN metilasas, con lo que se define una quinta base de ADN,
la 5-metilcitosina. En tejidos normales, la metilacién ocurre en regiones fuera de los
exones, pero en el CCR es frecuente en las islas CpG de ciertas regiones promotoras
[Sharma y cols., 2010]. En el fenotipo esporadico con MSI, la silenciacidn epigenética
bloquea la expresién del gen MLH1 [Gregoretti y cols., 2004 y Kane y cols., 1997]. El
fenotipo metilador de islas de CpG se observa en el 15% de los cdnceres esporadicos.
Algunos de los genes que se inactivan mediante hipermetilaciéon de sus respectivos
promotores son p16INK4a, p14ARF, APC, MGMT, LKB1, hMLH1, RasSFla, CRBP1 vy
RarB2.

Inactivacion de genes supresores

a) APC: la mutacidn del gen APC es critica en la carcinogénesis de colon. APC es un
gen supresor de tumores encargado de regular la divisiébn, migracion y el
mantenimiento de la estabilidad gendmica mediante la fosforilacidn de la proteina 8-
catenina (via de sefializacién Wnt). Una mutacion en APC impide la fosforilacion y 8-
catenina se acumula. La B8-catenina migra al nucleo, interaccionando con los factores
de transcripcién e induciendo la expresion génica, lo que supone un aumento de la
proliferacién y la evasion de la apoptosis. Las mutaciones en linea germinal del gen
APC tienen lugar en etapas tempranas de la carcinogénesis, estando presentes en el
80% de los adenomas y CCRs. Las mutaciones en la linea germinal del gen APC son las
responsables de la aparicion de FAP, enfermedad genética de herencia autosdmica
dominante como de herencia autosdmica recesiva presentandose como poliposis
atenuadas con alteraciones en el gen MYH [Lamlum y cols., 1999; Takahashi-Yanaga y
Kahn, 2010]. Se caracteriza por la presencia de cientos de podlipos adenomatosos con
alta tasa de transformacion maligna, de tal manera que a los 40 afos todos los

portadores han desarrollado un cdncer [Lynch y cols., 2008; Goss y cols., 2000].
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b) TP53. Una mutacién en el gen TP53 produce la inactivacion de la proteina p53,
gue actla como supresora del crecimiento celular, provocando la parada del ciclo
celular que conduce a la apoptosis. Se activa por multiples mecanismos de estrés
celular [Vazquez y cols. 2008]. En la mayoria de los tumores, los dos alelos de TP53
estan inactivados, habitualmente por una combinacién de una mutacién en uno de
ellos y una delecion en el segundo alelo del cromosoma 17p [Somasundaram vy El-
Deiry, 2000]. La inactivacién de TP53 suele coincidir con la transicion de grandes

adenomas en carcinomas invasivos [Baker y cols. 1990].

¢) TGF-p del inglés, transforming growth factor beta es una citoquina que incluye
tres isoformas (1,2,3) involucrada en la detencion del ciclo celular entre otras
funciones celulares. Aproximadamente, en un tercio de los CCR se han detectado
mutaciones somaticas que inactivan al dominio quinasa del gen TGFfR2 (receptor del
factor de crecimiento transformante beta 2, del inglés transforming growth factor beta
receptor 2) por mutaciones o deleciones que inactivan el componente SMAD4 o sus
factores de transcripcién SMAD3 y SMAD?2. La inactivacién de esta ruta coincide con la
transiciéon de adenoma a displasia de alto grado o carcinoma [Sjoblom y cols. 2006;

Markowitz y cols., 1995].

d) Pérdidas alélicas en el cromosoma 18: la pérdida de heterocigosidad en el

cromosoma 18 se observa en el 70% de lo CCR. Se produce concretamente en la region
1821 donde se encuentran varios genes implicados en la carcinogénesis como DCC y
SMAD4 o DPC4. DCC es una proteina transmembrana de la superfamilia de
inmunoglobulinas. Es un gen supresor de tumores y la pérdida de hetereocigosidad en
él es el evento genético mas frecuente en CCR avanzado [Shibata y cols., 1996; Saito y
cols., 1999]. Esto puede indicar que la pérdida de DCC es mas importante en la
progresién del tumor que en la formacién del mismo [Takayama y cols., 2006]. Por
ultimo, SMAD4 es un componente critico en la regulaciéon de TGF-f [Luciakova y cols.,

2011].
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e) Gen pl6 (CDKN2, MTS1, INK4a o CDK4l): es un gen supresor de tumores que

actua en el control de la fase G1 del ciclo celular. Codifica una proteina que inactiva los
complejos ciclina quinasa dependientes de ciclina 4 y 6 (CDK4 y CDK6) impidiendo la
fosforilaciéon del producto del Rb necesario para la progresion del ciclo celular [Serrano
y cols., 1993]. La inactivacién de este gen se produce por metilaciéon de la regiéon
promotora CpG, perdiendo asi la funcion represora [Lee y cols., 2004; Lind y cols.,

2004].

Activacion de oncogenes

a) Ras (HRAS, NRAS, KRAS) es una proteina G que codifica GTPasas en la

membrana interna de la célula. Activa numerosas rutas de transduccion de sefales,
pero es especialmente importante la de las proteinas quinasas mitégeno activada
(MAPK)(Mitogen-Activated Protein Kinases), las cuales también a través de la
transduccion de sefales activan a otras proteinquinasas y genes reguladores de
proteinas. Las mutaciones impiden la hidrdélisis de GTP a GDP, lo que conlleva una
permanente activacion de la proteina que envia de forma continua sefiales al oncogén
BRAF. Esto supone la activacién de la ruta de sefalizacion MAPK resultando en la
proliferacion celular y evasién de apoptosis de las células cancerigenas [Rajagopalan y

cols., 2002]. Las mutaciones de KRAS aparecen en un 37% de los carcinomas de colon.

b) El gen BRAF codifica una quinasa serina/treonina que, inducida por factores de
crecimiento, activa la sefializacion de RAS/RAF/MEK/ERK implicada en la proliferacion
celular. La alteracion mas frecuente de BRAF induce la activacion constitutiva de la via
MAPK, facilitando la evasién de la apoptosis. Esta mutacion se asocia a la inactivacion
transcripcional del gen MLH1 por hipermetilacién de su promotor, pero no a la
mutacion en linea germinal de éste [Samowitz y cols., 2005]. Asi esta mutacion se
perfila en un 12-15% de CCR esporadicos. Las mutaciones BRAF son detectables incluso
en pequenos polipos [Nosho y cols., 2008] y en comparacién con las mutaciones RAS,
son mdas comunes en polipos hiperpldsicos, adenomas dentados y cancer de colon
préxima.
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¢) Via de sefalizacion del fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K): la familia de PI3K

(LILIIN) constituye un gran grupo de proteinas kinasas de serina/treonina. La activacion
anormal de esta via conduce a una respuesta proliferativa y antiapoptdtica que se
relaciona con el desarrollo de multiples tipos de cancer. Un tercio de los CCRs portan
mutaciones somaticas en esta ruta [Hiles y cols., 1992]. En un 8-10% de los tumores
colorrectales se detectan mutaciones activadoras de la tirosina quinasa en ausencia de
adhesion a sustrato [Samuels y cols., 2004]. La fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-
fosfatasa (PTEN) es una proteina supresora de tumores que actua inhibiendo la ruta
PI3K [Zhou y cols., 2003]. La pérdida de funcién de la PTEN debida a la metilacidn de su

promotor, resulta en la estimulacion de la ruta [Goel y cols., 2004].

1.1.5 TRATAMIENTO

El tratamiento del CCR va a depender del estadio en el que se encuentre la
enfermedad. El objetivo de la terapia anticancerosa es la eliminacion completa de
todas las células malignas mediante diferentes métodos como es la cirugia,
radioterapia o métodos farmacolégicos. Se pueden combinar diferentes tipos de
tratamiento, simultdneamente o uno después del otro, dependiendo de la etapa del
cancer. En el caso que no sea posible su erradicacidén se recurre a métodos paliativos,
los cuales intentan reducir o eliminar el mayor nimero de células malignas, aliviar los

sintomas y prolongar la supervivencia con la mejor calidad de vida posible.

oo (Cirugia: la extirpacidon quirdrgica del cancer es el tratamiento mdas comun para
todos los estadios de cancer de colon. Incluso si el médico extirpa todo el cancer
visible, el paciente se puede someter a quimioterapia o radioterapia después

(terapia adyuvante) para destruir toda célula cancerosa que haya quedado.

oo Ablacion por radiofrecuencia: uso de un catéter especial con electrodos pequefios

gue destruyen células cancerosas.
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oo Criocirugia: se congela y se destruye el tejido maligno.

oo Quimioterapia: uso de medicamentos para interrumpir el crecimiento de células
cancerosas, ya sea mediante su destruccién o impidiendo su multiplicacién. Por via
parenteral u oral los medicamentos alcanzan el torrente sanguineo y pueden
llegar a las células cancerosas (quimioterapia sistémica). Cuando la quimioterapia
se focaliza directamente en el liquido cefalorraquideo, un érgano 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 cadncer que se estd tratando. Se
dispone de diversas formas de quimioterapia: i) quimioterapia de induccién, en
una situacion de enfermedad avanzada, con una intencidon curativa o meramente
paliativa; i) quimioterapia adyuvante, para eliminar la enfermedad residual
micrometastdsica; iii) quimioterapia neoadyuvante, como tratamiento primario
del tumor en estadio clinico locorregional antes de cirugia, en asociaciéon o no con
radioterapia concomitante; y iv) quimioterapia regional, por via intraarterial,
intraperitoneal o intratecal, para aumentar la concentracion del farmaco en el
lugar de accién. Algunos medicamentos comunes empleados para el cancer
colorrectal son 5-fluorouracilo, capecitabina, irinotecdn, oxaliplatino,

trifluridina/tipiracilo.

oo Terapia dirigida: consiste en el uso de agentes bioldgicos dirigidos a moléculas
especificas de la célula tumoral o de su entorno. Se utilizan anticuerpos
monoclonales asociados a la quimioterapia los cuales mejoran los resultados
frente a la quimioterapia sola. Los anticuerpos monoclonales tienen Ia
caracteristica de actuar destruyendo células tumorales, sin poseer practicamente
efecto sobre las células sanas, por lo que los efectos secundarios suelen ser bien
tolerados. Existen dos tipos de anticuerpos monoclonales autorizados para su uso:
dirigidos contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico (anti-EGFR) y

dirigidos contra el factor de crecimiento del endotelio vascular (anti-VEGF).
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o) CETUXIMAB: Anticuerpo 1gG1 monoclonal quimérico cuya diana es el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, del inglés epidermal
growth factor receptor) el cual estd implicado en angiogénesis, proliferacion,
migracion y adhesion celular. Su combinaciéon en terapias FOLFOX o FOLFIRI
estdn dando mejores resultados. Sin embargo, su respuesta se ve condicionada
por mutaciones en los genes KRAS, BRAF, NRAS y PIK3CA. El gen KRAS se
encuadra dentro de la familia de genes RAS . Estos genes codifican una proteina
G la cual estd relacionada con el acoplamiento de sefiales de transduccién de
receptores de superficie, entre los que se encuentra EFGR. Al unirse KRAS a GTP
se promueve el retraso de la sefializacidon celular de proliferaciéon e inhibe la
apoptosis, actuando como un oncogén. Las mutaciones en la KRAS bloquean la
actividad GTPasa y promueven la conformaciéon 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. Por ello, se produce una

disminucion de la eficacia de las terapias con Cetuximab.

o PANITUMUMAB. Anticuerpo monoclonal que desarrolla la misma

funcién que Cetuximab y deja de ser eficaz cuando RAS estd mutado.

o) BEVAZIZUMAB. Anticuerpo monoclonal cuyo objetivo es detener la
angiogénesis mediante unidén al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF,
del inglés vascular endotelial growth factor). El VEGF es un elemento clave en el
tumor ya que éste necesita los nutrientes transportados en los vasos sanguineos

para crecer y diseminarse.

o ZIV-AFLIBERCEPT y RAMUCIRUMAB. Actuan uniéndose a la VEGF-A, la

VEGF-B y el factor de crecimiento placentario (PIGF, del inglés placental growth
factor), y se ha afiadido a regimenes como el FOLFIRI, lo que ha mejorado la

respuesta al tratamiento.

27


https://es.wikipedia.org/wiki/Angiog%C3%A9nesis
https://es.wikipedia.org/wiki/Ras
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_G
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_G

o) REGORAFENIB. Es un tipo de terapia dirigida que bloquea ciertas
proteinas quinasas que ayudan a las células del tumor a formar nuevos vasos
sanguineos para alimentar al tumor. Este farmaco se aprobd en 2012 por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA, del inglés Food and Drug
Administration) para pacientes con cancer colorrectal metastasico que ya hayan

recibido ciertos tipos de quimioterapia y otras terapias dirigidas.

1.1.6 RESISTENCIA Y CANCER DE COLON

La resistencia a la terapia frente al cancer de colon recae de una forma importante a
las células madre cancerosas (CSCs, del inglés cancer stem cells). La célula madre se
caracteriza por tres propiedades: autorenovacion, capacidad de desarrollarse en
multiples lineas celulares y el potencial de proliferar extensamente. Estos atributos
funcionales la asimilan al fenotipo de la célula tumoral. Las CSCs intervienen tanto en
procesos de quimioresistencia [Liu y cols., 2013] como de radioresistencia [Peitzsch y
cols., 2013], incluso pueden evadir nuevas terapias inmunogénicas [Chang y cols.,
2016; Radvanyi, 2013; Yoshida y Saya, 2016; Zhao, 2016]. Ademas, se cree que puede
ser una causa central en la heterogeneidad tumoral, una caracteristica clave de la
resistencia terapéutica [Yoshida y Saya, 2016]. Los principales mecanismos de

resistencia asociados a esta poblacion son:

-Resistencia a la apoptosis mediante proteinas como la survivina [Zheng y cols.,
2012]. La survivina es una proteina inhibidora de la apoptosis que desarrolla un papel

importante en la resistencia a la quimioterapia.

-Resistencia multiple a farmacos (MDR, del inglés multidrug resistance). Se produce
una expresion elevada de la familia de transportadores ABC entre los que se
encuentran la glicoproteica-P (P-gp, del inglés P-glycoprotein) [Cojoc y cols., 2015],
BCRP, MRP1 y MRP3 [Pawtowski y cols., 2013] entre otras. Estas actian expulsando el

farmaco contra gradiente hacia el medio extracelular, mediante el gasto de ATP.
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- Alteracion de los procesos de reparacién del ADN por enzimas como la MGMT
(O6-metilguanina-DNA metiltransferasa) [Nyskohus y cols., 2013] o el sistema MMR
[Haghighi y cols., 2014].

Por todo esto, el estudio de las CSC ha supuesto una nueva estrategia terapéutica

frente al cancer.

1.2. NANOESTRATEGIAS PARA EL TRANSPORTE SELECTIVO DE

FARMACOS

La quimioterapia convencional implica la distribucién de manera no especifica de
los farmacos en el organismo, afectando tanto a células cancerosas como a células
sanas. Esto limita la dosis de farmaco que llega al tumor produciendo niveles de
toxicidad excesivos. Ademas, la heterogeneidad de las células de la masa cancerosa
(desarrollan diferentes caracteristicas bioquimicas, morfoldgicas e inmunoldgicas, tras
numerosas mutaciones) se traduce en diferencias de sensibilidad a la accién de los
agentes antineoplasicos, desde una sensibilidad elevada hasta una resistencia total.
Las células malignas presentan diferencias en cuanto a la fase del ciclo celular en que
se encuentran; mientras unas estan en fase de elevado crecimiento o proliferacion
otras pueden estar en fase de reposo. Generalmente muchas neoplasias se
diagnostican en etapas de crecimiento desacelerado, asociado 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 rapida, podria decirse que, en principio, gran parte de esta
poblacién celular puede ser resistente. Bajo estas circunstancias, una reduccion inicial
del numero de células, por ejemplo mediante métodos quirdrgicos o radioterapia,
puede modificar el equilibrio intratumoral y estimular a las células malignas que se
dividen lentamente para que lo hagan con mas rapidez, convirtiéndose en 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 una quimioterapia,
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las células sensibles son destruidas pero la subpoblaciéon de mutantes que se ha hecho
resistente sobrevive y prolifera. Por tanto, con el tiempo la destruccidon celular
provocada por la molécula quimioterapica disminuye ya que se van seleccionando las
variantes resistentes.

Por todo esto, se puede deducir la dificultad de la masa tumoral para responder a
un uUnico farmaco por lo que a veces es necesario la accidon conjunta de varios agentes
farmacoldgicos, unas veces se hard al mismo tiempo y otras de manera sucesiva o en
diferentes fases. La eficacia de la quimioterapia basada en un tratamiento
plurifarmacolégico sera mayor cuanto mejor se cumplan los siguientes requisitos: i) los
farmacos han de ser activos frente a mds de uno de los tipos de células que forman la
poblacién tumoral; ii) han de actuar por mecanismos bioquimicos diferentes o en fases
celulares distintas; iii) han de poseer toxicidad orgdnica diferente o manifestarse con
una secuencia temporal distinta y, iv) el efecto éptimo se alcanzard cuando sus
actividades respectivas se sumen, si bien es preferible que presenten sinergia o
potenciacion.

Aun asi, uno de los principales inconvenientes de la terapia convencional es que el
farmaco no llega a concentraciones adecuadas al intersticio tumoral. Por ello, para
solucionar éste y otros problemas, se han desarrollado nanosistemas transportadores
de farmacos hasta la masa tumoral [Reddy, 2005; Arias, 2008, 2011]. La vehiculizacién
de farmacos va a permitir: a) que los farmacos lleguen a concentraciones adecuadas a
las células cancerosas; b) un aumento del tiempo de exposicion farmaco-célula diana;
c) una disminucidn de la toxicidad de células sanas; d) mejorar el perfil farmacocinético
del farmaco; y e) proteccion de las moléculas tanto in vitro (condiciones de
almacenamiento) como in vivo (frente a fendmenos de degradaciéon) [Arias, 2008;
Davis y cols., 2008; Kumar y cols., 2015; Mattos y cols., 2016].

Estos sistemas transportadores de farmacos son de tipo coloidal y su naturaleza
guimica puede ser orgdnica o inorganica. Ademds, deben ser biodegradables y
biocompatibles y presentar una buena capacidad de vehiculizacion de farmacos
[Reddy, 2005; Couvreur y Vauthier, 2006; Arias 2008, 2011]. Dentro de los sistemas
coloidales destacan los nanocompuestos de tipo polimérico [Arias y cols., 2007b,

2010a, 2010b, 2010c; Sdez-Fernandez y cols., 2009; Pérez- Artacho y cols., 2012; Pretel
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y cols., 2017] y de tipo lipidico [Arias y cols., 2011a; Clares y cols., 2013; Mufoz de
Escalona y cols., 2016; Lorente y cols., 2018a, Lorente y cols., 2018b). Sin embargo,
recientes investigaciones han probado que esta simple asociacién coloide - agente
antitumoral no siempre resulta suficiente para lograr el mejor tratamiento posible, ya
que el nanosistema es secuestrado por el sistema reticuloendotelial (SRE) y jamas
llegaria a entrar en contacto con la célula cancerosa a no ser que el tumor se
encuentre en el SRE [Dufort y cols., 2012; Maeda, 2012; Yu y Zheng, 2015]. De ahi que
se desarrollen diferentes tipos de estrategias de transporte de farmacos para llegar a
su lugar de accién en la concentracion adecuada y puedan ejercer su accién

farmacoldgica.

1.2.1 TRANSPORTE PASIVO

Las estrategias de transporte pasivo de farmacos estan basadas en el efecto de
permeabilidad y retencion aumentada (EPR, del inglés enhanced permeability and
retention effect) [Matsumura y Maeda, 1986] (Figura 1.3). Este fendmeno se puede
describir en la mayoria de los tumores sdlidos, aunque hay que tener en cuenta la
heterogeneidad de cada uno. Cuando se produce una tumoraciéon intervienen
mediadores de la inflamacién como son bradiquininas, éxido nitrico (NO) vy
prostaglandinas produciendo una nueva vasculatura (angiogénesis) en la zona tumoral
para satisfacer la demanda de oxigeno y nutrientes de las células cancerosas. Esta
nueva vasculatura presenta una arquitectura irregular con fenestraciones de entre 100
y 600 nm las cudles determinan una mayor permeabilidad de macromoléculas que
circulan en sangre al intersticio tumoral en comparaciéon con los vasos que irrigan
tejidos sanos. Ademas, en la zona tumoral existe un drenaje linfatico pobre vy
afuncional, lo que origina una mayor acumulacién de macromoléculas en el espacio
intersticial. El paso de las moléculas desde la circulacidn al interior del tumor se puede
producir por conveccién o difusidn pasiva. La conveccion se refiere al movimiento de
las moléculas dentro de los fluidos y debe ser el modo de transporte predominante
para la mayoria de las moléculas grandes a través de poros grandes cuando la tasa de

filtracidon neta es cero. Por el contrario, los compuestos de bajo peso molecular, como
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el oxigeno, se transportan principalmente por difusion, definido como un proceso de
transporte de moléculas a través de la membrana celular, de acuerdo con un gradiente
de concentracién y sin la contribucién de la energia celular. Sin embargo, la conveccién
a través del intersticio tumoral es pobre debido a la hipertensién intersticial, dejando a

la difusidon como el principal modo de transporte de farmacos [Danhier y cols., 2010].

Masa tumoral

Unién estrecha entre
células de tejido sano

' Capilar
»

. /

* =
* =

Nanosistematransportador
de farmacos

Huecos entre células endoteliales

Figura 1.3. Efecto de permeabilidad y retencién aumentada (EPR). El nanosistema
transportador de farmacos sélo abandona la circulacién sistémica cuando alcanza la

microvasculatura alterada que rodea el tumor.

El EPR sirve, por tanto, como estrategia para que las nanoparticulas se acumulen
en el interior del tumor y liberen el farmaco para que pueda ejercer su accién
[Torchilin 2011; Duncan y cols., 2014]. De esta manera, se pueden alcanzar
concentraciones del nanosistema hasta 10 veces mas altas en el tumor en
comparacion con el tejido sano [Misra y cols., 2010]. No obstante, para conseguir un
efecto EPR eficaz los nanotransportadores deben cumplir una serie de requisitos para
que éstas no sean atrapadas por el SRE y puedan llegar hasta el tumor [Maeda y cols.,

2016]:
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i) Deben de presentar una geometria adecuada, forma esférica y tamafio lo
suficientemente grande para no ser extravasadas a tejidos sanos y lo suficientemente
pequefias para retrasar el reconocimiento por SER. El tamafio ideal del
nanotransportador debe estar entre 10 y 100 nm. De hecho, para una extravasacion
eficiente de las fenestraciones en la vasculatura los nanotransportadores deben ser
mucho menores que 400 nm. Por otro lado, para evitar la filtracion por los rifiones, los
nanotransportadores deben ser mds grandes que 10 nm; y para evitar una captura
especifica por el higado, los nanotransportadores deben ser mdas pequefios que 100

nm.

ii) Deben de tener una carga superficial nula o casi nula para evitar el

aclaramiento renal.

iii) Deben ser hidréfilas para evitar la opsonizacién y posterior retirada de la
circulacion por los macréfagos. Para conseguir una superficie hidréfila de las
nanoparticulas se suelen utilizar polimeros o copolimeros hidréfilos como los
poloxameros, las poloxaminas, los polisacaridos o, muy habitualmente, los
polietilendxidos (por ejemplo, el polietilenglicol, PEG). Estas modificaciones
superficiales reducen significativamente el caracter hidréfobo del sistema coloidal y
ademas les dota de una proteccidn estérica frente a la interaccion con opsoninas
[Venkatasubbu y cols., 2013; Rabanel y cols., 2014; Fang y cols., 2017; Dolor y cols.,
2018], que retrasara la identificacidon por el SRE y posterior endocitosis por macrofagos

y retirada de la circulacion sanguinea.

Solo asi aumentara el tiempo de vida media de las nanoparticulas y podran
alcanzar el tejido diana (una zona inflamada, el lugar de una infeccién o una masa
tumoral).

Hoy en dia, el efecto EPR es un fendmeno bien reconocido y ha sido validado en
varios modelos de tumores sdlidos y pacientes con cancer [Fang y cols., 2011;
Torchilin, 2011; Duncan, 2014 y Maeda, 2015]. Sin embargo, el efecto EPR depende de
la neovasculatura tumoral y del flujo sanguineo. Los tumores en los que se ha
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producido una rica angiogénesis demuestran buenos efectos de EPR y por tanto,
buena respuesta al tratamiento. Mientras que tumores con deficiente vasculatura
tumoral presentan un menor flujo sanguineo y por tanto una menor permeacién de
macromoléculas o nanosistemas y una consiguiente respuesta pobre al tratamiento.
Por ejemplo, el cancer de préstata, el cdncer de pancreas y el cancer de higado
metastdsico en humanos son hipovasculares [Islam y cols., 2018]. Por tanto, el efecto
EPR puede variar segln el tipo de tumor y el estado en el que se encuentre. Los vasos
sanguineos en el tumor no son estaticos sino dindmicos y de ahi la variacion en el flujo
sanguineo. Para mejorar el EPR en los tumores y asi mejorar la eficacia del tratamiento
terapéutico se utilizan mediadores vasculares como éxido nitrico (NO), bradiquininas y
monodxido de carbono (CO) entre otros [Wu y cols, 2001; Maeda, 2014; Islam y cols.,

2018] para aumentar el flujo sanguineo de la masa tumoral.

1.2.2. TRANSPORTE ACTIVO

Las nanoparticulas utilizadas en el transporte de farmacos pueden, en principio,
alcanzar la masa tumoral de forma “pasiva” (EPR effect) pero no pueden ser captadas
tal cual por las células cancerosas. Por tanto, para asegurar un efecto farmacolégico
Optimo debe controlarse el destino biolégico del coloide transportador de farmacos.
Para conseguir que las nanoparticulas lleguen a su lugar de accién y liberen la dosis de
farmaco adecuada en las células tumorales se han desarrollado diferentes tipos de
estrategias de transporte activo que incluso se pueden combinar con las estrategias de

transporte pasivo [Arias, 2011]:

» incorporacion sobre la nanoparticula de ligandos especificos de receptores
localizados en la superficie de las células tumorales. Entre los diferentes tipos de
ligandos investigados destacan los anticuerpos monoclonales, péptidos
(principalmente integrinas), aptameros, acido félico, folatos y transferrinas [Bazak

y cols., 2015].
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» disefo de nanoparticulas capaces de responder a estimulos internos o propios de
la regién tumoral, o a estimulos externos aplicados en la zona diana como son
reacciones redox, luz, ultrasonidos, cambios de pH, temperatura, gradientes de

campos magnéticos, sistemas enzimaticos [Reddy y cols., 2012].

1.2.2.1. Estrategias basadas en interacciones ligando-receptor

Este tipo de estrategia implica la utilizacidén de ligandos especificos en la superficie
de la nanoparticula que reconozcan las moléculas o receptores sobreexpresados de las
células diana [Shi y cols., 2011, Koshkaryev y cols., 2013]. De esta manera se producird
un aumento en la interaccidn entre la nanoparticula y las células tumorales en este
caso y por tanto, se mejorard la internalizacion de farmacos sin alterar la
biodistribucion global [Byrne y cols., 2008; Arias, 2011; Reddy y cols., 2012; Xu y cols.,
2013]. La union especifica del sistema coloidal a la célula tumoral, se logra mediante
mecanismos de reconocimiento molecular (unién ligando-receptor o interaccién

antigeno-anticuerpo) (Figura 1.4).

Nanoparticula
funcionalizada

T Célula
Ligando Y maligna
especifico \

Receptor
sobreexpresado

Figura 1.4. Destino celular de nanoparticulas funcionalizadas con ligandos

especificos para receptores sobreexpresados en la célula maligna.
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a) Anticuerpos monoclonales y sus fragmentos

Los anticuerpos o también llamados inmunoglobulinas (IgG) son una de las
estrategias mas utilizadas para vectorizar nanoparticulas. Como todo 1gG contienen
dos regiones: un fragmento que reconoce especificamente a un antigeno (Fab) y un
fragmento constante, fijador del complemento (Fc) (responsable del reconocimiento
por los macréfagos y por el sistema inmunoldgico). El interés del uso de fracciones de
anticuerpos proviene desde los afios 80 y se han aprobado mds de 30 tipos de
anticuerpos monoclonales para su uso clinico incluyendo rituximab, trastuzumab,
cetuximab y bevacizumab [Leserman y cols.,, 1980; Kamaly y cols., 2012]. La
conjugacién de anticuerpos monoclonales en la superficie de las nanoparticulas
combina su alta especificidad y afinidad con las propiedades Unicas de las propias
nanoparticulas [Yu y cols., 2012]. Las primeras nanoparticulas vectorizadas con
anticuerpos fueron liposomas. Aunque estos sistemas mostraron una mayor captacion
celular in vitro, todavia se enfrentan a muchas limitaciones y desafios, que en gran
medida limitan su uso in vivo. Sus principales limitaciones son el gran peso molecular
que presentan, el rapido aclaramiento plasmatico debido al reconocimiento por el
fragmento Fc, su sensibilidad relativa a factores ambientales (temperatura,
concentracién, enzimas...) y su baja resistencia a disolventes organicos [Bertrand y
cols., 2014]. Esto crea desafios técnicos a la hora de reproducir estas nanoparticulas y
elevados costes econédmicos que resulta en una produccién industrial casi imposible
actualmente.

Por ello, gran parte de la investigacidn biomédica actual se orienta a la busqueda
de antigenos especificos de membrana expresados en ciertos tipos de cancer, asi como
en el desarrollo de derivados quiméricos humanizados para disminuir la
inmunogenicidad y el desarrollo de nuevas formulaciones y nanosistemas que
incorporen los anticuerpos con técnicas consistentes, reproducibles y escalables a nivel
industrial. Entre los antigenos mds investigados se encuentran el receptor 2 del factor
de crecimiento epidérmico humano (HER2), el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR o HER1), el receptor de transferrina (TfR) y el antigeno de

membrana especifico de la prostata (PSMA) [Bazak y cols., 2015]. Adn asi, algunas
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nanoparticulas dirigidas con anticuerpos han llegado a fases clinicas. Por ejemplo,
liposomas funcionalizados con MCC-465 (un fragmento de anticuerpo) dieron
resultados positivos en estudios preclinicos con una adecuada biodistribuciéon y un
eficiente suministro de doxorrubicina en células cancerosas de estdmago
[Matusumura y cols.,, 2004]. Otro ejemplo de liposomas con un fragmento de
anticuerpo de cadena Unica es SGT-53, que se dirige a receptores de transferrina en la
superficie de las células tumorales. Su administracion conllevd a una evidente
inhibicién del crecimiento tumoral en multiples cancer (incluyendo cabeza y cuello,

prostata y mama) [Senzer y cols., 2013].

b) Péptidos

Las integrinas son una familia de receptores de adhesién celular que se unen a la
matriz extracelular y a los ligandos de la superficie de la célula. Son proteinas que
desempefian un papel en el desarrollo del cancer, concretamente en la angiogénesis y
en la metastasis. Por ejemplo, se sabe que la integrina a(v)f#3 desempefia un papel
clave en la formacidon de nuevos vasos en tejidos con células tumorales. Al ser
receptores para una variedad de proteinas de la matriz extracelular que contienen la
secuencia arginina-glicina-aspartico (RGD), estas integrinas median la migracién de las
células a otros tejidos, su crecimiento y su supervivencia [Shan y cols., 2015]. Este
proceso natural del cancer puede utilizarse para vehiculizar farmacos mediante
nanosistemas a las células tumorales, ya que la expresién de un péptido sintético con
la secuencia RGD puede dirigir el nanosistema a la célula tumoral, e inhibir asi su
crecimiento y proliferacién [Danhier y cols., 2012]. Por ejemplo, un estudio reciente en
lineas celulares de cancer de pulmdn en el que se han desarrollado nanoparticulas de
chitosan y de poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) funcionalizadas con el péptido RGD
las cuales vehiculizan paclitaxel, demuestra una administracién selectiva de dicho
farmaco y una induccién de la apoptosis celular [Babu y cols., 2017].

El disefio de nanoplataformas modificadas apropiadamente con péptidos también

encuentra aplicacién en la terapia génica contra el cancer. A modo de ejemplo, se han
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disefiado nanoparticulas de chitosan marcadas con la secuencia RGD transportadoras
de siRNA las cuales produjeron un aumento intratumoral selectivo en cancer de ovario
y el silenciamiento de genes que producen el crecimiento multiple de las células
tumorales lo que dio lugar a una inhibicidn significativa del crecimiento del tumor [Han

y cols., 2010].

c) Aptameros

Los aptameros son macromoléculas que contienen una cadena Unica de ARN o
ADN capaces de reconocer de forma especifica, estable y con alta afinidad varios tipos
de moléculas diana como proteinas de membrana [Ni y cols., 2011]. Presentan
numerosas ventajas: facil aislamiento quimico, una afinidad de unidn selectiva, un
tamafio pequeiio, ausencia de inmunogenicidad y pueden modificarse
superficialmente mediante grupos funcionales para favorecer la conjugaciéon con
nanosistemas [Zhang y cols., 2011]. Por ejemplo, se ha comprobado en estudios de
toxicidad in vitro de células de cancer de prdéstata la superioridad en la eficacia de la
combinacion de cisplatino y docetaxel vehiculizados en nanoparticulas poliméricas
modificadas superficialmente por el aptdmero A10 sobre nanoparticulas con un solo
farmaco o nanoparticulas no dirigidas [Kolishetii y cols., 2010]. También se han
desarrollado nanoparticulas terandsticas compuestas de oxido de hierro
superparamagnético vehiculizadoras de doxorrubicina y dirigidas por el aptamero RNA
especifico para PSMA capaces de detectar el tumor in vivo mediante resonancia
magnética de imagen vy liberar la dosis de farmaco en el tejido tumoral [Yu y cols.,

2011].

d) Acido félico y sus derivados

El 4cido fdlico es una vitamina hidrosoluble que interviene en la replicacion del
ADN y en muchos tipos de cancer sus receptores se encuentran sobreexpresados [Zhao

y cols., 2008; Assaraf y cols., 2014] cdmo en céncer colorrectal [D’Angelica y cols.,
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2011] y cédncer de mama [Zhang y cols.,, 2014]. Sus propiedades inherentes le
proporcionan grandes ventajas para ser utilizados como ligandos en la orientacion de
nanoparticulas hacia la masa tumoral: i) es una vitamina estable, y relativamente
barata lo que facilita su sintesis [Talekar y cols., 2011]; su bajo peso molecular le
confiere una simple conjugacidn quimica y no inmunogenicidad [Byrne y cols., 2008; Yu
y cols., 2010]; presenta alta afinidad por su receptor por lo que hay una rapida
internalizacion en las células tumorales [Talekar y cols, 2011]; tras el reconocimiento
de su receptor libera la carga mediente endocitosis a diferencia de otros ligandos que
necesitan el lisosoma para su destruccion [Byrne y cols, 2008]. Finalmente, la
expresion de los receptores de acido félico se produce de forma consistente en
tumores malignos muy agresivos y de bajo prondstico y también en células leucémicas
permitiendo a las nanoparticulas llegar a ellos a través de la circulacion, eliminando asi
la focalizacion no especifica y minimizando la toxicidad [Elnakat y cols., 2004;
Hilgenbrink y cols., 2005]. Por todo esto, la funcionalizacion superficial de
nanoparticulas con folatos es muy existosa y queda evidente por la gran cantidad de
estudios desarrollados en los que aumenta la eficacia del farmaco transportado y
disminuye la toxicidad asociada a éste. Por ejemplo, liposomas transportadores de 5-
FU funcionalizados con acido fdélico en células de cancer colorrectal muestran una
mayor actividad antitumoral in vitro que los liposomas sin funcionalizar, y una mayor
actividad que el farmaco libre en estudios in vivo [Handali y cols., 2018]. También, se
han desarrollado liposomas cargados de doxorrubicina funcionalizados con acido félico
los cudles han demostrado mayor eficacia terapéutica in vivo en modelo murinico de
tumor ascitico y parece ser una herramienta prometedora en la vehiculizacién
intracavitaria de medicamentos in vivo [Shmeeda y cols., 2006; Gabizon y cols., 2010].
Otro ejemplo reciente muestra que nanoparticulas de PLGA y PEG funcionalizadas con
acido félico presentan una citotoxicidad superior sobre las no funcionalizadas en lineas
celulares de cancer de colon HT-27 y de mama MCF-7 donde se encuentra
sobreexpresado el receptor de folato [EI-Hammadi y cols., 2017]. Otros tipos de
nanoparticulas funcionalizadas con éste o sus derivados son nanoparticulas de oro
como agentes de diagndstico tumoral [Prasad y cols., 2018] o nanoparticulas

poliméricas cargadas de paclitaxel [Gong y cols., 2018] entre otros muchos tipos. De
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manera similar, se han disefiado nanoparticulas conjugadas de chitosan y de

poli(etilenimina) para la transfeccién de genes en células tumorales [Lai y cols., 2015].

e) Transferrina

La transferrina es una glicoproteina sérica que transporta el hierro a través del
torrente sanguineo hacia las células, y mediante la unién a los receptores de
transferrina de la superficie celular produce la internalizacién de éste mediante
endocitosis. La regulacién positiva de los receptores de la transferrina en células
malignas metastdsicas y resistentes a farmacos (que puede alcanzar hasta 100 veces
mas que en células normales), el estado extracelular de la transferrina en el cuerpo y
su internalizacién en las células hace de la transferrina o agentes imitadores de la
transferrina adecuados para la administracion de terapias contra el cancer [Byrne y
cols., 2008; Danhier y cols., 2010]. Por ejemplo, se han llevado a cabo muchos y
variados estudios realizados con diferentes tipos de nanotransportadores liposomales
para la administracion intracelular de doxorrubicina usando transferrina como ligando
[Sriraman y cols., 2016]. Estos estudios han demostrado que el farmaco llega de forma
eficiente a diferentes células neoplasicas que expresan el receptor de transferrina y se
internalizan via endocitica evitando asi la salida del farmaco de la célula mediante la
glicoproteina P [Fonseca y cols.,, 2005]. También existen otros ejemplos como
nanoparticulas magnéticas de PLGA vehiculizadoras de paclitaxel que obtienen altos
efectos citotdxicos y mayor reconocimiento celular sobre células de cancer de mama
MCEF-7 y glioma U-87 al estar funcionalizadas con transferrina a diferencia de no llevar
ligando [Cui y cols., 2017]. Este tipo de funcionalizacién superficial de nanoplataformas
también permite la mejora de la fototerapia antitumoral [Derycke y cols., 2004] vy el

diagndstico del cancer mediante resonancia magnética de imagen [liang y cols., 2012].
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1.2.2.1. Estrategias basadas en el diseno de coloides sensibles a

estimulos de diferente naturaleza

El microentorno tumoral se caracteriza por cambios anormales en las condiciones
fisioldégicas que incluyen cambios en el pH, la temperatura, los niveles de enzimas
expresadas y la concentracién de oxigeno [Koo y cols., 2011; Yokoyama 2014]. Estas
caracteristicas han sido ampliamente explotadas para desarrollar coloides
transportadores de farmacos sensibles a estimulos, de manera que se desintegran y
liberan el fdrmaco en respuesta a los estimulos en el sitio de la enfermedad [Parnaste y
cols., 2017] (Figura 1.5). Ademads, la liberacion de agentes activos desde la
nanoparticula puede manipularse externamente desde el exterior del organismo
utilizando dispositivos que generan luz, ultrasonidos o incluso un campo magnético

[Liuy cols., 2017].

Liberacion del
farmaco

Nanomaterial sensible
a estimulos

Exposicion controladaa un
estimulo (luz, temperatura,
gradiente magnético, pH...)

®
0 ]
[
s
F L
armaco ®
antitumoral

Productos de degradacion

Figura 1.5. Liberacion de farmaco antitumoral debido a la exposicidén controlada a
un estimulo. La degradacion de la particula posibilita la entrega de fdrmaco a la masa

tumoral.

Generalmente este tipo de nanoparticulas son de tipo polimérico o incluso lipidico,
y su degradacion a veces es reversible una vez que cesa el estimulo. Los estimulos

pueden ser agrupados en tres categorias: fisicos (luz, gradientes de campo magnético,
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ultrasonidos, temperatura), quimicos (pH, fuerza idnica) y biolégicos (enzimas) [Delcea
y cols., 2011]. Al mismo tiempo pueden clasificarse segln su origen en: endégenos
(por ejemplo, cambios de pH de tipo patoldgico, cambios de temperatura, interaccion
con sistemas enzimaticos, etc.), o exdgenos (por ejemplo, gradientes de campo
magnético, campo eléctrico, luz, ultrasonidos, etc.). El objetivo es que tras la
administracién sistémica de las nanoparticulas se pueda desencadenar la liberacién del
farmaco con uno de esos estimulos (Figura 4) [Karimi y cols., 2016]. Asi se consigue
reducir la toxicidad y los efectos adversos debidos a la distribucidn inespecifica del
principio activo y se aumenta la eficacia terapéutica [Liu y cols., 2016]. Adicionalmente,
con esta estrategia puede conseguirse la modulacion de la duracién e intensidad del

efecto farmacolégico [Arias 2011].

a) pH

Esta estrategia consiste en el disefio de nanoparticulas capaces de diferenciar
cambios de pH sutiles en tejidos enfermos como tejidos inflamados, isquémicos o
tumorales, e incluso en compartimentos intracelulares como los endosomas y los
lisosomas [Liu y cols., 2016]. Existen dos estrategias para conseguir nanoparticulas que
respondan a variaciones del pH: utilizar polimeros o lipidos con grupos ionizables que
experimenten cambios en la conformacién o en la solubilidad y que estos materiales
tengan enlaces sensibles a pH acido cuya escisién permita la liberacidon del farmaco
anclado al mismo o la modificacion de la carga del polimero [Mura y cols., 2013]. En
cualquier caso, el factor clave es la seleccion de un material con un pH critico que
coincida con el rango de pH deseado para su aplicacidn [Tayo, 2017]. Generalmente,
los materiales poliméricos presentan grupos débilmente acidos (por ejemplo, acidos
carboxilicos y sulfénicos) o basicos (por ejemplo, aminas, imidazol y piridina) [Manchun
y cols., 2012; Pangy cols., 2016]. Estos grupos son capaces de aceptar o donar iones H*
en respuesta a los cambios de pH del microambiente. Por tanto, Ia
protonacidn/desprotonacion de estos grupos cambia la extensidn de la ionizacion y la
carga en las cadenas de polimero [Liu y cols., 2017]. Como consecuencia de estos

cambios en la carga electrostatica, la alteracion de las cadenas poliméricas conduce a
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la interrupcion del volumen hidrodinamico del sistema y su conformacion. Cuando se
incrementa la carga en las cadenas se genera una repulsion electroestatica entre ellas,
lo que hace que la conformacién del sistema cambie de un colapso a un estado
expandido. Por otro lado, una disminucion en la carga neta de las cadenas resultara en
su transicién de del estado expandido a la configuracién colapsada.

En el caso del cancer, se disefian nanoparticulas que utilizan la ligera diferencia en
el pH entre los tejidos sanos (pH= 7.4) y el medio extracelular de los tumores sélidos
(pH= 6.5-7.2) para desencadenar la liberacién del farmaco [Mura y cols., 2013]. El
medio acido tumoral se puede explicar con el denominado efecto Warburg. Las células
cancerosas producen energia principalmente por un proceso de glicolisis anaerdébica
seguida de fermentacién lactica en lugar de utilizar la respiracién celular aerdbica. Por
eso, se producen metabolitos dcidos que se acumulan en el intersticio de las células
tumorales. Esto se debe a que los tumores proliferan rapidamente, el flujo sanguineo
estd disminuido y hay un rdpido déficit de nutrientes y oxigeno [Karimi y cols., 2016]. El
pH significativamente mas bajo en los compartimentos subcelulares (incluyendo los
endosomas) también se puede utilizar como una ruta para administrar farmacos
contra el cancer a través de nanoparticulas endocitadas [Kopansky y cols., 2011]. El pH
disminuye de 7.4 a aproximadamente 5 6 6 en endosomas y aproximadamente 4 6 5
en los lisosomas [Taghizadeh y cols., 2015]. Para ello se utilizan polimeros con enlaces
gue se escinden en medio acido como hidrazonas [Lu y cols., 2011]. En el caso de los
liposomas, estdn constituidos por derivados de dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE)
gue pasan de una fase lamelar, donde las moléculas ambifilicas estan ordenadas en
capas, a una fase hexagonal fusogénica a pH acido, donde se agregan las moléculas
ambifilicas y se libera el farmaco [Mura y cols., 2013]. La conjugacién de DOPE con
polimeros de bajo peso molecular como polietilenimina (PEI) mejora
significativamente la administracion de genes y ARNip (ARN pequefio de interferencia)
mediante una combinacion de propiedades de fusogenicidad y tamponamiento
[Sawant y cols., 2012]. Ademas, la combinacidon de estos con PEG mejora la estabilidad
de los liposomas termosensibles, facilita la interaccién con la membrana endosomal
[Auguste y cols., 2008] y aumenta el tiempo de circulacién de los liposomas in vivo

[Johnsson y Edwards, 2001]. Alternativamente, la sensibilidad de los liposomas al pH se
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puede conferir mediante el uso de cadenas poliméricas ancladas en ellos, las cuales se
someten a transicion de fases en ambiente acido, lo que provoca la desestabilizacién

de la membrana lipidica y la liberacidn del farmaco [Momekova y cols., 2017].

b) Temperatura

Los nanosistemas elaborados con materiales termosensibles se caracterizan por
sufrir un proceso de degradacidon cuando aumenta la temperatura. Esta estrategia ha
sido ampliamente estudiada en oncologia. La termorrespuesta generalmente se rige
por un cambio brusco no lineal en las propiedades de al menos un componente del
material nanotransportador cuando aumenta la temperatura. Una respuesta tan aguda
desencadena la destruccion del coloide y consiguiente liberacidon del farmaco en su
lugar de accién. Los nanotransportadores termosensibles deben ser estables y retener
su carga a la temperatura corporal (37 °C) y administrar rapidamente el medicamento
dentro de un tumor en torno a un intervalo de 39-42 9C, intervalo de temperatura que
es caracteristico de la masa tumoral [Tagami y cols., 2012]. En cuanto al estimulo
térmico, éste también puede generarse externamente con un dispositivo adecuado [Li
y cols., 2013]. En este caso, el aumento en la temperatura produce un aumento en el
tamafio de poro en el endotelio de la microvasculatura que irriga el tumor (de =7-20
nm a mas de 400 nm) y como consecuencia una mayor permeabilidad de la vasculatura
del tejido tumoral a las nanoparticulas y mejora de la liberaciéon del farmaco en el
tumor [May y Li, 2013]. Ademas, el propio calentamiento de la regién tumoral
mediante métodos externos ha demostrado cierta toxicidad per se sobre las células
cancerosas [Wust y cols., 2006].

Los coloides mas sensibles a la temperatura son generalmente liposomas y micelas
poliméricas o nanoparticulas (generalmente poli (N-isopropilacrilamida), PNIPAM) que
exhiben una baja temperatura critica de disolucidon. Para los liposomas, la
termorrespuesta generalmente surge de la temperatura de transicién de fase de los
lipidos constituyentes (=39°C) y las variaciones conformacionales asociadas a las
bicapas lipidicas [Mura y cols., 2013]. El lipido mas empleado es

dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) (Tc=41°C, temperatura de fase de transicién). Aunque
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los liposomas DPPC puros pueden aumentar la liberacion del farmaco, la cantidad vy la
velocidad de liberacién son relativamente bajas. Por lo que se propuso agregar otros
fosfolipidos (principalmente, DSPC y HSPC) a DPPC. Esto tendria un impacto positivo en
la cantidad y la velocidad de liberaciéon del farmaco. Sin embargo, se produce un
aumento en la T¢ de los liposomas compuestos de DPPC/DSPC (43-45°C) que permite
desencadenar la liberacion de farmacos, pero este rango puede hacer que el tejido
normal que rodea el tumor corra un riesgo de necrosis [Gaber y cols., 1995]. Por lo
tanto, para mantener que el calentamiento suave (39-42 °C) pueda promover la
liberacion de farmacos se propuso como componentes de éste tipo de liposomas la
incorporaciéon de lisofosfolipidos en fase gel [Winter y cols., 2011]. Se incorporé un
10% en moles de lisolipido monopalmitoil fosfocolina (MPPS) en los liposomas
termosensibles convencionales PEGilados compuestos de DPPC reduciéndose la T. de
43 °C a 39-40 °C y mejord la liberacion de farmacos (aproximadamente el 50% de los
medicamentos se liberaran a 40 °C durante 20 segundos). ThermoDox® es un liposoma
termosensible que contiene lisofosfolipidos y vehiculiza doxorubicina. Esta
desarrollado por la compaiiia Celsion. Actualmente, estd en evaluacidon de ensayos
clinicos: en fase lll para el cancer de higado primario y en fase Il para el cancer de
mama recurrente.

Otra estrategia muy interesante para aumentar la termosensibilidad de los
liposomas es la introduccién de polimeros termosensibles en su estructura, por
ejemplo, la DNIPAM o el PNIPAM-co-PAA (poli(N-isopropilacrilamida-co-acido

propilacrilico)) [Chountoulesi y cols., 2017].

c) Sistemas enzimaticos

Se pueden desarrollar nanotransportadores que usen las enzimas como estimulo
para liberar el fdrmaco. Ciertas patologias se asocian con la sobreexpresién de enzimas
como las proteasas, relacionadas con la invasion tumoral y enfermedades
cardiovasculares; las fosfolipasas, implicadas en muchos tipos de cadncer, trombosis e

infecciones; y las oxidorreductasas, con un papel fundamental en medios oxidativos de
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enfermedades como la diabetes o el cancer. Existen estudios recientes en los que se
utilizaron secuencias peptidicas cortas, escindibles por las metaloproteinasas de la
matriz, como enlazadores entre las cadenas de PEG de superficie y los liposomas
funcionalizados con péptidos de penetracidn celular [Zhu y cols., 2012]. Usando este
enfoque, la administracidén sistémica de nanoparticulas cargadas con ARNsi di6 como
resultado una actividad de silenciamiento génico de casi el 70% en ratones portadores
de tumores [Hatakeyama y cols., 2011]. De manera similar, los recubrimientos de
polimeros sensibles a la proteasa o los lipopéptidos se han disefiado para lograr la
liberacion activada de nanoparticulas porosas de silice [Singh y cols., 2011] o liposomas
[Banerjee y cols., 2009].

También es posible administrar medicamentos a compartimentos intracelulares
mediante el uso de enzimas. Por ejemplo, nanoparticulas de silice mesoporosas
funcionalizadas con derivados de polisacaridos permitieron la administracion
especifica de doxorrubicina después de la escision mediada por enzimas lisosémicas de
los enlaces glucésidos y la reduccidon de la longitud de la cadena de polisacdridos
[Bernardos y cols., 2010]. De manera similar, otros estudios muestran como la enzima
lisosomal catepsina B, sobreexpresada en varios tumores malignos, permitié la
liberacion de la carga mediante la rapida degradacién enzimatica de los
polimerosomas [Lee y cols., 2011]. La capacidad de respuesta de la enzima se puede
extender a los tratamientos de infeccién bacteriana. Por ejemplo, la liberacion a
demanda de antibidticos, lograda con nanogeles sensibles a la lipasa liberadores de
vancomicina [Xiong y cols., 2012] inhibié significativamente el crecimiento de
Staphylococcus aureus y también fue eficaz para matar bacterias intracelulares. Estos
ejemplos representativos resaltan el potencial de la administracién de farmacos
activada por enzimas. Sin embargo, todavia es necesario trabajar para obtener
informacién precisa de los niveles de enzimas en el sitio deseado para controlar de
forma precisa la captacion celular y para demostrar que la liberacién in vivo del

farmaco esta correlacionada con la actividad enzimatica.
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d) Reacciones REDOX

En el organismo se producen gran cantidad de potenciales redox. El medio
intracelular es mas reductor que el medio extracelular y las dreas con tejido dafado o
tumores son mds oxidantes que los tejidos sanos [Philipps y cols., 2014; Lin y cols.,
2016]. Los enlaces disulfuro, propensos a ser escindidos por el glutation (GSH),
pueden usarse para conseguir sensibilidad redox. La liberacidon citosélica de los
farmacos puede ser activada por las diferentes concentraciones de GSH que se
encuentran en los compartimentos extracelular (=21° uM) e intracelular (=2°1° uM), y
en los tejidos tumorales en comparacién con los sanos (en los tejidos tumorales la
concentracion de GSH es mayor) [Mura y cols., 2013]. Esto se ha logrado en micelas
transportadoras de paclitaxel [Liy cols., 2012].

Se han desarrollado nanocdpsulas cargadas con la proteina caspasa-3 (CP-3) que
inducen apoptosis en células cancerigenas humanas. El nucleo estd constituido por la
molécula bioactiva, la CP-3, rodeada por cadenas del monédmero con carga positiva N-
(3-aminopropil) metacrilamida y de acrilamida entrecruzadas con N-N’-
bis(acriloil)cistamina, que serd el que presente los enlaces disulfuro (S-S). Las
nanocapsulas, gracias a su carga positiva, son internalizadas por las células
cancerigenas y, como la concentracion de GSH es muy alta en el citosol, los enlaces
disulfuro se reducen a grupos tioles provocando la liberacién de la CP-3 situada en el
nucleo de la nanocapsula. Asi se induce la apoptosis de las células cancerigenas [Zhao y
cols., 2011]. Se han utilizado los enlaces disulfuro en micelas, en liposomas, en
dendrimeros y en las compuertas de nanoparticulas de silice mesoporosa [Mura y
cols., 2013].

Por otro lado, la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) es importante en
procesos patoldgicos por el estrés oxidativo. Los altos niveles de ROS son
caracteristicos de muchos tipos de cancer, de procesos inflamatorios y de zonas
isquémicas tras infartos o ictus [Chen y cols., 2016]. Por ejemplo, se han desarrollado
nanoesferas constituidas por un poliéster bordnico que, en medios con ROS, como el
H,0,, se degradan. En medio oxidante, se induce la transformacién del grupo arilo del

éster boroénico en un fenol rompiendo el poliéster y liberando el farmaco incorporado
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[de Gracia Lux y cols., 2012]. También hay nanotransportadores poliméricos con grupos

tiocetal con el mismo objetivo [Chen y cols., 2016].

e) Luz

Debido a su naturaleza no invasiva, seguridad, bajo coste y facil produccién; y a la
posibilidad del control temporal de la liberacién del fdrmaco, se han disefiado una gran
variedad de nanosistemas sensibles a la luz de una longitud de onda especifica:
ultravioleta, visible o del infrarrojo cercano. La forma de conseguir un
nanotransportador sensible a la luz es incorporando grupos quimicos fotosensibles con
enlaces covalentes. Al aplicar la luz se producen cambios conformacionales que
desencadenan la liberacion del farmaco. Algunos nanotransportadores son de un solo
uso porque la luz produce un cambio estructural irreversible con el objetivo de liberar
toda la carga de fadrmaco; otros consiguen una liberacion pulsatil porque se aplican
ciclos de luz/oscuridad que producen cambios estructurales reversibles [Crucho, 2014].
El mayor inconveniente que presenta este estimulo en los sistemas de liberacién de
farmacos es su baja profundidad de penetracién (de aproximadamente 10 mm). Esto
se debe a la dispersion de la luz de la regidn ultravioleta-visible (300-700 nm) en los
tejidos blandos. Por eso, son mas prometedores los grupos fotosensibles que
respondan a longitudes de onda mayores que corresponden al infrarrojo (700-1000
nm). Con esto se consigue una mayor profundidad de penetracidon en los tejidos,
menor dispersion y dafios tisulares minimos [Yang y cols., 2009]. Por ejemplo, el grupo
azobenceno y sus derivados sufren una fotoisomerizacidn reversible de trans a cis
cuando la radiacién es ultravioleta (300-380 nm) y de cis a trans cuando es del
espectro visible (400-700 nm). El cambio trans-cis esta asociado a una transiciéon
hidrofobo-hidrdfilo, por eso se ha utilizado como compuerta de nanoparticulas de silice
mesoporosa [Yang y cols.,, 2012] y en micelas [Liu y cols., 2009]. También se ha
probado el grupo orto-nitrobenzoil y sus derivados como enlace fotosensible en
nanoparticulas de oro para la unién directa de farmacos, en compuertas de
nanoparticulas de silice mesoporosa y como enlace de red de polimeros en

nanoesferas y dendrimeros. Por ejemplo, se ha disefiado un dendrimero que se une a
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la doxorrubicina mediante enlaces orto-nitrobenzoil. Cuando se aplica radiacién
ultravioleta del rango de 254 a 365 nm, se escinden estos enlaces y se libera el farmaco
[Wang y cols., 2016].

Existen materiales, especialmente el oro y la plata, capaces de absorber radiaciéon
infrarroja para convertir la energia fotonica absorbida en calor. Con esta aplicacién
destacan las nanoparticulas de oro. Cuando éstas se exponen a la luz, la oscilacion del
campo electromagnético de la luz induce una oscilacidn colectiva de los electrones
libres (los electrones de banda) del oro por su alto valor de resonancia de superficie
plasmdnica (RSP). La oscilacion de los electrones alrededor de la superficie de la
particula produce una separacién de cargas con respecto a la red iénica, formando una
oscilacién dipolar a lo largo de la direccion del campo eléctrico de la luz. La amplitud
de la oscilacion alcanza un mdaximo a una frecuencia especifica llamada RSP. Esta RSP
puede coincidir con la frecuencia de la radiacién infrarroja por lo que las
nanoparticulas absorben la luz incidente y la transforman en calor [Huang y El-Sayed,
2010]. Un ejemplo de nanotransportadores fototérmicos son las nanoparticulas de oro
unidas covalentemente a acido arginina-glicina-aspartico (ligando selectivo para
tumores) vehiculizadoras de doxorrubicina. Al aplicar radiacién infrarroja se produce
calor que contribuye a la muerte de las células cancerosas junto con la doxorrubicina

por lo que la eficacia antitumoral aumenta [Tian y cols., 2016].

f) Ultrasonidos

El uso de ultrasonidos es atractivo por su naturaleza no invasiva, la ausencia de
radiaciones ionizantes y la facil regulacidon de la profundidad de penetracién en el
tejido por el ajuste en la frecuencia, los ciclos de trabajo y el tiempo de exposicidn. Los
ultrasonidos se pueden usar como desencadenantes de la liberacion de farmacos por
sus efectos térmicos, mecanicos (cavitacion) y fuerzas de radiacion [Mura y cols.,
2013]. Los efectos térmicos se deben a que las ondas de ultrasonidos se propagan por
el cuerpo y se atenuan por el contacto con diferentes tejidos a través de los efectos de
absorcién, que producen un aumento de la temperatura de los tejidos, y dispersidn.

Para conseguir una hipertermia controlada, la frecuencia debe estar en el rango de
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MHz porque en estos limites los efectos térmicos de los ultrasonidos son significativos
y no lo son los efectos mecdanicos [Rivera y cols., 2010]. Celsion Corporation esta
estudiando la combinacion de los liposomas ThermoDox® con la aplicacion de
ultrasonidos para tratar el cancer de higado metastasico, metastasis dseas dolorosas y
cancer pancredtico [Mura y cols., 2013]. Por otro lado, la cavitacion es un efecto
mecanico. Para que tenga lugar se necesitan los llamados “nucleos de cavitacién” que
son burbujas de gas encerradas en un sistema (lipido, capa polimérica). Las moléculas
de farmaco pueden encapsularse en las burbujas, ser inyectadas a la vez que las
burbujas, o ser encapsuladas o unidas covalentemente al lipido o al polimero
[Boissenot y cols., 2016]. Hay nanoparticulas como liposomas y micelas que
encapsulan gases, como el perfluorocarbono, e incorporan farmacos, siendo los
antitumorales los mas comunes [Mura y cols., 2013; Boissenot y cols., 2016; Rapoport,
2018]. La cavitacidon se produce porque las ondas de ultrasonidos son una sucesién de
picos de presidn negativos, que constituyen la fase de depresion donde las burbujas
crecen, y positivos, que dan lugar a la fase de compresidon donde las burbujas se
contraen. Las fuerzas de radiacion abarcan una serie de mecanismos que no estan
totalmente descritos que no son térmicas ni cavitacionales. A altas presiones vy
frecuencias las ondas de ultrasonidos generan una fuerza unidireccional que da lugar a
una fuerza translacional que empuja a las particulas a las paredes de los vasos
sanguineos. Esto se relaciona con una mayor retencién del material en el tejido, por
ejemplo, tumoral [Hayashi y cols., 2014]. De forma general, se puede decir que el
nanosistema transportador llega a la regién tumoral gracias al efecto de EPR
caracteristico de la masa tumoral que puede estar potenciado por la aplicacién de
ultrasonidos. Una vez localizado en esta zona, la captacidn del coloide por las células
cancerosas se garantiza mediante la alteracidn con ultrasonidos de la permeabilidad de
la membrana celular. Ademas, la nanoparticula también se degrada bajo la accién de

éstos, liberando el principio activo [Husseini y Pitt, 2008].
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g) Gradiente de campo magnético

Esta estrategia consiste en el desarrollo de nanoparticulas magnéticas constituidas
por nucleos de éxido de hiero superparamagnéticos, principalmente magnetita y
maghemita, los cuales responden a un gradiente de campo magnético aplicado para
dirigir el farmaco a su lugar de accién [Reddy y cols., 2012]. Generalmente se
desarrollan este tipo de nanoparticulas de forma mixta debido a que los coloides
magnéticos sin recubrimiento presentan una muy limitada capacidad de incorporacion
de principios activos en matriz, junto con una liberacién de éstos excesivamente répida
[Arias, 2008; Duran y cols., 2008; Reddy y cols., 2012]. El nicleo magnético permitird la
acumulacién del coloide en el lugar diana en respuesta a gradiente magnético externo
aplicado. Mientras que el material de recubrimiento que puede ser de naturaleza
inorgdnica (silice) u orgdnica (carbono, polimeros o lipidos) mejorard Ia
biodegradabilidad y biocompatibilidad de la nanoplataforma, y permitira el transporte
de los principios activos [Durdn y cols., 2008; Reddy y cols.,, 2012]. Una de las
limitaciones mds importantes que obstaculizan la introduccién definitiva de los
coloides magnéticos en clinica es la pobre respuesta a gradientes magnéticos en zonas
no tan superficiales del organismo (> 2 cm de profundidad), ya que la fuerza del campo
magnético disminuye con la distancia. Para solventar este problema, se postula colocar
estratégicamente implantes magnéticos (pequefios imanes) en el interior o en las
proximidades del lugar diana mediante cirugia menor [Fernandez-Pacheco y cols.,
2007; Arias, 2011]. Diversos trabajos han permitido establecer que la utilizacion de
implantes magnéticos combinados con un gradiente de campo magnético externo
podria acrecentar aun mas si cabe la acumulacién de las nanoplataformas magnéticas
en el lugar de accién del farmaco vehiculizado [Rosengart y cols., 2005; Fernandez-
Pacheco y cols., 2007; Chorny y cols., 2012; JanRRen y cols., 2018]. Por ultimo, y dentro
de las estrategias de transporte de farmacos, también se pueden incorporar en la
superficie de los este tipo nanoparticulas ligandos especificos de receptores
sobreexpresados en la superficie de la célula diana o en las paredes de los vasos
sanguineos que irrigan el tejido y drgano diana [Arruebo y cols., 2007; Chorny y cols.,

2012; Abedin y cols., 2018]. Una de las ventajas principales que posee el uso de este
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tipo coloides esta basada en las diferentes vias de respuesta ante el gradiente de
campo magnético: ademas de dirigir el farmaco hacia el tejido diana pueden producir
un aumento de temperatura en éste, incluso un mismo coloide puede responder al
gradiente de éstas dos formas lo que refuerza la terapia. Ademds, pueden ser
utilizados como agentes de contraste en resonancia magnética de imagen y, por lo
tanto, asociar diagndstico y terapia dentro de un solo sistema [Yang y cols., 2011;

Reddy vy cols., 2012; Andrade y cols., 2015].

1.3. COLOIDES MAGNETICOS EN EL TRANSPORTE DE

FARMACOS

En los ultimos afios, han sido importantes los avances en el desarrollo de
nanoparticulas magnéticas, en el estudio de su comportamiento y en la mejora de su
aplicabilidad en dreas principalmente biomédicas. El preciso control sobre las
condiciones de sintesis y la funcionalizacién de la superficie de este tipo de coloides es
crucial, ya que gobierna sus propiedades fisicoquimicas, su estabilidad y su destino
bioldgico. Para fines farmacéuticos y biomédicos, las nanoplataformas magnéticas
deben poseer un tamafio muy pequefio (preferiblemente < 100 nm) junto con altos
valores de magnetizacion. Ademds, deben combinar una alta susceptibilidad
magnética y una pérdida de magnetizacion después de la retirada del gradiente de
campo magnético. Finalmente, es necesario un adecuado revestimiento de su
superficie (funcionalizacion superficial) con el propdsito de garantizar su tolerancia y
biocompatibilidad, asi como su localizacién especifica en el lugar de accién. Las
propiedades fisicoquimicas y superficiales de estos sistemas magnéticos permiten su
uso como sistemas de vehiculizacion de farmacos o genes (magnetofeccién), en
hipertermia, agentes de contraste en resonancia magnética de imagen, en ingenieria
tisular, en bioanalisis (separacion magnética por afinidad de moléculas), en el
tratamiento de aguas residuales y la inmovilizacion enzimdtica (Reddy y cols., 2012;
Santhosh y cols., 2016). Endorem® y Lumirem® son los ejemplos del uso clinico de estos

coloides como agentes de contraste (Couvrer y Vauthier, 2006).
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A modo de resumen, las nanoparticulas magnéticas deben cumplir los siguientes
requisitos para poder ser utilizados en Biomedicina (Gupta y Gupta, 2005; Ito y cols.,

2005; Durdny cols., 2008; Reddy y cols., 2012):

- Deben ser biocompatibles, no téxicos, no inmundgenos y capaces de responder

a un gradiente de campo magnético adecuado (hasta 8 Teslas).

- Su tamafio debe estar comprendido en un rango de 10 a 200 nm. Las particulas
inferiores a 10 nm sufren una extensa extravasacion a través de los capilares
mas finos, mientras que las de tamano superior a 200 nm son fagocitadas por
las células del SRE y eliminados de la circulacion sistémica. Ademas coloides
magnéticos con un tamafio superior a 5 um pueden llegar a taponar vasos

sanguineos grandes (embolizacién).

- Versatilidad a la hora de transportar diferentes agentes terapéuticos en
cantidad suficiente como para permitir el transporte de dosis activas
biolégicamente, sin hacer que el organismo se cargue demasiado de material

magnetizable.
- Velocidad de liberacién del farmaco controlable (o activable) en la regién diana.
- Facil y barata produccién a gran escala.

Como sistemas transportadores de farmacos, las principales ventajas que aportan
los coloides magnéticos radican en la focalizacidn del agente terapéutico en el tejido
diana, minimizando los efectos adversos asociados a su extensa biodistribucion.
Ademas, se solucionan los problemas de estabilidad del farmaco en los fluidos
bioldgicos. Sin embargo, existen una serie de limitaciones que obstaculizan Ia
introduccion definitiva de los coloides magnéticos en clinica. En concreto: i) la pobre
respuesta a gradientes magnéticos en zonas no tan superficiales del organismo (> 2 cm
de profundidad), ya que la fuerza del campo magnético disminuye con la distancia; ii)
la escasa retencién del sistema transportador en el lugar diana cuando se retira el
gradiente magnético; v Jiii) la frecuentemente escasa capacidad de carga y liberacién

controlada del farmaco vehiculizado. Ademas, para que exista un transporte eficaz del

farmaco vehiculizado, el gradiente de campo magnético aplicado debe vencer a la
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velocidad de flujo de la sangre en arterias y venas. De ahi que la eficacia de la
acumulacién de las nanoparticulas en el lugar de accién no sélo depende del flujo
sanguineo, sino de la intensidad del gradiente de campo magnético aplicado y de las
caracteristicas superficiales del coloide magnético [Takeda y cols., 2007; Duran y cols.,
2008]. No obstante, cada vez hay un mayor nimero de ensayos clinicos que respaldan
la eficacia y las posibilidades de los coloides magnéticos en farmacoterapia [Rudge y

cols., 2000; Duran y cols., 2008; Reddy y cols., 2012].

Por otro lado, la exposicién del momento magnético de estos nanomateriales a un
gradiente de campo electromagnético alterno, produce la vibracién de las particulas
magnéticas y asi un calor que afecta a su estructura (aumento de la permeabilidad o
degradacion mas rapida), lo que facilita la liberacién del principio activo vehiculizado
[Huber, 2005; Wagner, 2007; Kaur y cols.,, 2016]. Este comportamiento es
caracteristico de sistemas transportadores que presentan en su composicidon nucleos
de o6xido de hierro superparamagnéticos. Ademds, y como consecuencia de la
generacion de este calor, el tejido donde se encuentran estas nanoparticulas estaria
expuesto a un aumento de temperatura que puede incrementar su permeabilidad
(aumentando la acumulacién del coloide vy, asi, del farmaco) vy, si la temperatura
alcanza los 42-45 2C en el caso de una masa tumoral puede provocar dafos
irreversibles y la destruccion de las células cancerosas [Huber, 2005; Hervault y cols.,
2014]. Este es el fendmeno de hipertermia, el cual constituye una interesante
aproximacion terapéutica al tratamiento del cancer [Reddy y cols., 2012; Suriyanto y
cols., 2017]. La hipertermia es consecuencia de la vibracion de los momentos
magnéticos de las nanoparticulas superparamagnéticas bajo exposicién a un gradiente
electromagnético alterno que oscila en un rango de frecuencia entre 50 -500 kHz. Se
ha descrito que este fendmeno es consecuencia de la pérdida de histéresis magnética

de las nanoparticulas [Gupta y Gupta, 2005; Huber, 2005].

Finalmente, los coloides magnéticos utilizados para el transporte de farmacos
tienen frecuentemente una estructura mixta que facilita una mayor carga de
moléculas biolégicamente activas, asi como su liberacidon controlada [Reddy y cols.,

2012]. Estos coloides mixtos estan constituidos por un nucleo magnético (responsable
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de la capacidad de respuesta a los gradientes de campo magnético aplicados) y un
recubrimiento biodegradable (responsable del transporte y liberaciéon del farmaco).
Como nucleos magnéticos se usan principalmente los Oxidos de hierro
(preferiblemente superparamagnéticos), hierro y aleaciones. Por otro, la matriz puede
ser de naturaleza inorgdnica (silice) u organica (carbono, polimeros o vesiculas

liposomales) [Durdny cols., 2008; Reddy y cols., 2012].

En este caso los liposomas magnéticos o magnetoliposomas estan constituidos por
nucleos magnéticos embebidos en una matriz liposomal. Generalmente, los materiales
magnéticos mds empleados son los éxidos de hierro, en concreto la magnetita y la
maghemita, ya que poseen una adecuada respuesta magnética, biocompatibilidad y

biodegradabilidad [Laurent y cols., 2008; Sun y cols., 2008].

Los magnetoliposomas son utiles en diferentes aplicaciones biomédicas, ya que
[Sun vy cols., 2008; Skouras y cols., 2011; Reddy y cols., 2012]: i) se visualizan mediante
técnicas de resonancia magnética de imagen (RMI), al ser capaces de reducir los
tiempos de relajacién T1 y T, [Soenen y cols., 2011]; ii) vectorizan farmacos y genes
(transfeccion magnética o magnetofeccidon) bajo exposicién a un gradiente de campo
magnético [Kulshrestha y cols., 2012; Chen y cols., 2015]; iii) generan un efecto de
hipertermia en el lugar deseado bajo la influencia de un campo electromagnético
alterno [Clares y cols., 2013]; y iv) permiten la separacion magnética de células (Nakao

y cols., 2009).

Para desempenar todas estas aplicaciones, es preferible que los nucleos
magnéticos presenten superparamagnetismo. En concreto, para el transporte y la
liberacion de farmacos, estos coloides deben cumplir los siguientes requisitos:
morfologia esférica y tamafio inferior a 200 nm, hidrofilia (alcanzable mediante la
incorporacion en su superficie de cadenas hidréfilas de polimero) y carga eléctrica
superficial nula o practicamente nula. De esta manera, se asegurara una mayor
supervivencia en la circulacion sistémica (retraso del reconocimiento por el SER y una
extensa extravasacion en el destino bioldgico (masa tumoral, regién inflamada...). La
utilizacion de implantes magnéticos para el guiado in vivo de estos materiales puede

ser de especial ayuda si la regidn diana se encuentra en zonas profundas del organismo
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[Avilés y cols., 2008; JanRen y cols., 2018]. Por ultimo, y dentro de las estrategias de
transporte de farmacos, también se pueden incorporar en la superficie de los
magnetoliposomas ligandos especificos de receptores sobreexpresados en la superficie
de la célula diana o en las paredes de los vasos sanguineos que irrigan el tejido y

organo diana, como por ejemplo el acido félico [Wang y cols., 2018].

Una vez que estos nanosistemas llegan al lugar de accidn, la liberacién del farmaco
vehiculizado puede ocurrir por simple difusion o tras la degradacién del
magnetoliposoma, por mecanismos enzimaticos o tras cambios en el entorno
fisiolégico (pH, osmolaridad, temperatura, etc.) [Kumar y cols., 2010; Reddy vy cols.,

2012].

A pesar de las mas que prometedora utilidad de los magnetoliposomas en el
tratamiento y diagndstico de enfermedades, todavia son precisos importantes avances
en su tecnologia relacionados con: i) nuevas rutas de sintesis para asegurar una
geometria y propiedades fisicoquimicas apropiadas, que eviten fendmenos de
agregacion in vivo y embolizacidon tras la eliminacion del gradiente de campo
magnético; ii) el dptimo control de la biodistribucidn y del tiempo de residencia en el
lugar diana; iii) control de la cinética de liberacién del farmaco (liberacién controlada);

y, iv) la dptima extrapolacién de los resultados desde modelos animales a humanos.

Hay que destacar que a pesar de los inconvenientes que aun quedan por resolver
sobre el desarrollo de este tipo de nanoparticulas, los magnetoliposomas han sido
ampliamente investigados para mejorar el tratamiento de enfermedades severas como

el cancer (Viroonchatapany cols., 1997; Bothun y cols., 2011; Clares y cols., 2013).
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2.1. OBJETIVOS

El presente trabajo de investigacidon tiene como objetivo central el disefio de un
sistema liposomal con capacidad de respuesta a gradientes magnéticos aplicados y que
permita el transporte eficaz del fdrmaco prednisolona hasta la célula o tejido diana.
Con este fin, se realizard un estudio exhaustivo de las condiciones dptimas para la
sintesis de nanoparticulas biodegradables y biocompatibles constituidas por nucleos
magnéticos de oOxido de hierro (maghemita, y-Fe;0s3) embebidos en una matriz

vesicular (liposoma, L-a-fosfatidilcolina).

La eficacia del recubrimiento liposomal de los nicleos magnéticos se determinara
tras el analisis comparativo de la estructura y composiciéon quimica de los tres tipos de
materiales obtenibles (maghemita, liposoma y magnetoliposoma), asi como de las
propiedades eléctricas y termodindmicas superficiales. La caracterizaciéon de las
propiedades magnéticas de los magnetoliposomas debe ser la herramienta que
permita definir a priori la capacidad de estos nanosistemas para responder a
gradientes magnéticos aplicados y el grado de influencia del recubrimiento vesicular
sobre estas propiedades. En este sentido, se realizara un analisis in vitro a nivel macro
y microscopico de una suspension de magnetoliposomas para entender mejor estas

propiedades.

Un aspecto importante de este trabajo de investigacion es la estimacion de la
biocompatibilidad de las nanoplataformas magnéticas desarrolladas. Para ello, se
llevaron a cabo estudios de hemocompatibilidad en muestras de sangre. Ademas, se
realizaron estudios de proliferacidn in vitro en fibroblastos de colon humano CCD-18 y
en la linea celular de carcinoma de colon humano T-84. Este estudio es posible gracias
a la colaboracién del grupo de investigacién “Nuevas Tecnologias Aplicadas a lan

Investigacion Cardiovascular” (CTS-107) de la Junta de Andalucia.

Otra parte fundamental de la investigacién es la determinacion de la capacidad de
vehiculizacion (transporte y liberacién controlada) de prednisolona que tienen los

magnetoliposomas disefiados. Se investigd la incorporacion de farmaco en este tipo de
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nanosistemas mediante absorcion en matriz, utilizando técnicas cuantitativas
(espectrofotometria UV-Visible) y cualitativas (electroforesis) para definir la
incorporacion de prednisolona en las nanoparticulas. Ademas, se evaluara in vitro el
proceso de liberaciéon de dicho farmaco en condiciones fisioldgicas (37 2C y pH 7.4)

mediante espectrofotometria UV-Visible.

Este trabajo de investigacion ha contado con financiacién del Instituto de Salud
Carlos Il (Fondo de Investigaciones Sanitarias, FIS), Ministerio de Ciencia e Innovacioén:
proyecto “Formulacion de Nanoplataformas Funcionalizadas con Utilidad Terapéutica
en el Cancer de Colon Avanzado” (Pl 11/02571). También ha contado con financiacién
de la Consejeria de Innovacién, Ciencia y Empresa de la Junta de Andalucia: proyecto
“Suspensiones de Nanoparticulas Funcionalizadas. Aplicaciones Biomédicas” (P08-

FQM-03993).

2.2. CONTRIBUCION

Dentro del campo de la investigacion y el desarrollo de coloides como
transportadores de farmacos, la aportacion principal de este trabajo de investigacion
es el disefio de un sistema de vehiculizacién de farmacos constituido por un nucleo
magnético (y-Fe203) y un recubrimiento lipidico (L-a-fosfatidilcolina). Su desarrollo
implica el disefio de un procedimiento de sintesis sencillo y facilmente resproducible a
gran escala. Los magnetoliposomas asi formulados permitiran el guiado del farmaco
prednisolona hasta el tejido o células diana, y su retencién en dicho lugar. Cabe
esperar, que la utilizacion de este nanosistema logre reducir las reacciones adversas
derivadas de la extensa distribucidn sistémica y de la poca especificidad de farmacos
por su destino bioldgico. Asi, se necesitaran dosis inferiores para conseguir la misma
accién terapéutica. Por otro lado, el caracter superparamagnético de los nucleos de
oxido de hierro utilizados podria dotar al magnetoliposoma de utilidad como agente de

contraste en resonancia magnética de imagen y como agente de hipertermia.
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2.3. PLAN DE TRABAJO

El presente trabajo de investigacion consta, principalmente, de las siguientes

etapas, muchas veces simultaneas, de trabajo:

1. Sintesis de magnetoliposomas compuestos de nucleos magnéticos (maghemita,
y-Fe203) y de una matriz liposomal (L-a-fosfatidilcolina). Determinaremos el
mejor método de sintesis mediante el andlisis de las variables implicadas en su

formulacion.

2. Caracterizacion de la geometria (forma y tamaiio), composicion quimica y
estructura de las nanoparticulas sintetizadas obtenibles (maghemita, liposomas
y magnetoliposoma). Toda esta caracterizacion fisicoquimica contribuira a la
definicién de las condiciones éptimas de sintesis. Las técnicas utilizadas seran:
espectroscopia de correlacién de fotones, microscopia electrénica de
transmisién de alta resolucién, microscopia electronica de barrido de alta
resolucién, difraccién de rayos X y espectroscopia de infrarrojos por

transformada de Fourier.

3. Estudio comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los tres tipos
de nanoparticulas obtenibles (maghemita, liposoma y magnetoliposoma)
mediante electroforesis. Uso de modelos tedricos para evaluar su carga
eléctrica superficial. Control de la misma en funcién de las caracteristicas del

medio de dispersion.

4. Analisis comparativo de las propiedades termodindamicas superficiales de las
nanoparticulas obtenibles (maghemita, liposoma y magnetoliposoma)
mediante la determinacién del dangulo de contacto de liquidos seleccionados
(geometria). Uso de modelos tedricos para evaluar dichas propiedades. Estudio

de la naturaleza hidréfila/hidréfoba de las nanoparticulas.

5. Caracterizacion de las propiedades magnéticas de los magnetoliposomas

mediante el ciclo de histéresis y el estudio in vitro del comportamiento de una
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10.

11.

dispersion acuosa de magnetoliposomas a nivel macroscépico, mediante

observacion directa y a través de un microscopio 6ptico.
Estudio reoldgico de los magnetoliposomas sintetizados.

Determinacidon de la capacidad de incorporacion de prednisolona por los
magnetoliposomas mediante espectrofotometria UV-Visible. Esta es una
contribucién esencial de nuestro trabajo, dado que las particulas sintetizadas
podrian ser excelentes vehiculos de fdrmaco por su capacidad de respuesta a
gradientes de campo magnético, y adecuadas igualmente como sistemas de

liberacion basados en la descomposicion de la matriz liposomal.

Evaluacion de la cinética de liberacion de la prednisolona desde las
nanoparticulas. Andlisis de los mecanismos implicados. Estudio de los factores
gue afectaran a la liberacién in vivo: caracteristicas y composicion del medio de
liberacion, tipo de vehiculizacion de farmaco y cantidad de farmaco

incorporada.

Estudio in vitro de la hemocompatibilidad de los magnetoliposomas: hemodlisis,
activacién plaquetaria, activacién del sistema del complemento y tiempo de

coagulacion del plasma sanguineo.

Estudio in vitro e in vivo de la citotoxicidad de los magnetoliposomas en cultivos

celulares.

Estudio in vitro de la migracién de células T-84 con magnetoliposomas en

respuesta a un gradiente de campo magnético externo aplicado.
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3. FORMULACION DE
MAGNETOLIPOSOMAS
FOSFATIDILCOLOINA/

MAGHEMITA







3.1. NANOPARTICULA DE MAGHEMITA

La maghemita (y-Fe;03) constituye, junto a la magnetita, uno de los materiales
magnéticos que recibe especial atencion en el campo de la Nanomedicina. Esto es
debido a su capacidad de respuesta mangnética y a sus favorables caracteristicas de
biocompatibilidad y biodegradabilidad. El término maghemita surge por primera vez
en 1927 para designar un compuesto intermedio entre la magnetita y la hematita.
Quimicamente es un 6xido de hierro y se caracteriza por una estructura cristalina
constituida por atomos de oxigeno formando una red cubica cerrada en cuyos
intersticios se situan los atomos de hierro. La estructura cristalina de la y-Fe;0s
determina su cardcter paramagnético. Gracias a esta propiedad, exhibird una
excelente respuesta a gradientes magnéticos, lo que le proporciona la posibilidad de
ser utilizada ventajosamente en el control del destino bioldgico de la nanoparticula,

permitiendo la acumulacién de la dosis de farmaco en el tejido diana.

Las nanoparticulas de y-Fe,03 de muy pequefio tamafio (< 20 nm) se consideran
superparamagnéticas, no toxicas y biodegradables. Estas particulas de éxido de hierro
superparamagnéticas se eliminan de la sangre mediante endocitosis y son
metabolizadas en los compartimentos lisosomales, a pH bajo, mediante enzimas
hidroliticas y proteinas que participan en el metabolismo del hierro. El hierro libre que
se origina tras este proceso de metabolizacién se incorpora a las reservas de hierro del
organismo (hemoglobina), o se elimina por via fecal (Schulze y cols., 1995; Elias y
Tsourkas, 2009). Como se vera a continuacion, este es el tipo de particula de y-Fe;03

obtenido en este trabajo de investigacion.

3.1.1. METODOLOGIA DE SINTESIS

La sintesis de las nanoparticulas de y-Fe;Os se llevd a cabo mediante la oxidacion

de nanoparticulas de magnetita previamente sintetizadas (Bee y cols., 1995). El
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procedimiento seguido para la sintesis de los nucleos de magnetita es el de
coprecipitacion quimica (Massart, 1981). Salvo que se indique lo contrario (como en el
caso de posteriores apartados) los reactivos quimicos utilizados tenian calidad analitica
(Panreac, Espana) y el agua utilizada fue doblemente destilada y desionizada en un
lecho mixto de intercambio idnico, en cuya salida se encontraba un filtro de 0.2 um

(Milli-Q Academic, Millipore, Francia).

En primer lugar, se afiadieron 10 mL de una solucién 2 M de cloruro de hierro
(FeCly) en 4cido clorhidrico 2 M y 40 mL de una solucion de tricloruro de hierro (FeCls)
1 M sobre 500 mL de una solucién de amoniaco 0.7 M, bajo agitacién mecanica (700
r.p.m.) y a temperatura ambiente, inmediatamente después de la mezcla de estas
soluciones acuosas, precipitaron las particulas de magnetita. A continuacién, estas
particulas de 6xido de hierro fueron sometidas a un proceso de decantacién magnética
(iman 0.4 Teslas) para eliminar los reactivos restantes y subproductos de la reaccién. A
continuacion se pusieron en contacto los nucleos de magnetita con 400 mL de una
solucién de 4cido perclérico (HCIOs) 2 M durante un periodo de 12 horas. La
termodindmica de cualquier tipo de particula de éxido de hierro superparamagnéticas
suele garantizarse mediante este periodo de estabilizacién. Tras este periodo de
tiempo, se separaron las particulas de magnetita mediante decantacién magnética
(imdn 0.4 Teslas). La etapa final del proceso de sintesis de las particulas de y-Fe;0s
implicé la oxidacién de los nucleos de magnetita. Para ello, se redispersaron los
nucleos de magnetita en 600 mL de una solucidn de nitrato férrico [Fe(NOs)s3] 0,34 M
(Sigma-Aldrich, Alemania), bajo agitacion mecanica y a una temperatura de 90 °C
durante 30 minutos. Los nucleos de y-Fe;03 se retiraron de la dispersion mediante
decantacidn magnética (iman 0.4 Teslas) y pasaron a conservarse hasta su utilizacion
en agua bidestilada o desecados tras un proceso de desecacién en un horno de
conveccion con circulacion forzada de aire a 60.0 + 0.5 eC (Digitronic, J.P. Selecta, S.A.,

Espana).
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3.1.2. RESULTADOS Y DISCUSION: TAMANO

La caracterizacion de la geometria de las nanoparticulas de y-Fe O3 se realizé
mediante espectroscopia de correlacion de fotones (PCS, Malvern 4700 analyzer,
Malvern Instruments, Inglaterra) y microscopia electrénica de transmisién de alta
resolucién (HRTEM, microscopio electrénico STEM Philips CM20, Holanda). Con
respecto a la primera técnica, el angulo de scattering utilizado en la visualizacién de las
particulas fue de 602 y se analizaron suspensiones acuosas diluidas de particulas de
maghemita (~ 0.1%, p/v). De esta manera se determind que el tamafio medio de las
particulas de y-Fe;0s3 era 11 + 2 nm. Este pequefio tamafio se confirmé mediante el
analisis de las microfotografias HRTEM también obtenidas. Para ello, se sonicé durante
5 minutos una suspension acuosa diluida de maghemita (~ 0.1%, p/v) y a continuaciéon
se depositaron unas gotas de ésta sobre una rejilla de cobre con pelicula formvar. Por
ultimo, estas rejillas se secaron a 35.0 £ 0.5 2C en un horno de conveccion. Con el fin
de lograr que las muestras condujeran facilmente la electricidad se recubrieron las
rejillas con carbono y se sometieron a una presion de 107 torr para conseguir la
sublimacién del carbono. Como puede apreciarse en la Figura 3.1., las nanoparticulas
de y-Fe;03 presentan un tamano muy pequeno, en concreto, un didmetrode 9 + 2 nm,

tal y como se midid en 200 particulas de y-Fe;0s.

Figura 3.1. Microfotografia HRTEM de las nanoparticulas de maghemita. Longitud

de barra: 200 nm.
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En la Figura 3.2. se recoge el espectro obtenido tras el microandlisis por energia
dispersiva de rayos X (EDX) de las particulas de y-Fe;0s. En éste se aprecian las bandas
de los dtomos de hierro y éxigeno de este material. El resto de metales identificados
(silicio y cobre) corresponden a contaminaciones de la muestra durante su preparacién

para microscopia.
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Figura 3.2. Microandlisis por energia dispersiva de rayos X (EDX) de las
nanoparticulas de maghemita. Las bandas correspondientes a los dtomos de hierroy

oxigeno de las particulas aparecen resaltadas en la Figura.

3.2. LIPOSOMAS

Los componentes de las preparaciones de liposomas forman dos fases definidas:
lipidica y acuosa. La fase acuosa es agua, mientras que la fase lipidica esta constituida

basicamente por:

a) Fosfolipidos. Son los componentes fundamentales de la bicapa lipidica de los

liposomas. El fosfolipido empleado en este trabajo es la L-a-fosfatidilcolina (Sigma-
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Aldrich, Alemania) (PC) de huevo fresco, en estado sdélido y con un contenido base
de colina del 60%. La conservacion de este producto se lleva a cabo en recipientes

herméticamente cerrados a una temperatura inferior a 0 2C y en ausencia de luz.

b) Disolvente de la fase lipidica. Cloroformo (CHCls). Su volatilidad permite una

facil eliminacién durante la primera etapa del método.

3.2.1. METODOLOGIA DE SINTESIS

El procedimiento seguido en la sintesis de los liposomas estd basado en el método
de hidratacién del film (thin layer evaporation technique) (Bangham y cols., 1965). Se
llevé a cabo en un rotavapor Bichi (Buchi Labortechnik AG, Suiza) en el que la
temperatura del bafio termostatizado se mantuvo durante todo el proceso a 37.0 £ 0.5
oC, superando la T. de los lipidos de la formulacién. Dichas condiciones deben
favorecer: i) la evaporacion del disolvente orgdnico en la primera etapa de la sintesis;
y, ii) la incorporacién del principio activo en la primera fase de la sintesis (si es

liposoluble) y en la segunda fase de la sintesis (si es hidrosoluble).

En primer lugar, se prepard la fase lipidica u orgdnica. Para ello, se solubilizaron
todos los componentes lipidicos (168.96 mg de fosfatidilcolina). Esta primera etapa de
la sintesis se centra en la evaporacién del disolvente en un rotavapor a vacio y bajo
agitaciéon mecanica (500 r.p.m.), prolongandose el proceso hasta total desecacion y
formacién de una pelicula lipidica fina adherida a las paredes del matraz. Se utilizé un
volumen elevado (250 mL) de cloroformo para asegurar la uniformidad en la superficie

y grosor de la pelicula tras la evaporacion.

A continuacion, se preparé la fase acuosa (40 mL) constituida por agua bidestilada
y se adiciond al matraz que contenia la pelicula lipidica adherida a sus paredes. En esta
segunda etapa del proceso, mediante agitacién continua (500 r.p.m.), se realizé la
hidratacion de la pelicula lipidica, el tiempo necesario para que se desprendiera de las
paredes del recipiente (aproximadamente, 90 minutos) formandose una suspensiéon de

liposomas de aspecto lechoso. Finalmente, la suspension se mantuvo en reposo
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durante 24 horas a 4.0 £ 0.5 °C, para asi favorecer el crecimiento y la formacién final
de las vesiculas liposomales. El pH de las suspensiones de liposomas era préoximo a 5.5.
Por ultimo, la suspension de liposomas se sometié a un ciclo de centrifugacion (7000
r.p.m., 1 hora) (Centrikon T-124 high-speed centrifuge, Kontron, Francia) y redispersion
en agua bidestilada hasta que la conductividad del sobrenadante obtenido era inferior
a 10 pS/cm (Crison microcm 2202, Espafia). Los experimentos de sintesis de liposomas

se realizaron por sextuplicado para demostrar su reproducibilidad.

3.2.2. RESULTADOS Y DISCUSION: GEOMETRIA

El analisis mediante PCS de las suspensiones acuosas de liposomas nos posibilitd
determinar el tamafio medio de particula: 452 £+ 60 nm. Ademds, el analisis de las
microfotografias HRTEM (Figura 3.3.) de los liposomas, permitidé confirmar este
tamafio (460 £ 90 nm medido en 200 particulas) y apreciar como los liposomas

parecen tener una morfologia esférica y ser unilaminares.

Figura 3.3. Microfotografia HRTEM de los liposomas. Longitud de barra: 500 nm.

En la Figura 3.4. se recoge el espectro obtenido tras el microandlisis por energia

dispersiva de rayos X (EDX) de los liposomas. En éste se aprecian las bandas de los
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atomos de carbono y 6xigeno de este material. La banda correspondiente a los atomos
de nitrégeno y fdésforo no puede apreciarse porque estos atomos son elementos
ligeros y el dispositivo EDX utilizado no consigue su visualizacidn. El resto de metales
identificados (silicio y cobre) corresponden a contaminaciones de la muestra durante

su preparacion para microscopia.
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Figura 3.4. Microandlisis por energia dispersiva de rayos X (EDX) de las
nanoparticulas de los liposomas. Las bandas correspondientes a los atomos de carbono

y oxigeno de las particulas aparecen resaltadas en la Figura.

3.3. MAGNETOLIPOSOMAS

El término magnetoliposoma difiere significativamente del término magnetosoma,
si bien ambos términos se refieren a nanoparticulas magnéticas embebidas en una
matriz liposomal. Los magnetosomas son estructuras celulares u organelas formadas
por 6xidos de hierro envueltos por fosfolipidos localizadas en algunas especies de
bacterias como Magnetospirillum (Figura 3.6.) o Magnetovibrio [Yan y cols., 2012]. Se
forman por biomineralizacién en organismos vivos (sintesis bioldgica) con el fin de

orientarse en la direccidon del campo geomagnético [Lohsse y cols., 2011; Rai y Duran,
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2011]. Los magnetosomas constituyen una alternativa de gran interés a los ferrofluidos
semisintéticos como agentes de contraste en resonancia magnética de imagen [Lang y

Schiler, 2006].

Por el contrario, los magnetoliposomas o liposomas magnéticos se obtienen a nivel
de laboratorio (sintesis artificial) [Arakaki y cols., 2008; Soenen y cols., 2011], y estdn
constituidos por nucleos de éxido de hierro (superparamagnético) embebidos en una
matriz biodegradable liposomal. Algunos autores definen estas nanoparticulas
magnéticas como liposomas constituidos por bicapas fosfolipidicas que encapsulan
oxidos de hierro en los compartimentos acuosos [Frascione y cols., 2012]. Se han
puesto a punto diferentes métodos para sintetizar magnetoliposomas. Algunos de
ellos se utilizaron en la sintesis de liposomas. Por ejemplo, el método de hidratacién de
la capa lipidica [Clares y cols., 2013], el método de sonicacion [Giri y cols., 2005], la
técnica de extrusion [Lesieur y cols., 2003] y el procedimiento de evaporacién en fase

reversa [Garcia-Jimeno y cols., 2011], por citar algunos ejemplos.

3.3.1. METODOLOGIA DE SINTESIS

El procedimiento seguido en la sintesis de los magnetoliposomas esta basado en el
mismo método de preparacion de liposomas descrito en la seccién 3.2.1., con la Unica
variante de la inclusidon de nucleos de y-Fe;03 en la fase acuosa utilizada para la
rehidratacion de la fina capa lipidica. Finalmente, la limpieza de los magnetoliposomas
se realizé mediante sedimentacidn magnética durante 5 minutos de exposiciéon a un
iman de 0.4 Teslas, con el fin de eliminar los subproductos de la reaccion: fosfolipido
gue no haya reaccionado, liposomas puros que se hayan formado, la maghemita que
haya quedado libre y los magnetoliposomas formados sin suficiente capacidad de
respuesta magnética para el transporte de fdrmacos. Por ultimo, la conservacién de los
magnetoliposomas hasta su utilizacion se realizard en un medio de dispersién acuoso o
desecados tras un proceso de desecacién en un horno de conveccién con circulacién

forzada de aire a 37.0 £ 0.5 °C (Digitronic, J.P. Selecta, S.A., Espaiia).
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Dentro del desarrollo de las condiciones de sintesis de magnetoliposomas que
permiten el mayor rendimiento posible, se realizé el andlisis del efecto que tiene la
proporciéon y-Fe,03:PC. En concreto, se llevaron a cabo por triplicado diferentes
sintesis de magnetoliposomas con proporciones p-Fe;03:PC desde 4:1 a 1:4,
manteniendo invariable el resto de la metodologia de formulacién. La valoracién del
rendimiento de cada una de las reacciones de sintesis se realizo tras la desecacion (a
37.0 £ 0.5 °C en un horno de desecacion con circulacidon forzada de aire) de los
sedimentos de magnetoliposomas obtenidos tras el proceso de sedimentacién
magnética descrito previamente (0.4 Teslas, 5 minutos). El rendimiento (R) de la
reaccion de sintesis se determind: R (%) = (masa de magnetoliposomas / masa de y-

Fe20sy PC utilizada en la sintesis) x 100.

La Tabla 3.1. recoge los valores de R (%) obtenidos. Puede apreciarse cdmo los
mejores valores de rendimiento se logran cuando la cantidad de y-Fe;03:PC utilizada se
encuentra en exceso con respecto a la cantidad de PC. Puede apreciarse también en la
Tabla que no existen diferencias significativas en cuanto a los tamafios obtenidos de
los magnetoliposomas para las diferentes relaciones de masas iniciales y-Fe,03:PC.
Para la sintesis de los magnetoliposomas objeto de nuestro trabajo de investigacién se

selecciond la proporcidn 4:2 como iddnea, siendo ésta la utilizada de aqui en adelante.
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Tabla 3.1. Rendimiento R (%) de la relacion de sintesis de magnetoliposomas para
cada una de las proporciones de masas iniciales y-Fe>03:PC, tamafio e indice de

polidispersién de los magnetoliposomas asi obtenidos.

Proporcion
de masas indice de
R (%) Tamaiio (nm)
iniciales V- polidispersion
Fe20s3:PC
4:1 22+1 80+6 0.289
4:2 23 %3 89 +18 0.289
4:3 175 84 +17 0.210
4:4 14+ 8 87 + 46 0.208
3:4 10+ 8 79 £ 38 0.265
2:4 6+3 84+8 0.233
1:4 3+1 97 +£16 0.392

3.3.2. RESULTADOS Y DISCUSION: TAMANO

La caracterizacion del tamafio de los magnetoliposomas tuvo como primera etapa
el andlisis de las microfotografias HRTEM (Figura 3.5.). Como puede apreciarse en la
Figura 3.5.a, existen dos poblaciones de magnetoliposomas, ambas de pequeiio
tamafio: 90 + 20 nm y 45 * 10 nm, tal y como se midié en 200 particulas de ambas
poblaciones. Puede apreciarse cémo la poblacion de magnetoliposomas de mayor
tamafio se caracteriza por albergar un mayor nimero de nucleos de y-Fe;03 en el
compartimento interno acuoso. Quizas con la utilizacién de un extrusor como etapa
final de la sintesis se pueda lograr una mayor uniformidad u homogeneidad de tamano
(poblacién unimodal en cuanto a tamafio de particula). Finalmente, se realizé el

microanalisis por energia dispersiva de rayos X (EDX) de magnetoliposomas (Figura
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3.5.d). En el espectro obtenido se observaron las bandas caracteristicas de los atomos

de los materiales que constituyen el magnetoliposoma (y-Fe.Os y PC). La banda

correspondiente a los atomos de nitrégeno y fésforo no puede apreciarse porque

estos atomos son elementos ligeros y el dispositivo EDX utilizado no consigue su

visualizacién. El resto de los metales identificados (silicio, cobre vy uranilo)

corresponden a contaminaciones de la muestra durante su preparacion.
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Figura 3.5. (a) Microfotografia HRTEM de los magnetoliposomas formulados
utilizando una proporcion y-Fe;03:PC de 4:2, y dénde pueden apreciarse las dos
poblaciones obtenidas. (b y c) Detalles de particulas de magnetoliposomas
pertenecientes a ambas poblaciones. Longitud de barra: 500 nm (a), 200 nm (b) y 50
nm (c). (d) Microanalisis por energia dispersiva de rayos X (EDX) de los
magnetoliposomas. Las bandas correspondientes a los dtomos de hierro, oxigeno y

carbono de las particulas aparecen resaltadas en la Figura.
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Finalmente, es importante destacar que los nucleos magnéticos localizados en el
espacio acuoso interno parecen ser los responsables de la importante reduccion en el
tamafio final del nanosistema vesicular mixto. Concretamente, una reduccion del
tamafio del orden de 4 veces con respecto al tamafio medio del liposoma. Esto puede
ser debido a una contraccién considerable del volumen acuoso liposomal. Las
particulas de y-Fe;Os presentan carga eléctrica superficial positiva y las bicapas
fosfolipidicas negativas (a pH 5.5, el caracteristico de la fase acuosa de la sintesis, ver
Figura 4.3.), por lo que es de esperar que se produzca una interaccion electrostatica de
tipo atractivo entre ambos materiales. Como consecuencia de este proceso, debe
producirse el acercamiento de la bicapa fosfolipidica hacia los nucleos magnéticos, lo
gue contraera el volumen del compartimento acuoso interno. Asi, el tamaiio final de
los magnetoliposomas se reduce considerablemente, haciéndolos muy idéneos para la

via de administracién parenteral.
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4. CARACTERIZACION

FISICOQUIMICA







4.1. ESTRUCUTURA Y COMPOSICION QUiIMICA

4.1.1. DIFRACTOMETRIA DE RAYOS X

La difractometria de rayos X permite la identificacidon de la estructura interna de un
cristal y la evaluacién del tipo de red que lo caracteriza. Cada sustancia sélida presenta
un patron de difraccidn de rayos X Unico que permite su identificacion. Ademas, en una
mezcla de polvos cada constituyente produce un patrén independiente del resto. Estas
dos propiedades hacen que esta técnica sea muy util y aplicable a nivel farmacéutico

[Billmeyer y cols., 1975; Brittain y cols., 1995]:

a) Analisis cualitativo de materiales sélidos

La difractometria de rayos X se utiliza en la identificacién de estructuras sdlidas.
Gracias a que cada compuesto presenta una forma cristalina Unica, es posible la
identificacion de cada una de sus formas polimérficas. Durante el proceso de
preformulaciéon de sdlidos con fines farmacéuticos, algunas veces se generan
estructuras inactivas farmacoldgicamente. Por este motivo, es importante confirmar las
estructuras cristalinas en cada etapa del desarrollo farmacéutico de una formulacién.
Esta técnica también se utiliza para identificar las formas solvatadas y no solvatadas
(anhidras) de un compuesto, si las redes cristalinas de las dos formas son diferentes. Sin
embargo, esta técnica tiene una escasa utilidad en la identificacién de materiales no

cristalinos (amorfos).

b) Analisis cuantitativo de materiales sélidos

En una mezcla de sdlidos cristalinos de interés farmacéutico, cada uno de éstos tiene
un patréon de difraccién caracteristico e independiente del resto. Tras realizar las
correcciones apropiadas, la intensidad de los picos de cada uno de los componentes sera
proporcional a su fraccion de peso en la mezcla total. De esta manera, puede

determinarse en qué cantidad se encuentra un determinado producto en una mezcla de
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sélidos farmacéuticos. Este tipo de analisis puede realizarse con un estandar interno o

sin él.

¢) Grado de cristalinidad de sélidos

Esta aplicacidon de la difractometria de rayos X es especialmente interesante en el
caso de los polimeros. Muchos de ellos tienen caracteristicas tipicas de materiales
cristalinos (como la evolucion con el tiempo del calor latente al enfriar el polimero
fundido) y de materiales no cristalinos (como el patréon de rayos X difuso). Este
comportamiento tan caracteristico se puede explicar mediante el modelo de los dos
estados: los materiales poliméricos estan constituidos por pequefias, aunque perfectas,
regiones cristalinas (cristalitos) que estan embebidas dentro de una matriz continua. La
metodologia convencional de la difractometria de rayos X asume implicitamente este

modelo.

d) Cinética de reacciones en estado sélido

Es posible caracterizar de forma fiable la cinética con la que transcurren reacciones
en el estado sdlido si el patrdn de rayos X del reactivo y del producto final de la reaccién

es diferente.

4.1.1.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este trabajo de investigacidn nos centramos en la utilizacién de la difractometria
de rayos X para el andlisis cualitativo de materiales sélidos. Para obtener datos
reproducibles y fiables, es importante cuidar la preparacion de la muestra. Los puntos
criticos son el tamario cristalino, la orientacién preferida de la muestra en el soporte y,
la coplanaridad entre la muestra y el soporte superficial. Cuando se deposita una
muestra pulverizada sobre el soporte de rayos X, la distribucién de las orientaciones del
cristal puede que no se produzca al azar, ocurriendo lo que se conoce como la

distribucién preferida de la muestra. Por otro lado, la manera en que la muestra se
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deposita sobre el soporte afecta a la orientacion de los cristalitos. Los soportes mas
comunmente utilizados son platos rectangulares de aluminio y de vidrio, que contienen
una ventana rectangular en la que se empaqueta el polvo, logrdndose asi minimizar este
fenémeno.

El difractograma de rayos X de las nanoparticulas de y-Fe;Os y de los
magnetoliposomas se obtuvo empleando el método de Debye-Scherrer. El dispositivo
utilizado fue un difractometro Philips PW 1710 (Holanda) y la longitud de onda fue
1.5405 A (Cu-Ka). La masa empleada de los materiales fue 0.5 g en todos los casos. Estas
muestras se obtuvieron mediante desecacién de las correspondientes suspensiones
acuosas a 35.0 £ 0.5 2C en una estufa de desecacion con circulacion forzada de aire

(Digitronic, J.P. Selecta S.A., Espafia).

4.1.1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 4.1. se recogen los difractogramas de rayos X obtenidos para la y-Fe20s3,
los liposomas y los magnetoliposomas. Al comparar los difractogramas de la y-Fe O3y
de los magnetoliposomas con el difractograma de rayos X de referencia de la y-Fe;03
(Pérez-Artacho y cols., 2012), se comprueba la perfecta coincidencia de los picos de
estos difractogramas con los del patrdn, lo que permite identificar las nanoparticulas de
oxido de hierro como y-Fe;0s y apreciar la elevada cristalinidad de ésta, incluso tras ser
embebida en la vesicula liposomal. En este punto, debe tenerse en mente la importancia
gue tiene la estructura cristalina de un dxido de hierro en sus propiedades magnéticas.
Por lo tanto, si ésta no se pierde durante la formulacion de los magnetoliposomas, cabe
pensar que la capacidad de respuesta magnética del material obtenido estara
asegurada. Por otro lado, las caracteristicas no cristalinas (amorfas) tipicas de los
liposomas quedan reflejadas ligeramente en el difractograma de los magnetoliposomas
si bien no aparece una sefial pronunciada. El menor contenido lipidico presente en los
magnetoliposomas para la misma masa de muestra que los liposomas puede justificar
la escasa contribucidn al difractograma. Esta técnica constituye una prueba cualitativa
de la eficacia de la metodologia de sintesis de los magnetoliposomas, pues confirma la

presencia de y-Fe203y PC en la muestra de magnetoliposomas.
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Figura 4.1. Difractograma de rayos X de los magnetoliposomas (linea negra) y de los
liposomas (linea gris) (figura insertada: difractograma de rayos X de referencia de las
particulas de maghemita obtenido de Pérez-Artacho y cols., 2012) La intensidad est3

expresada en unidades normalizadas.

4.1.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS POR TRANFORMADA DE
FOURIER

La radiacién infrarroja se encuentra localizada en el espectro electromagnético entre
la zona de la radiacién visible y la zona de la radiacién del microondas. Como es bien
sabido, un gran nimero de moléculas organicas de interés farmacéutico absorben la
radiacion infrarroja en el intervalo de numeros de onda entre 4000 y 400 cm™ en energia
de vibracion molecular. Esta absorcion es cuantificable y el espectro aparece en forma
de bandas, ya que un cambio simple de energia vibracional es acompafado por diversos
cambios de energia rotacional. Las posiciones de las bandas en un espectro de
infrarrojos se suelen presentar en funcién del nimero de onda (k), mientras que las
intensidades de las bandas pueden expresarse como transmitancia (T) o como

absorbancia (A).
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Hay dos tipos de vibraciones moleculares [Silverstein y Webster, 1998]: la vibracién
de elongacion vy la vibracion de flexion. Sélo aquellas vibraciones que provocan un
cambio ritmico en el momento bipolar de la molécula se observan en el infrarrojo. Esto
es debido a que la alternancia del campo eléctrico, producido por el cambio en
distribucién de cargas que acompaia a una vibracién, acopla la vibracion de la molécula
con el campo eléctrico oscilante de la radiacidn electromagnética. En general, los grupos
funcionales que tienen un dipolo intenso dan lugar a absorciones fuertes en el infrarrojo.
El conjunto de vibraciones fundamentales (frecuencias de absorcién) raramente se
observa, debido a la existencia de factores que aumentan el nimero de bandas (la
presencia de armodnicos y los tonos de combinacidn) y de factores que reducen el
nimero de bandas (frecuencias fundamentales fuera de la regién de 400 a 4000 cm?,
bandas fundamentales demasiado débiles para ser observadas, ausencia de un cambio

en el momento dipolar, etc.).

4.1.2.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Los tres tipos de muestra analizados (y-Fe20s, liposomas y magnetoliposomas) se
obtuvieron mediante desecacién de las correspondientes suspensiones acuosas a 35.0
+ 0.5 °C en un horno de conveccién con circulacidon forzada de aire (Digitronic, J.P.
Selecta S.A., Espafia). A continuacion, se tomé una pequefa cantidad de cada muestra
(1 mg) y se mezclé con 100 mg de bromuro potasico pulverizado y seco. La mezcla se
realizd6 en un mortero de agata y fue prensada a 15000 kPa para obtener un disco
transparente. Como consecuencia de este tratamiento, es de esperar la aparicién de
bandas en torno a 3450 cm™ debidas a la humedad que puede captar la muestra
(Silverstein y Webster, 1998).

Para la obtencion del interferograma se utilizé un espectrometro de infrarrojos con
una resolucion de 2 cm™ (Nicolet 20 SXB, EE.UU.). La técnica implica la divisién de una
radiacion que contiene todas las longitudes de onda (en nuestro caso, 4000 a 400 cm™)
en dos rayos. Uno tiene un camino éptico fijo y el otro variable (mediante un espejo

movil). La superposicién de ambos rayos dara lugar a un patrén de interferencias que
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por transformada de Fourier se convierte en un punto en el dominio de la frecuencia. La
transformada de Fourier a sucesivos puntos a lo largo de esta variacién da lugar a un
espectro de infrarrojos completo. El paso de esta radiacion a través de una muestra
expone al compuesto a una banda amplia de energias, generandose un completo
espectro de infrarrojos completo (Silverstein y Webster, 1998).

No hay reglas establecidas para la interpretacion de espectros de infrarrojos. Sin
embargo, si existen ciertos requisitos previos a la interpretacion de un espectro de
infrarrojos. El espectro debe tener una resolucién y una intensidad adecuadas, y debe
ser el de un compuesto razonablemente puro. El espectrofotometro debe estar
calibradoy el método de manipulacion de la muestra debe estar perfectamente definido
[Silverstein y Webster, 1998]. La frecuencia o la longitud de onda de absorcidn
dependen de las masas relativas de los atomos, de las constantes de fuerza de los
enlaces, de la geometria de los atomos y del entorno molecular. Una molécula por
simple que sea puede generar un espectro extremadamente complejo, que es
caracteristico de la molécula entera, excepto en el caso de los compuestos
enantiomeros. No es posible 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 determinados grupos de dtomos dan lugar a bandas de igual o similar frecuencia
independientemente de la estructura del resto de la molécula. La persistencia de estas
bandas caracteristicas permite la obtencién de informacidén estructural, mediante
simple inspeccion y referencia a Tablas de la absorcién caracteristica de grupos
funcionales. Toda conclusiéon alcanzada tras examinar una banda debe confirmarse
cuando sea posible mediante el examen de otras zonas del espectro. De forma general,
en un espectro de infrarrojo se distinguen tres zonas caracteristicas [Silverstein y

Webster, 1998]:

e Laregién de los grupos funcionales (de 4000 a 1300 cm™). Si no hay absorcién en
esta zona, la molécula problema carecer de grupos funcionales.
e Lazona de la huella dactilar (de 1300 a 900 cm™?). La absorcién en esta region es

Unica y caracteristica para cada especie molecular.
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e La regién entre 900 y 650 cm™. La ausencia de absorcién en esta zona

generalmente indica una estructura no aromatica.

4.1.2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 4.2. recoge el espectro de infrarrojos de los tres tipos de particulas. Su
anadlisis constituye una nueva prueba de la eficacia de la metodologia de sintesis
desarrollada para la obtencidn de los magnetoliposomas. Es decir, las bandas tipicas del
liposoma y la caracteristica de las nanoparticulas de y-Fe,0s3 estan presentes en el
espectro de los magnetoliposomas. Sin embargo, las bandas son menos intensas en este
espectro como consecuencia de la menor cantidad relativa de PC presente en los
magnetoliposomas. En concreto, las bandas observadas son:

e A: banda debida a la humedad que adquieren las muestras como consecuencia
de su proceso de manipulacion. Se localiza a 3356 cm™.

e B: grupo de dos bandas que corresponden a la vibracién de estiramiento de
enlaces C-H. A 2923 cm™ se localiza la banda caracteristica de la vibracidn de elongacion
asimétrica del grupo CH2 (uas CH2) y a 2853 cm™ observamos la perteneciente a la
vibracién de elongaciéon simétrica del CH2 (uas CHy).

e C: banda que corresponde a la vibracién molecular de enlaces C=0 en liposomas
(aparece a 1738 cm™). En el espectro de magnetoliposomas aparece a 1737 cm™.

e D: banda que corresponde a la vibracion molecular de enlaces C=C en liposomas
(aparece a 1467 cm™). En los magnetoliposomas aparece a 1456 cm™.

e E:banda correspondiente a la vibracion de flexion de enlaces C-H (1222 cm™).

e F: banda correspondiente a la vibracién de tensidon de enlaces P=0O por la
presencia de grupos fosfato (PO4*). Se localiza a 1085 cm™ en liposomas y a 1086 cm™*
en magnetoliposomas.

e G:banda correspondiente a la vibracién de estiramiento de enlaces C-N (971 cm"
l).

e H: Unica banda ausente en el espectro de los liposomas. Aparece a 535 cm™ y es

una banda ancha e intensa caracteristica de los 6xidos de hierro (Zussman, 1967).

85



100 -
90 ]
80 -
70 -
&0
50
40 ]
30 ]
20
o4 (Qa) —

-

100 .
30
80 ]
70
60-]
50-
a0
30 D
20
10] (b) B C 3 G

0- F

Transmitancia (%)

Transmitancia (%)

100 -
30 -
20
70 ]
soi/\/
50 -
40 ]
30
20
o] (C) E—
1 H
Y R = : >
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
1,

Transmitancia (%)

Namero de onda (cm

Figura 4.2. Espectro de infrarrojos de las nanoparticulas de maghemita (a), liposomas
(b) y magnetoliposomas (c). Las flechas resaltan la Unica banda caracteristica de los

oxidos de hierro.
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4.2. PROPIEDADES ELECTRICAS SUPERFICIALES

Si consideramos una particula solida esférica de 1 cm de didmetro, su superficie Sy
su volumen V son 3.14 x 10% m? y 5.24 x 107 m3, respectivamente, y la relacion
superficie/volumen es S/V es 600m™. La division de la particula en N particulas esféricas
de radio 100 nm tal que su volumen total sea igual al de la esfera original, sin embargo,
provocard que la superficie sea de 15.7 m?y la relaciéon S/V = 3 x 10’m*. Este sencillo
ejemplo explica que la principal contribucion a las propiedades de un sistema, formado
mediante la dispersién de esas N particulas en 1 L de agua, vendra dada por las
superficies e interfases de las particulas. En particular, el estado eléctrico de la superficie
de las particulas puede ser determinante: si cada una de ellas tiene un potencial
superficial de 100 mV (en torno al orden de magnitud tipico de las particulas coloidales
en medio acuoso), la fuerza electrostatica (Fe) repulsiva entre dos de estas particulas
dispersas en agua y localizadas a una distancia entre superficies de 10 nm es Fg. = 2.12
x 1071%2 N. Esta fuerza tiene que compararse con la fuerza de otras interacciones que
deben o pueden existir entre ellas. Asi, su atraccidn gravitatoria (Fg) a la misma distancia
serd Fe =~ 6.3 x 101> N, si su densidad es 103 Kg/m3; y la atraccién de van der Waals Fiw
~ 8 x 1013 N, utilizando los valores tipicos de la constante de Hamaker (van Oss, 2006).
Estos ejemplos muestran que, en la mayoria de los casos, las interacciones
electrostaticas son las principales responsables de las propiedades macroscdpicas de las
suspensiones.

En este contexto, 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 atencidén por si mismas. Ademas, son una fuente de
informacién importante (Unica en muchos casos) de estas propiedades eléctricas, por
poder se determinadas experimentalmente. La electroforesis (al igual que los demas
fenédmenos electrocinéticos) constituye una poderosa técnica para obtener informacion
directa sobre el estado eléctrico de la interfase. En este trabajo hemos estudiado la
movilidad electroforética (ue) de los tres tipos de particulas (y-Fe20s3, liposomas y
magnetoliposomas), como método de evaluacion de la calidad y eficiencia de la

metodologia de sintesis de los magnetoliposomas. Esto es posible dado que las
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propiedades eléctricas superficiales de la y-Fe;03 y del liposoma son claramente
diferentes, como veremos.

Por lo tanto, es posible que los nucleos de y-Fe>Os embebidos en una estructura
liposomal se puedan diferenciar de los no recubiertos, analizando su comportamiento
electroforético. Idealmente, el magnetoliposoma sintetizado deberia incluso mostrar

una carga eléctrica superficial idéntica al de un liposoma de igual composicion lipidica.

4.2.1. DESCRIPCION CLASICA DE LA DOBLE CAPA ELECTRICA

La mayoria de los sélidos adquieren una carga eléctrica superficial cuando se
dispersan en un disolvente polar, en particular, en una disolucién de electrolito. Las
causas de estas cargas son diversas [Hunter, 1981, 1987; van Olphen, 1977; van Oss,
2006] y se evidencian por diferentes procesos: adsorcidon/desorcion de iones de la red,
disociacion o ionizacién de grupos superficiales o sustitucidon isomorfica.

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

Numerosos estudios han intentado explicar lo que ocurre en la interfase (Figura
4.3.). La distribucién de los contraiones en la disolucion cerca de la particula fue
estudiada por Helmholtz desde 1879, posteriormente Chapman en 1904 y Stern en
1924.

El modelo de Helmholtz es el mas simple, en su teoria considera que la doble capa
es como un condensador de placas paralelas donde (g es el maximo potencial eléctrico
existente y que varia linealmente con la distancia a la superficie de la particula; el exceso
de iones en el lado de la solucién de la doble capa se encuentra ubicado en el plano de
Helmholtz, muy cercano a la superficie del electrodo. En el plano externo de Helmholtz
se encuentran los iones solvatados y en el plano interno de Helmholtz se encuentran
iones que hayan perdido su capa de solvatacion y por tanto pueden aproximarse a la

superficie del electrodo. Este modelo de Helmholtz sdlo tiene validez cuando la carga
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total superficial es pequeifa en magnitud absoluta o cuando la concentracion del
electrolito inerte es grande.

El modelo de Chapman o también conocido como de Goly-Chapman habla de una
capa de cargas en una superficie sélida y una capa difusa de iones con distribucién
estadistica en la solucién.

El modelo de Stern habla de una capa de cargas en una superficie sélida y una capa
de contraiones constituida por dos subcapas, una subcapa de contraiones absorbida en

forma rigida y una subcapa difusa de iones en soluciéon [Jorge NL, 2015].
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Figura 4.3: Doble capa de iones segun diferentes autores [Jorge NL, 2015].

La carga neta de la superficie de la particula afecta a la distribucion de los iones y a
la regidn circundante interfacial, resultando un aumento de concentracién de iones, de
carga opuesta a la de la particula. En la capa liquida que rodea la particula se pueden
distinguir dos partes, una region anterior, la capa Stern, la cual tiene iones fuertemente
ligados y la exterior, regidon difusa en la que estan unidos mas débilmente (Figura 4.4.).
Asi la doble capa eléctrica estd alrededor de cada particula. Dentro de la capa difusa hay

un limite tedrico con iones en las particulas de forma estable [Delgado y cols., 2007].

89



Stern Potentia
i Nernst Potential o [}

Capa de deslizamientc

Potencial

_ .. Particula
cargada

distanciade la superficie

Figura 4.4. Representacion de la carga eléctrica superficial de un sélido cuando

se dispersan en un disolvente polar

Cerca de la superficie del sélido o sobre ella, se pueden encontrar cargas
responsables de la carga superficial (densidad superficial, gp). En su proximidad
inmediata, podrian localizarse los iones capaces de sufrir adsorcidon especifica: la
distancia al sélido sera el orden de un radio iénico, dado que se puede suponer que han
perdido su capa de hidratacién, al menos en la direccion de la superficie del sélido.
Llamemos o7 a la carga superficial en un determinado plano de atomos, localizados a
una distancia 6; desde el sélido (Figura 4.5.). Si aceptamos que la interfase tiene una
geometria plana y que ¥, es la distancia externa normal a ésta, podriamos decir que la
region entre y =0y x = Biesta libre de carga y podemos identificar un condensador cuyas

placas son la superficie y el plano 8;. Si C; es su capacidad especifica (por unidad de area):
o — Py =2 (4.1)
l

donde o es el potencial en la superficie del sélido. Los iones responsables del ¢ino sélo
desarrollaran interacciones electrostaticas con la superficie, sino que, a menudo,
superaran la repulsién eléctrica y son capaces, por ejemplo, de aumentar la carga
positiva de una superficie de caracter ya positivo. Es habitual decir que las interacciones
desconocidas son de naturaleza quimica, a pesar de no ser este siempre el caso. Hay una
amplia variedad de situaciones, desde la formacién de uniones quimicas (covalentes) a
interacciones mas débiles como la atraccion de van del Waals, los enlaces por puentes
de hidrégeno, las fuerzas hidrofobas-hidrdfilas, etc [van Oss, 2006]. Debido a la ausencia
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habitual de informacién sobre la parte mas interna de la atmodsfera idnica, el

tratamiento no estd exento de hipdtesis menos reales.
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Figura 4.5. Distribucion del potencial en una interfase sélido liquido cargada

negativamente.

A partir del plano x= 84 se localizan los iones que sbélo poseen interacciones
electrostdticas con la superficie y ademas estan sujetos a colisiones con las moléculas
del disolvente. Estos iones estan distribuidos en un cierto volumen cuya densidad de
carga es p(x), aunque en la practica se introduce una densidad superficial de carga difusa
(04), localizada en x= 684de acuerdo con la expresién:

Para una interfase plana:
04 = f;; p(x)dx (4.2)

Para una fase esférica:

1
94 = Tarp)

f;i r2p(r)dr (4.3)

para una fase esférica donde de radio es g, siendo r la coordenada radial con origen en

el centro de la particula.

Debido a la electroneutralidad se cumplira:
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0y = 0; — 0y (4.4)

Con respecto a la descripcién de la doble capa eléctrica, de forma general se acepta

la siguiente nomenclatura:

° La distribucion volumétrica de la carga que se extiende desde x= 84 se denomina
capa difusa de la doble capa.

° La regidn entre x= 0 y x= B4 se denomina capa de Stern, parte interna de la doble
capa o parte densa de la doble capa.

° El plano x= 6; es el plano interior de Helmholtz (PIH) y a x= B4 se le llama plano

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

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

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

Existen modelos mas realistas para estudiar la doble capa eléctrica en equilibrio,
donde se considera que los iones de la capa difusa estdn hidratados y por tanto ocupan
cierto volumen, la repulsidon estérica puede ser tenida en cuenta afiadiendo al modelo
anterior un potencial quimico en exceso. Las correcciones al modelo de Poisson-
Boltzman son importantes en el caso de concentraciones iénicas para las que la distancia
media entre iones es de orden del tamafio idnico (Lopez-Garcia y cols., 2014).

Por tanto, un punto de particular interés es el potencial donde se unen la capa difusa
y la de Stern, o también llamada fija. Este potencial, conocido como potencial zeta (),
es importante porque puede ser medido de una manera muy simple, mientras que la

carga de la superficie y su potencial no pueden medirse. El potencial { puede ser una
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manera efectiva de controlar el comportamiento del coloide puesto que indica cambios
en el potencial de la superficie y en las fuerzas de repulsidn entre los coloides.

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

potencial que existe en este limite es el potencial .

4.2.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La determinacion de la movilidad electroforética (ue) de los tres tipos de particulas
en dispersion acuosa (y-Fe;0s3, liposomas y magnetoliposomas) se llevé a cabo a 25.0 +
0.2 °C, utilizando un dispositivo Malvern Zetasizer 2000 (Manual Instrumentes,
Inglaterra). Este aparato permite determinar la ue con errores del 5% o inferiores. La
temperatura fue mantenida constante durante las determinaciones utilizando un
maodulo Peltier.

Las dispersiones analizadas tenian una concentracion de particulas aproximada del
0.1% (p/v). Antes de preparar cada suspension, se fijé la concentracidn de electrolito
(KNO3s) deseada y se ajustd, en su caso, el pH (entre 3 y 9) con HNOs y NaOH. Debido a
la dificultad de ajuste de ciertos pHs, la preparacién de las dispersiones se realizé cuando
éstos eran estables. De esta forma, las particulas no estuvieron demasiado tiempo en
contacto con el medio de dispersidn acuoso, lo que podria afectar a la estabilidad de sus
propiedades eléctricas superficiales debido a fendmenos de oxidacién y de degradacién
principalmente [Arias y cols., 2001; Plaza y cols., 2002]. Las medidas se realizaron tras
24 horas de contacto de las particulas con el medio de dispersién a 25.0 + 0.5 °Cy bajo
agitacién mecanica a 50 r.p.m. Antes de cada medida, se comprobd y reajusto el pH si
fue necesario. Los datos representados en las Figuras son el promedio de nueve

determinaciones, cambiando la muestra analizada cada tres.
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4.2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En primer lugar, analizamos el efecto del pH sobre la movilidad electroforética (ue) y
el potencial zeta (¢) de las particulas. Como es sabido, las propiedades de los éxidos de
hierro son extremadamente sensibles a las variaciones de pH (Plaza y cols., 2002). La
Figura 4.6. muestra los valores de ue y de  en funcion del pH del medio de dispersién y
en presencia de una fuerza idnica fijada (KNO3 10 M). Observamos que los ntcleos de
y-Fe,03 presentan un punto isoeléctrico o pH de potencial zeta cero definido en torno a
un valor de de pH 5.7. De forma que a pHs acidos los valores de { son positivos y a partir
del punto isoeléctrico pasan a ser negativos. Sin embargo, el punto isoeléctrico de los
liposomas se encuentra en torno al valor de pH 4. Es interesante ver cémo en el caso de
los magnetoliposomas ocurre lo mismo, lo que nos indica que tienen un
comportamiento electrocinético similar al de los liposomas. Las propiedades
electroforéticas de liposomas y magnetoliposomas son consecuencia de la naturaleza
disociable del grupo fosfato de la PC. En el caso de un medio de dispersidn de pH basico,
el grupo fosfato se encontrard disociado por la presencia de grupos hidroxilo en el
medio. El aumento progresivo del nimero de grupos fosfato disociados conforme se
incrementa el pH, determina el incremento de la carga eléctrica superficial negativa de
las particulas. Por otro lado, a pHs ligeramente acidos, el descenso de la carga eléctrica
superficial conforme decrece el pH se debe a la disminucidn progresiva del nimero de
grupos fosfato disociados, consecuencia del aumento de la concentracién de
hidrogeniones en el medio. Finalmente, los valores positivos de carga eléctrica
superficial de estas particulas por debajo del pH 4 podrian ser debidos a la adsorcién

superficial del exceso de hidrogeniones presentes en el medio de dispersion.
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Figura 4.6. Movilidad electroforética (ue) (a) y potencial zeta (¢) (b) de las particulas de
maghemita (@), liposomas (m) y magnetoliposomas (A ) en funcién del pH, en

presencia de KNO3 103 M.

Por lo tanto, podemos concluir que el recubrimiento lipidico oculta eficazmente los

nucleos magnéticos, haciendo que la superficie de los magnetoliposomas sea muy
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parecida a la de los liposomas. Ademas, podemos afirmar que estas diferencias entre el
comportamiento de los nucleos de y-Fe;0sy los dos tipos de coloides hacen que la
electroforesis sea una herramienta muy util para confirmar cualitativamente la eficacia
de la metodologia desarrollada para la sintesis de magnetoliposomas.

Para confirmar estos resultados, evaluamos las propiedades eléctricas superficiales
de los tres tipos de particulas en funcién de la fuerza idnica (concentraciéon de KNOs) a
pH 5.5 y siguiendo la misma metodologia. Los resultados de este andlisis representan
una evidente electrosimilitud entre los liposomas y los magnetoliposomas, y las
diferencias con respecto a los nucleos de y-Fe;0s. Como puede apreciarse en la Figura
4.7., los valores de ue y de ¢ de los magnetoliposomas son muy similares a los de los
liposomas. Sin embargo, la maghemita mantiene valores positivos de carga eléctrica
superficial en todo el intervalo fijado de concentraciones de KNOs. Asi, se comprueba
que este andlisis constituye una adecuada prueba cualitativa de la eficacia de la

metodologia desarrollada para la sintesis de magnetoliposomas.
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Figura 4.7. Movilidad electroforética (ue) (a) y potencial zeta (¢) (b) de las particulas

de maghemita (e), liposomas (m) y magnetoliposomas (A ) en funcidn de la

concentracion de KNOs y a pH natural (pH 5.5).
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4.2.4. ESTABILIDAD EN EL TIEMPO DE LOS MAGNETOLIPOSOMAS

La experiencia adquirida en nuestro grupo de investigacion en la caracterizacién
electrocinética de nanoparticulas magnéticas compuestas [Arias y cols., 2001, 2005,
2006, 2007a, 2008a, 2009a, 2010a, 2010b; Pérez-Artacho y cols.,2012; Clares y cols.,
2013], nos hace pensar que la técnica de electroforesis puede ser muy util para
caracterizar la velocidad a la que la matriz liposomal se degrada y deja zonas cada vez
mayores de y-Fe>03 expuestas al medio de dispersion. Las medidas electroforéticas de
las dispersiones acuosas de y-Fe;03 y de los magnetoliposomas (concentracién = 0.1%,
m/v) se realizaron reproduciendo las condiciones fisioldgicas (pH 7.4 £ 0.1,y 37.0£ 0.5
°C) (Malvern Zetasizer 2000, Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). Las medidas se

tomaron por triplicado durante 16 dias.

En la Figura 4.8. se aprecia como los valores de u. de la y-Fe,O3 permanecen
constantes durante todo el periodo del estudio (ue = -2.5 pm-sV-cm™). En el caso de
los magnetoliposomas, observamos que los valores también se mantienen durante todo
el periodo de estudio y que son practicamente iguales a los valores de ue de la y-Fe;0s,
Por tanto, no podemos demostrar la degradacién de la cubierta liposomal, ya que se

mantienen la movilidad electroforética durante todo el tiempo de estudio.
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Figura 4.8. Evolucién de los valores de movilidad electroforética (ue) de las

nanoparticulas de y-Fe,03 (@) y de los magnetoliposomas (m) en funcién del tiempo

(horas),apH=7.4+0.1ya37.0+£0.5°C.

Este valor casi igual de movilidad para los dos tipos de particulas nos pone en duda
de si se habran formado los magnetoliposomas. Por tanto, para demostrar que éstos se
han formado se llevé a cabo un estudio control de la y-Fe;03y de los magnetoliposomas
a temperatura ambiente y utilizando como medio de dispersion el agua durante el
mismo periodo de tiempo. En la figura 4.9. se observa como los valores de de u. de la y-
Fe,0s3 se mantienen positivos durante todo el periodo de estudio (ue = 3 pm-s/V-cm'1),
algo légico teniendo en cuenta que al afiadir las nanoparticulas de y-Fe;Oz el pH de la
suspension alcanza un valor proximo a 4. En cuanto a los magnetoliposomas, se observa
gue los valores se mantienen negativos durante todo el estudio a pH 5.5. (Ue = -2.5 pm-s”

\-em™) lo que confirma que éstos se han formado perfectamente (vease Fig. 4.6.a).
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Figura 4.9. Evolucién de los valores de movilidad electroforética (ue) de las
nanoparticulas de y-Fe,03 (@) y de los magnetoliposomas (m) en funcién del tiempo

(horas),apH=4 £+0.1ya37.0+0.5°C.

Para terminar de completar el estudio, se realizé una curva control de la y-Fe>03 en
diferentes situaciones: apH 7.4+ 0.1y 25.0+ 0.5 °C;ypH4 + 0.1y 37.0 £ 0.5 °C. Los
estudios llevados a cabo nos hacen pensar que a la maghemita le ocurre algo al cambiar
la temperatura. En la figura 4.10. se encuentran representadas las dos curvas de
maghemita a diferente temperatura y pH del medio de la dispersién. Se observa a 25 °C
y pH=7.4 como se mantienen los valores de movilidad electroforética negativos para la
y-Fe203 (e = -2.5 pm-s'V-cm™2). Sin embargo, a 37 °Cy en agua (al afiadir las particulas
de maghemita la suspensién adquiere un pH=4) la movilidad electroforética de la y-
Fe,03 comienza siendo positiva durante las primeras horas de estudio (ue = -0.5 pm-s
V.em™) y después comienzan a obtenerse valores negativos hasta igualarse con los

valores de la y-Fe;03 a pH=7.4 (Ue = -2.5 pm-s/V-cm™2).
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Figura 4.10. Evolucién de los valores de movilidad electroforética (ue) de las

nanoparticulas de y-Fe;03 a pH=4 £ 0.1y a 37.0 £ 0.5 °C. (®) y de los nanoparticulas de
y-Fe203 a pH=7.4+£0.1ya 25.0+ 0.5 °C. (m) en funcién del tiempo (horas).

4.3. PROPIEDADES TERMODINAMICAS SUPERFICIALES

En esta parte del trabajo de investigacidn se describe la metodologia seguida para la
identificacidon y cuantificacién de las interacciones no electrostaticas en la interfase
nanoparticula/medio acuoso. Para ello se utiliz una teoria termodinamica de la tensién
superficial o energia libre de los sélidos. El modelo termodinamico en cuestién incluye
las interacciones de van der Waals y acido-base entre las nanoparticulas, o entre ellas y

el medio de dispersion. El modelo permite caracterizar el sélido mediante tres

’ . . . LW . . .
componentes de su energia libre superficial: 5" (Lifshitz-van der Waals, representativa
de las interacciones no polares o dispersivas de la interfase), 7 (aceptor de electrones

o acido de Lewis) y 75 (donante de electrones o base de Lewis). Estas dos ultimas

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

acuoso, fuerzas de hidratacion.
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Se estimara asi la importancia de las contribuciones no electroestdticas al balance
total de la energia de interaccidn entre las nanoparticulas de los sistemas analizados.
Para llevar a cabo esta determinacién, se utilizaron los datos experimentales de los
angulos de contacto formados por liquidos seleccionados con los tres tipos de sistemas:
y-Fe203, liposomas y magnetoliposomas. Ademas, se prestd especial atencidn al andlisis
comparativo de la energia libre superficial de estos tres tipos de nanomateriales puros.

A continuacidn se explica con mas detalle los diferentes tipos de interacciones entre

las particulas coloidales.

4.3.1. INTERACCIONES SUPERFICIALES

La principal interaccién que existe entre las particulas coloidales cargadas en un
medio acuoso es la interaccién electrostatica (EL). Este tipo de interaccion nos da idea
del alcance e intensidad de la repulsion electrostatica. Ademas de esta, existen otras

interacciones que pueden alcanzar valores significativos. Las mas significativas son:

e interacciones dispersivas, interacciones electrodindmicas o Lifshitz-van de Waals

(LW). Se llaman asi por su relacion con fenémenos de dispersion de luz en el visible

y en el ultravioleta. Estan siempre presentes, al igual que sucede con la

interaccidon gravitatoria. El modelo clasico DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-

Overbeek) las considera, junto con la interaccidn electrostatica, responsables de la
energia total de interaccidn entre particulas.

e otras interacciones no dispersivas (fuerzas de solvatacion, estructurales y de

hidratacidn) o interacciones no-DLVO: electrén-donante/electrén-aceptor, o acido-

base de Lewis (AB). El modelo tedrico que permite analizarlas fue desarrollado a

finales del siglo pasado (van Oss y cols., 1986).
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4.3.1.1. INTERACCIONES DISPERSIVAS.

Van der Waals fue el primer investigador que sugirié que en los liquidos y gases
ideales existe una interaccién entre atomos y moléculas de naturaleza diferente de la
electrostdtica (interaccion de van der Waals). Mas adelante, diversos investigadores
analizaron la naturaleza de esta forma de interaccion (Debye, 1921; Langbein, 1974;
London, 1930). Segun estos autores, cuando dos atomos o moléculas se encuentran en
el vacio, se pueden considerar tres contribuciones diferentes a la interaccion de van der

Waals:

e Interacciones entre dipolos permanentes o fuerzas de orientacion de Keesom.

e Interacciones entre dipolos permanentes y dipolos inducidos en otros atomos

o moléculas (fuerzas de induccién de Debye).

e Interacciones entre dipolos instantdneos (originados por fluctuaciones de carga

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

El conjunto de estas fuerzas dispersivas entre atomos o pequefias moléculas
disminuye muy rapidamente con la distancia entre particulas (/), dada su
dependencia con I'® en el vacio. Las interacciones de London son universales y
aparecen entre cualquier par de atomos o moléculas en fase condensada. La
contribucidn de este tipo de interacciones es muy superior a las de Keesom y Debye
[Fowkes, 1963], las cuales requieren que haya dipolos permanentes [Chaudhury y
Good, 1983; Fowkes y Mostafa, 1978]. En efecto, se ha demostrado que,
macroscopicamente, las interacciones en fase condensada son principalmente de
dispersién (London-van der Waals), siendo la contribucién neta de las otras dos
formas del orden del 2-3 % del total de la energia de interaccion dispersiva
[Chaudhury, 1987]. En todo caso, en este tipo de sistemas macroscopicos las
interacciones van der Waals-Keesom y van der Waals-Debye se pueden tratar de
igual forma que las interacciones van der Waals-London [Abrikossova y Derjaguin,

1992; Chaudhury y Good, 1983]. Por eso, todas ellas se pueden agrupar como
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interacciones electrodindmicas, denominadas genéricamente interacciones

Lifshitz-van der Waals (LW).

Debe recordarse que aunque las interacciones dispersivas son débiles en
comparacién con las electrostaticas responsables del alcance idnico o del
covalente, estas afectan de forma considerable, a un variado conjunto de
fendmenos relacionados con los sistemas coloidales, tales como la adhesidn, la
adsorcién, la agregacién de particulas en suspensién o la estructura de
macromoléculas condensadas, como polimeros o proteinas [Israelachvili, 1987].

Resumiendo, las caracteristicas esenciales de estas interacciones son:
e Pueden ser efectivas a una distancia entre 0.2 y 10 nm.

e Engeneral, son atractivas, aunque, como ya indic6 Hamaker, para particulas de

materiales diferentes inmersas en un liquido, pueden ser repulsivas.

e Son fuerzas no aditivas, pues la interaccion dispersiva entre dos sistemas fisicos

se ve afectada por la presencia de otros cercanos.

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

asociada a estas interacciones.

4.3.1.2. INTERACCIONES NO-DLVO

Hay una serie de fendmenos relacionados con la estabilidad coloidal, que no se
pueden explicar sélo mediante la interaccion electrostatica entre dobles capas eléctricas
y las fuerzas de van der Waals. Asi, por ejemplo, el hinchamiento espontdneo de arcillas

secas cuando estdn en contacto con agua [van Olphen, 1977]. Tampoco puede
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explicarse por qué las dispersiones de silice no coagulan en el punto isoeléctrico (o pH
de potencial zeta cero) en el seno de disoluciones salinas concentradas [Allen y
Matijevi¢, 1969]. Recientemente, se han encontrado comportamientos similares en
suspensiones de sulfuro de zinc [Duran y cols., 1995] o de latex de etilcelulosa [Vera y
cols., 1996], entre otros ejemplos [Laskowski y Pugh, 1992]. Por eso ha sido necesario
introducir las denominadas fuerzas no-DLVO (cuyo alcance es del orden de pocos
nandmetros), entre las que se incluyen la repulsidn hidréfila, la atraccion hidréfoba, los
enlaces de hidrégeno, los enlaces 7, o la presion osmotica en suspensiones muy
concentradas de polimeros. Las fuerzas mas conocidas son las que tienen su origen en
la solvatacion de las superficies (por lo que se denominan estructurales), pudiendo ser
atractivas (efecto hidréfobo), repulsivas (efecto hidréfilo) e incluso oscilatorias. Son
interacciones de tipo polar y pueden llegar incluso a alcanzar un valor dos érdenes de
magnitud superior a las interacciones EL y LW. Analizaremos a continuacion los aspectos

fisicos fundamentales de estas fuerzas no-DLVO.

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

[Christenson y Horn, 1985; Christenson, 1988; Horn y Israelachvili, 1981].

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

atractiva.

A la componente de la tension superficial asociada a estas interacciones no

dispersivas, se le engloba en un término general denominado 4cido-base (*8).

4.3.1.3. CONTRIBUCIONES A LA ENERGIA LIBRE SUPERFICIAL. TEORIA DE
VAN OSS Y COLS.

Para poder predecir el valor que adquieren las interacciones ya descritas en este
capitulo [Lifshitz-van der Waals (LW) y dcido-base (AB)] es necesario hacer previamente
una caracterizacién termodindmica de la superficie. Para ello, consideraremos el
proceso reversible de acercar dos sistemas fisicos en el vacio, formados por un sélido o
liquido, 1, hasta formar una fase continua donde entran en contacto superficies iguales
unitarias [Good, 1992]. Se denomina energia libre de cohesion (AGc1) a la variacién de
energia libre que tiene lugar en el proceso, y trabajo de cohesién al opuesto de esta
magnitud. A partir de ello podremos definir la tensidon superficial (o energia libre

superficial) del material 1 (j1) de la forma:

AG;, =W, =-2y, (1)

indicando el factor 2 que al unir las dos superficies de los sistemas fisicos

desaparecen dos interfases.

Si se considera un proceso también reversible, igual al anterior, pero con dos
sistemas fisicos de materiales diferentes, 1y 2, se habla de adhesidén, siendo AGa 12 la
energia libre de adhesidon y Wa 12 el trabajo de adhesion. En este caso, se destruyen las
interfases 1-vacio y 2-vacio, pero se crea la interfase 1-2. Se define entonces la tensién

interfacial (y12) mediante la ecuacién de Dupré [Adamson, 1982].
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AGpyy = Wap, =Y —V1— 712 (2)

De igual forma cuando se unen dos sistemas fisicos, de materiales diferentes 1
y 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 ecuacidon de Dupré queda de la forma:

AGyp; = Y13 = Y12 — Va3 (3)

Esa variacién de energia libre serd una medida de la energia de interaccién
entre los sistemas 1y 3 en el medio 2. Silo que se produce es una interaccion entre
particulas idénticas en suspensién en un medio liquido, 1y 3 son el mismo material,

1, en el medio 2:
AGyy, =2y, (4)

La energia libre interfacial esta relacionada con las fuerzas de interaccién que
las superficies de las fases 1 y 2 se ejercen entre si (cohesidon) o con la otra fase
(adhesidn). La caracterizacién termodindmica superficial de este tipo de sistema
fisico permite determinar los valores de energia libre superficial e interfacial y, a
partir de ellos, evaluar la naturaleza y alcance de las interacciones de origen no

electrostatico en la interfase.

La ecuacién que constituye la base para el desarrollo del modelo de van Oss y
cols., sobre la tensidn superficial y sus componentes es la que expresa la tensidn
superficial total de cualquier fase como suma de dos contribuciones o
componentes, que son las asociadas a interacciones Lifshitz-van der Waals (LW) y

acido-base (AB) [van Oss, 2006]:

=1 Y (5)

El siguiente paso es postular una regla de combinacidn para calcular la
contribucion del caracter acido y basico a las energias libres de adhesion a través
de la interfase, o a la energia interna de cohesién de una fase. La ecuaciéon 5 se

puede hacer extensiva a la energia libre de la interfase 1-2:
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Y2 = Yi_zw + YlAzB (6)

A continuacidn, se expresa matemadaticamente cada uno de los dos sumandos de

la tension superficial de la ecuacion 6. Utilizando la regla de Good-Girifalco [Good

y Girifalco, 1960; Overbeek, 1952], el primer término 71L2W queda de la forma:

T2 =(\/va —r5" )z =y HYs 2 v (7)

La obtencién del segundo sumando (7/1/;5) no puede hacerse mediante la regla

anterior, pues no es aplicable a las interacciones asimétricas AB [Fowkes, 1963]. Se
postula entonces la siguiente regla de combinacién para la componente AB de la

tension interfacial:

vff=2(\/va£ Y, — AN —\/YIYZ):Z(\/E—\/EX\/E_\/E) (8)

donde y;” y y; representan, respectivamente, la contribucidn electrén-aceptor

(dcido de Lewis) y electron-donante (base de Lewis) a la tensién superficial de la

fase i. La ecuacidén 8 para una fase queda de la forma:

Vi =21 (9)
Sustituyendo la ecuacidn 9 en la ecuacién 8:
= 2N (10)

Sustituyendo las ecuaciones 7 y 8 en la ecuacién 6, y teniendo en consideracién

la ecuacion 10, se obtiene:

Vi =%+ 7. — 20 s ) - 24ivs ) - 2w (11)
gue expresa la tension interfacial entre las fases 1y 2.

Es usual hacer una clasificacion de los materiales en funcién de los valores que
adquieren las componentes acido y base de Lewis: bipolares, si las moléculas se

comportan como acidos y bases de Lewis simultdneamente; monopolares, cuando
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una de esas dos componentes (acido o base) es despreciable o nula frente a la otra;
y apolares, si se anulan ambas componentes. Si un material es monopolar, no existe
el término 58, y la tensidn superficial total () es igual al término LW. No obstante,
tales materiales pueden interaccionar fuertemente con materiales bipolares y
materiales monopolares de polaridad opuesta, a pesar de la aparente naturaleza
apolar de su tensidn superficial. Ambas interacciones LW y AB entre dos cuerpos
idénticos o entre dos diferentes en el vacio, son siempre atractivas. Sin embargo,
cuando estos cuerpos estan inmersos en un liquido, puede surgir una interaccién
repulsiva. Con respecto a la interaccion LW, solamente aquella que tiene lugar
entre dos materiales diferentes 1y 3, inmersos en un liquido 2, puede ser repulsiva
[Derjaguin, 1954; Fowkes y Mostafa, 1978; Hamaker, 1937; Visser, 1972] siempre

que la componente apolar del liquido (7," ), cumpla: 7" < y;" < 2 [Neumann

y cols., 1979; van Oss, 2006].

En cuanto a la componente AB, la interaccién neta entre dos cuerpos polares

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

del mismo material y se verifique que los valores de y" y 7~ del liquido estén

comprendidos entre los valores de ¥ y ¥~ del material polar [van Oss, 2006].

El punto importante que queremos resaltar por su significacion en la
determinacién de la energia total de interaccidn entre dos particulas coloidales es

gue el conocimiento de los componentes ;/iLW y 7

. para las fases implicadas
permite calcular dicha energia. En efecto, la energia libre de interaccion (por
unidad de superficie) entre dos particulas de material 1 inmersas en un liquido 2

sera:

AGm=—2m=—2(\/Y1W—\/vzw)2—4(\/mi+\/v2v£—\/m£—\/viv§) (12)

Noétese que un valor positivo de AG1z1 implicaria una repulsién neta entre las

superficies (presién de hidratacidn o interaccién hidrofila). Teniendo en cuenta que

LW . . , . . . .7
AG,;;, es siempre negativo, el caracter atractivo o repulsivo de la interaccion,

, . O AB
representado por el valor de AG121, dependera de la contribucién acido-base AG/,;
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. En medio acuoso, la componente AB de la energia de cohesidn del agua, debido a
sus enlaces por puentes de hidrégeno es 102 mlJ/m?2. Este valor es lo
suficientemente elevado como para imponer un efecto atractivo neto entre

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

En otras ocasiones, como sucede en especial con las superficies monopolares (¥
= W, 4AB = 0, usualmente ¥ =0y y # 0) [van Oss y cols., 1988], el elevado valor del
caracter basico de estas superficies las hace muy hidréfilas. Desde este punto de
vista, el modelo de van Oss propone una interpretacion de las interacciones de
solvatacién, segun la cual tienen su origen en intercambios AB (acido-base de
Lewis) entre la superficie de las particulas dispersas y el medio de dispersiéon (agua
generalmente). La componente AB del incremento de la energia libre de Gibbs

asociado a dicha interaccién es la fuerza termodindmica responsable de las mismas.

4.3.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La tension superficial () de un liquido y la tensién interfacial entre dos liquidos
(71,) 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 penetracion de liquidos en capa fina, la técnica
de medida de dngulos de contacto es la mas importante y habitual. Ambas han sido
descritas con detalle en trabajos anteriores [Chibowski y cols., 1993; Duran y cols.,
1994, 1995; Arias y cols., 2011]. A continuacidn, 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 esta constituido por una superficie
solida (S), una gota de liquido (L) depositada sobre ella y el aire. Mediante la
medida del angulo de contacto () entre la fase liquida y la gaseosa que la rodea

(interfase liguido-gas) se obtienen los valores de las componentes de la tensidn
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superficial del sélido. La aplicacion de este método esta restringida a los casos en
los que la superficie del sélido es plana, homogénea y rigida a escala macroscdpica.

La definicion termodindmica del dngulo de contacto viene dada por la ecuacién
de Young. Para una superficie sélida con las caracteristicas mencionadas, sobre la
gue se deposita una gota de liquido puro, el dngulo de contacto de equilibrio es

una magnitud Unica que cumple la ecuacién de Young (Neumann y Good, 1972):

Ysv —YsL = COSO (13)

donde yq,, ¥s. Y 7L Son, respectivamente, las tensiones interfaciales sélido-

vapor y sélido-liquido, y la tensidon superficial del liquido. La Ecuacién 13 se puede

escribir de la forma:

Vs =Ys +7 COSO+ 1, (14)

donde 4 es la tensién superficial del sélido y 7 es la presion superficial (film

pressure), definida por:

e =)s —Vsv (15)

esto es, la presion bidimensional que ejerce el vapor adsorbido sobre Ia
superficie solida. En el caso de que y4 sea superior a y,_, esta adsorcion provoca
una disminucion de la tensién superficial del sélido hasta alcanzar, en caso de
saturacion, el valor de la tensidn superficial del liquido (Janczuk y cols., 1984, 1987).
Bajo estas condiciones limite, 7, =y —y, [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 ecuacion de Young se

puede escribir:

Ys = Vst COSO (16)
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Un factor importante a considerar en las medidas de angulo 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 regresion (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 &
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. Los valores de & como consecuencia
de la disminucion 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. Sustituyendo en la Ecuacién 16 el

valor de y5 dado porla Ecuacion 11 se obtiene:

2y w2\ v +2(rsri =7 (L+cos) (17)

Midiendo los dngulos de contacto formados por tres liquidos diferentes, de los
gue se conocen las componentes de su tensidon superficial, se puede establecer un
sistema de tres ecuaciones con tres incégnitas como la Ecuacién 17, a partir de la
cual se calcularan los valores de las componentes del sélido. Por lo general, se

suelen utilizar dos liquidos polares y uno apolar.

El analisis termodindmico superficial se efectué en los tres tipos de
nanoparticulas sintetizadas: nudcleo magnético (y-Fe;03), liposomas vy
magnetoliposomas obtenidos utilizando la relacion de masas y-Fe203:PC

seleccionada 4:2. Los liqguidos empleados fueron: agua doblemente destilada y
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desionizada, formamida (Carlo Erba, Italia) y a-bromonaftaleno (Merck, Alemania).
En la aplicacidn del modelo de van Oss se utilizaron los valores de las componentes de

la tensidn superficial de los liquidos de prueba empleados (Tabla 4.1.) (van Oss, 2006).

Tabla 4.1. Componentes de la tensidn superficial (mJ/m?) a 20 ¢C de los

liguidos utilizados en el experimento de medida del dngulo de contacto. 7§W :

componente de Lifshitz-van der Waals; 7/; (75): componente electrén-aceptor

(electrén-donante).

Liquido yw v v
Agua 21.8 25.5 25.5
Formamida 39.0 2.28 39.6
a_
43.6 0.0 0.0
Bromonaftaleno

La medida de los dngulos de contacto se realizé con un gonidmetro Ramé-Hart 100-
0.7-00 (Ramé-Hart Instruments, EE.UU.), que permite observar las gotas de liquido
depositadas sobre un sodlido. Este aparato dispone de un conjunto de tornillos
micrométricos que permiten los desplazamientos verticales y horizontales del sustrato,
asi como de un limbo graduado para la medida del angulo con una precisién de £ 1°. El
uso de una microjeringa Gilmont (Gilmont Instruments, EE.UU.) permite controlar el
volumen de la gota depositada entre 2 y 4 L. Las medidas se realizaron a 25.0 + 0.5 °C,
utilizando una cdmara termostatica. La captura de las imagenes de las gotas de los
liquidos depositados sobre la superficie de los materiales se obtuvieron mediante una
camara CCD (Pixelink PL-A662, Canada) y un sistema de andlisis digital de imagenes.

Los angulos de contacto de los liquidos seleccionados se determinaron sobre capas
delgadas y uniformes de los tres tipos de particulas depositadas sobre portaobjetos de
microscopio. Estas superficies lisas se consiguieron tras la adicion de una suspensién
acuosa de cada tipo de particulas (= 10%, p/v) sobre la superficie limpia y seca de una
placa de vidrio. En la preparacion de la muestra se comprobd que con la adicion de 10
mL de suspensidon acuosa de nanoparticulas se obtenia una capa de material
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suficientemente gruesa y uniforme. La desecacién de los portaobjetos se realizd a 35.0
1+ 0.5 2C, en un horno de conveccién con circulacidon forzada de aire (Digitronic, J.A.
Selecta, S.A., Espafia). De esta manera, se obtuvo una capa de material muy uniforme a
nivel macroscépico, que permitié la medida de los dngulos de contacto en gotas muy

estables (Figura 4.5.).

84.826 °

Figura 4.5. Ejemplo de la determinacion del angulo de contacto formado por una gota
de agua sobre una superficie lisa, gruesa y uniforme de magnetoliposomas. (a)
Fotografia de gota formada en las condiciones de medida; y, (b) analisis digital de la
imagen que implica el ajuste del perfil de la gota y la evaluacién del angulo del

contacto ().

4.3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.3.1. Componentes de la energia libre superficial

En la Figura 4.6. se recogen los valores promedio de los angulos de contacto (6)
obtenidos tras realizar 16 determinaciones midiendo sobre una nueva gota después de
cada dos medidas. Los datos obtenidos ponen de manifiesto la existencia de
importantes diferencias entre los nucleos de éxido de hierro y los magnetoliposomas.
De hecho, estos resultados confirman en gran medida nuestras estimaciones sobre la
eficacia del recubrimiento de los nucleos magnéticos basados en las propiedades

electrocinéticas (ver Seccién 4.3.2.).
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Figura 4.6. Angulos de contacto (grados) de los liquidos utilizados en las

determinaciones con nanoparticulas de maghemita, liposomas y magnetoliposomas.

Sin embargo, para aportar una informacion fisica veraz sobre la termodindmica
de los tres tipos de superficies es necesaria la evaluacién de las componentes de la
7s(Figura 4.7.). De forma general, puede decirse que los valores de las
componentes de la energia libre superficial de los magnetoliposomas se asemejan
mas a las de los liposomas. En concreto, la contribucion electron-donante ()
muestra una diferencia mucho mas notable entre los nucleos de éxido de hierro y
los magnetoliposomas. El elevado valor de esta componente en el caso de la y-
Fe,0s3 confirma su caracter monopolar electrén-donante (van Oss, 2006; Pérez-
Artacho y cols., 2012) lo que quiere decir que puede tener interacciones acido-base
(AB) con fases de cualquier polaridad (y*, y, o ambas, diferentes de cero) pero las

fuerzas AB no contribuyen a su energia libre de cohesion.
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Figura 4.7. Componentes de la energia libre superficial 75 (mJ/m?) de la
maghemita, liposomas y magnetoliposomas. ySLW es la componente de Lifshitz-

van der Waals; y; (75) es la componente electron-aceptor (electrén-donante).

4.3.3.2. Analisis de la naturaleza hidréfila/hidré6foba

Como se ha comentado anteriormente, una caracterizacion termodindmica
exhaustiva como la descrita, no sdlo tiene interés desde el punto de vista
fundamental. Las interacciones implicadas en la determinacion de la energia libre
superficial de los materiales se manifiestan en fendmenos como la agregacion de
nanoparticulas en suspensién o su adhesion a diferentes sustratos. La idea que
subyace en este estudio es que las metodologias empleadas, junto con su base
tedrica, permiten: i) especificar completamente la componente Lifshitz-van der
Waals (LW) de la energia de interaccidn entre las nanoparticulas dispersas
(contemplada, junto con la repulsién electrostatica entre dobles capas eléctricas,
en la teoria clasica Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek, o DLVO); vy, 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

suspension como del liquido.
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Cabe considerar aqui la importancia de los términos LW y AB de la energia de
interaccién entre los materiales descritos en este trabajo (fase 1) en un medio

acuoso (fase 2):

AG,,, = AG), +AG)? (18)

Haciendo uso de la ecuacién 18, pueden obtenerse los valores de AG,,, que se
muestran en la Figura 4.8. Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial
se manifiestan en el caracter hidréfobo/hidréfilo de los diferentes materiales
estudiados. De hecho, puede utilizarse el siguiente criterio para determinar cudando
un material puede considerarse hidréfilo o hidréfobo (van Oss, 2006): Si AG,,
resulta ser negativo, las interacciones interfaciales favorecen la atraccién entre si
de las nanoparticulas, y éstas se consideran hidrdéfobas. Por el contrario, la
hidrofilia se corresponde con valores positivos de AG,,,. La figura 4.8. muestra los
resultados obtenidos para los tres tipos de nanomateriales. Como puede
apreciarse, la naturaleza hidroéfila de la y-Fe;03 se pierde al ser recubierta por la
vesicula liposomal hidréfoba. Esto puede considerarse un indicio muy claro de que
dicho recubrimiento es completo y de que la metodologia desarrollada para la

sintesis de los magnetoliposomas es eficaz.
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Figura 4.8. Valores de AG,,; (mJ/m?) y caracter hidrdfilo/hidréfobo de la maghemita,

liposomas y magnetoliposomas.

4.5. PROPIEDADES MAGNETICAS

Las propiedades magnéticas macroscdopicas de los materiales son consecuencia de
los momentos magnéticos asociados con sus atomos individuales. En un atomo, cada
electrén tiene momentos magnéticos que se originan de dos fuentes distintas. Uno de
ellos, se origina a partir del movimiento orbital del propio electrén alrededor del ntcleo,
y el otro, a partir de la rotacién (spin) del electrén a lo largo del eje de rotacién. Por lo
tanto, el momento magnético neto de un atomo es justamente la suma de los
momentos magnéticos de cada uno de los electrones constituyentes, incluyendo tanto
las contribuciones orbitales como de espin y tomando en consideracidn la cancelacién
de los momentos. De forma general, todos los materiales presentan al menos un tipo de
magnetismo, dependiendo su comportamiento de la respuesta del electrén y de los
dipolos magnéticos atdomicos cuando se aplica un gradiente de campo magnético

externo. Son varios los tipos de magnetismo que existen (Callister, 1996):

° Diamagnetismo. Es una forma muy débil de magnetismo y persiste solo
cuando un gradiente de campo magnético estd presente, produciéndose asi un
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cambio en el movimiento orbital de los electrones del material. Esta asociado a
atomos cuyo momento magnético es nulo. La permeabilidad magnética relativa (ur)
es ligeramente menor que la unidad y la susceptibilidad magnética (x) es negativa.
El diamagnetismo se encuentra en todos los materiales pero sélo puede observarse
cuando otros tipos de magnetismo estan totalmente ausentes. Esta forma de

magnetismo no tiene interés practico.

° Paramagnetismo. Es caracteristico de aquellos &tomos o moléculas que
tienen momentos magnéticos permanentes que no interaccionan entre si y que en
ausencia de un gradiente de campo magnético externo estan orientados al azar, de
modo que una porcidn cualquiera de material no posee imanacidon neta
permanente. Estos dipolos atémicos son libres para girar y se producird
paramagnetismo cuando, mediante rotacién, se alineen de forma preferente con
un gradiente de campo magnético externo. La susceptibilidad es positiva y depende
de latemperatura, y la permeabilidad sera ligeramente mayor que la unidad. Dentro
de esta propiedad destaca el superparamagnetismo por sus implicaciones
biomédicas. Esta propiedad es debida a un cambio cualitativo en la estructura de
los materiales magnéticos nanométricos, la cual pasa de estar constituida por
numerosos dominios magnéticos, a estar formada por un Unico dominio magnético.
Esta estructura determina una reduccion muy importante de la barrera de
anisotropia magnética, lo que provoca la desaparicién de la histéresis (Alvarez

Paneque y cols., 2008).

° Ferromagnetismo. Consiste en una fuerte interaccion entre los
momentos dipolares atdmicos vecinos que, incluso, persiste tras la supresion del
gradiente de campo magnético externo. Es decir, las interacciones de acoplamiento
hacen que los momentos magnéticos netos de espin de atomos adyacentes se
alineen unos con otros aun en ausencia de gradiente de campo magnético aplicado.
Esta alineacion mutua de los espines se presenta en volimenes relativamente
grandes del cristal denominados dominios. La mdxima imanaciéon posible
(magnetizacién de saturacion, M) corresponde a la situacién en que todos los

dipolos magnéticos en una muestra sélida estan mutuamente alineados con el
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gradiente externo. Estos materiales presentan una permeabilidad magnética
relativa en torno a 10° y una susceptibilidad magnética positiva y muy grande,
ambas dependientes del gradiente de campo magnético (H) y de la temperatura.
Podemos disminuir la efectividad del acoplamiento entre &tomos vecinos que causa
el ferromagnetismo al sobrepasar la temperatura de Curie, aquella a la cual un

material ferromagnético se transforma en paramagnético.

° Antiferromagnetismo. Se produce un alineamiento antiparalelo de los

dipolos vecinos con el campo magnético. Esto produce una magnetizacién nula.

° Ferrimagnetismo. La interaccion de intercambio entre momentos
magnéticos favorece también la alineacién antiparalela, pero los momentos no son
idénticos en médulo, por lo que no se cancelan completamente. Por este motivo,

su comportamiento serd similar al de los ferromagnéticos.

4.5.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Cualquier material ferromagnético o ferrimagnético a temperatura inferior a la de
Curie estd formado por pequeiias regiones tridimensionales en las que todos los
momentos magnéticos estan alineados en la misma direccion (Callister, 1996). Estas
regiones se denominan dominios y cada uno esta magnetizado hasta la saturacién. Los
dominios adyacentes estan separados por paredes de dominio, a través de las que la
direccién de imanacidon cambia gradualmente. La densidad de flujo (B) y la intensidad
del de campo gradiente magnético (H) no son proporcionales en el caso de los
materiales ferromagnéticos y ferrimagnéticos. Si el material estd inicialmente no
imanado, entonces B varia en funcidn de H segln se muestra en la Figura 4.10. La curva
empieza en el origen, y a medida que aumenta H, la induccidon B empieza a aumentar
lentamente y después mas rapidamente hasta que al final alcanza un nivel determinado
y se hace independiente de H. Este valor maximo de B es la densidad de flujo de
saturacion (Bs) y laimanacion correspondiente es laimanacion de saturacion (Ms). Segin

la ecuacion B=u x-H, la permeabilidad (u) es la pendiente de la curva B frente a H, y se
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puede apreciar que cambia con H. En algunas ocasiones, la pendiente de B frente a H (a
H = 0) se especifica como una propiedad del material, denominada permeabilidad inicial

(ui), tal como se indica en la Figura 4.9.

BMI === e e mmmeemm

Densidad de flujo 8
(0 magnetizacion M)

0% -
\ . nético H
kﬁ% Campo magnético
28,

H=0

Figura 4.9. Comportamiento de B frente a H de un material ferromagnético o
ferrimagnético que estaba inicialmente desmagnetizado. Se representan las

configuraciones de los dominios durante varios estadios de la imanacion.

A medida que se aplica el gradiente H, los dominios cambian de forma y tamafio
debido al movimiento de los limites de dominio. Las estructuras tipicas de los dominios
estan representadas de forma esquematica en varios puntos de la curva de la Figura 4.9.
Inicialmente, los momentos de los dominios constituyentes estan orientados al azar de
tal manera que no existe un gradiente de momento neto B (o M). A medida que se aplica
el gradiente de campo magnético externo, los dominios que estan orientados en
direcciones favorables a éste, o casi alineados con él, van creciendo a expensas de
aquellos que no estan favorablemente orientados. Este proceso continda al aumentar
la intensidad del gradiente hasta que la muestra macroscdpica se convierte en un solo
dominio, que estd casi completamente alineado con H. La saturacién se alcanza cuando

este dominio gira y se orienta con H.

A partir de la saturacion, punto S de la Figura 4.10., a medida que H se reduce, la

curva no invierte su cambio original, sino que se produce un efecto de histéresis en el

121



gue B va retrasado con respecto a H, es decir, disminuye mas lentamente. Cuando H es
cero (punto R de la curva), existe un campo residual B que se denomina remanencia, o
densidad de flujo remanente, B:. En estas condiciones, el material permanece imanado

en ausencia de un gradiente de campo magnético externo H.

Eliminacion o inversién
del campo ) s, >
BV -
R
+B

r
4

Magnetizacién
C inicial
"Hc O +Hc H _é

Figura 4.10. Densidad de flujo magnético (B) frente a la intensidad del campo o
gradiente magnético (H) de un material ferromagnético para la saturaciéon en ambas
direcciones (punto Sy S’). La curva de histéresis viene representada por la curva sélida
y la curva discontinua indica la primera imanacién. La remanencia By la fuerza

coercitiva Hctambién se representan.

El comportamiento de histéresis y la imanacidon permanente pueden explicarse por
el movimiento de las paredes de los dominios. Al invertir la direccién del gradiente de
campo desde la saturacion (punto S de la Figura 4.10.), el proceso mediante el que
cambia la estructura de los dominios se invierte. En primer lugar, existe rotacién del
dominio Unico con el gradiente de campo invertido. Mas tarde, los dominios con los
momentos magnéticos alineados con el nuevo gradiente crecen a expensas de los
primeros. Para esta explicacion es crucial la resistencia al movimiento de las paredes de
los dominios que ocurre en respuesta al aumento de H en la direcciéon opuesta. Esto
explica el desfase entre B y H, es decir, la histéresis. Cuando el gradiente aplicado se
hace nulo, todavia existe una fraccion neta de dominios orientados en la direccidon

inicial, lo que explica la existencia de la remanencia B:.
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Para reducir B a cero dentro de la muestra (punto C de la Figura 4.10.), se debe
aplicar un gradiente H de magnitud a — Hc en la direccién opuesta del gradiente original.
H. se denomina coercitividad, o bien, fuerza coercitiva. Al continuar aplicando el
gradiente en la direccién contraria a la original, tal como se indica en la Figura,
finalmente se alcanza la saturacidn en la direccién opuesta, correspondiente al punto
S’. Una segunda inversién del gradiente de campo magnético hasta el punto de la
saturacion inicial (punto S) completa el ciclo de histéresis simétrico y también produce
una remanencia negativa (-Br) y una coercitividad positiva (+H.). La curva B frente a H
representa un ciclo de histéresis hasta saturacion. Desde luego, no es necesario
aumentar H hasta la saturacion, antes de invertir su direccion. Ademads, es posible
invertir la direccidn del gradiente de campo magnético en cualquier punto a lo largo de
la curva y generar otros ciclos de histéresis.

El objetivo principal de este apartado de la investigacion es caracterizar las
propiedades magnéticas de los nucleos de los magnetoliposomas mediante la
caracterizaciéon de su ciclo de histéresis. Esta determinacién se realizé a temperatura
ambiente utilizando un equipo magnetémetro-susceptibilimetro Manics DSM-8,
(Alemania). Al mismo tiempo se realizd un andlisis cualitativo de la capacidad de
respuesta a gradientes magnéticos aplicados de las particulas de maghemita y de los
magnetoliposomas. Se realizd mediante visualizacién macroscépica del efecto que
ejerce un gradiente de campo magnético aplicado sobre una dispersién acuosa de estas
nanoparticulas. Con este fin, se prepararon dispersiones acuosas de ambas
nanoparticulas con una concentracion < 0.5% (p/v). A continuacion, se pusieron en
contacto estas dispersiones con un iman de 400 mT a una temperatura de 25.0 £ 0.5 °C,

y se observo el comportamiento de las particulas bajo estas condiciones.
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4.5.2. RESULTADOS

4.5.2.1. Ciclo de histéresis

La Figura 4.11. recoge el ciclo de histéresis de los magnetoliposomas a temperatura
ambiente. La sensibilidad del aparato de medida utilizado impide ver las ramas
ascendente y descendente del ciclo de histéresis. De la region lineal del ciclo de
histéresis (zona de campo magnético bajo) puede estimarse la susceptibilidad
magnética inicial (ymi) del material: 13 + 4m3/Kg, mientras que el valor de magnetizacion
de saturacion (Ms) es 34 + 4 emu/g. Este comportamiento magnético es caracteristico
de las particulas constituidas por un solo dominio magnético, que se magnetiza a través
de la orientacidn de este dominio en la direccién del campo, hasta la saturacidon. Al igual
gue en los dtomos paramagnéticos, la magnetizacién es reversible, sin magnetizacién
remanente. Esto es Util para las aplicaciones disefiadas de estas particulas: se
magnetizardn sélo cuando aplicamos el campo externo, obteniendo un control
significativo sobre las posibilidades de dirigirlos al sitio de accién y mantenerlos alli
durante el tiempo deseado. Los liposomas magnéticos o magnetoliposomas también se
magnetizan por la accion del campo, debido a la magnetizacién de las nanoparticulas de
magheita, pero, como se observa, la magnetizacidon de saturacion (34 + 4emu/g), es
inferior a la de maghemita pura (cerca de 70emu/g) [Cao y cols., 2016; Shokrollahi y
cols., 2017]. Esto es una consecuencia de la presencia de material no magnético (PC).
Esto ya se ha observado anteriormente en otras nanoparticulas similares [Artacho y
cols., 2012; Clares y cols., 2013; Arias y cols., 2007]. Teniendo en cuenta estos datos, los
magnetoliposomas cumplen con el requisito perseguido de ser magnetizables, por lo
gue constituyen nanoparticulas ideales para el transporte de farmacos a un érgano,
tejido o célula diana. En concreto, los nucleos magnéticos dotan a la nanoestructura de
una adecuada capacidad de respuesta a gradientes de campo magnético aplicado y, por
este motivo, la direccionabilidad de los magnetoliposomas (y las moléculas de farmaco

vehiculizado).
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Figura 4.11. Ciclo de histéresis de los magnetoliposomas (m).

4.5.2.1. Prueba in vitro a nivel macroscopico y microscopico

Como puede apreciarse en la Figura 4.12., los magnetoliposomas son atraidos muy
rapidamente por el iman, lo que confirma las excelentes propiedades magnéticas del
nanosistema disefiado. De hecho, el sobrenadante de la suspensidon queda
completamente transparente en sélo 2 minutos desde que se somete la dispersion
acuosa correspondiente a la accidn del iman. Por el contrario, la dispersiéon acuosa de
nanoparticulas de y-Fe,0O3 mantiene su aspecto homogéneo incluso tras 24 horas de
exposicidon al gradiente magnético. El caracter superparamagnético de los nucleos de

oxido de hierro podria justificar la ausencia de respuesta magnética observada.
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Figura 4.12. Comportamiento macroscépico de dispersiones acuosas de y-Fe203 y

de magnetoliposomas bajo la influencia de un iman permanente de 400 mT localizado

en el lateral de estas muestras

Como puede observarse en la Figura 4.13., la dispersion acuosa de
magnetoliposomas es muy homogénea en ausencia de un gradiente de campo
magnético aplicado. Sin embargo, cuando la gota de dispersién queda bajo la influencia
deliman de 400 mT, las nanoparticulas tienden a formar agregados en forma de cadenas
paralelas a la direccién del gradiente magnético aplicado. Este comportamiento puede
explicarse si se tiene en cuenta que las interacciones magnéticas entre los nucleos de
oxido de hierro son de mayor intensidad en comparacién con las interacciones
coloidales de tipo DLVO (interacciones electrostaticas tipo van der Waals y de
hidratacion o acido-base), a pesar de la existencia del recubrimiento liposomal en torno

a estos.
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(c) he (d)

Figura 4.13. Observacién mediante microfotografia éptica (magnificacién: 40X) de una
dispersién acuosa de magnetoliposomas en ausencia (a) o bajo la influencia de un
gradiente de campo magnético aplicado (B = 400 mT) en la direccién de la flecha (b, c,

d).

4.6. ESTUDIO REOLOGICO

La reologia es la parte de la fisica que estudia la relacidon entre el esfuerzo y la
deformacion en los materiales que son capaces de fluir (también fluyen los sdlidos),
definiendo como flujo la deformaciéon continua generada por la aplicacién de un
esfuerzo cortante. Su estudio es esencial en muchas industrias, incluyendo las de
plasticos, pinturas, alimentacidn, tintas de impresidn, detergentes o aceites lubricantes,
por ejemplo. La homogeneizacién, dispersidén y estabilizaciéon de las particulas en un
liquido son de gran importancia en el procesado coloidal de sintesis de medicamentos.

El comportamiento reoldgico de una sustancia viene dado por la respuesta que
ofrece a un esfuerzo externo o a una deformacién. Por lo tanto, es necesario entender
estos dos conceptos.

Las propiedades reoldgicas se definen a partir de la relacion existente entre fuerza o
sistema de fuerzas externas y su respuesta, ya sea como deformacién o flujo. Todo fluido
se va deformar en mayor o menor medida al someterse a un sistema de fuerzas

externas. Dicho sistema de fuerzas se representa matematicamente mediante el

127



au_n

esfuerzo cortante “t”, mientras que la respuesta dindmica del fluido se cuantifica
mediante la velocidad de deformacién “D”.

El esfuerzo o tension, T, es una fuerza por unidad de superficie:
t=(F/A) [N/m2 = Pa]

Si el esfuerzo es producido por una fuerza tangencial o de cizalla, se denomina
esfuerzo de cizalla, o. Es la fuerza por unidad de drea que se requiere para el movimiento
de un fluido. Segun Newton la tensidon de cizalla es proporcional al gradiente de
velocidad (du/dy), o también denominado como D. Si se duplica la fuerza, se duplica el

gradiente de velocidad:

du
T=H- @ = u-D
Al aplicar un esfuerzo a un sdélido se produce una deformacion instantanea
proporcional al esfuerzo aplicado, de acuerdo con la teoria de elasticidad de Hooke.
Cuando desaparece el esfuerzo, el sélido recupera instantaneamente su posicién inicial.
Cuando se aplica una fuerza tangencial F a un material uniforme de superficie A, la
tensién o esfuerzo de cizalla (o) es F/A y estad relacionada con la deformacién (y)

mediante la ley de Hooke:

donde G es el mddulo de Young o médulo de elasticidad (Pa), o es el esfuerzo cortante
(Pa) y y es la deformacion (%).

Un material con elasticidad lineal (Hooke) se representa como una linea recta que
parte del origen (Figura 4.14a). En un material elastico no lineal (Figura 4.14b) la
variacion del esfuerzcon la deformaciéon no es lineal. Pero hay un tercer caso (Figura
4.14c) en el que la deformacién depende de la cizalla aplicada, que da origen al llamado
comportamiento elastoplastico. En él, el material sigue un comportamiento lineal
hookeniano hasta un cierto valor de esfuerzo, que define el esfuerzo umbral o punto de

flujo, pero fluye por encima de ese valor, produciendo una deformacién permanente.
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Por otra parte, si se supera un cierto limite de esfuerzo, el sélido puede romperse. Si

esto ocurre a valores de esfuerzo bajos, se dice que el sélido es fragil.

o | (@ o| (b) o | (o)
i i Deformacion
permanente
—>
Y y ) 4

Figura 4.14. Curvas de esfuerzo deformacién de materiales eldstico lineal (a), eldstico

no lineal (b) y elastoplastico (c).

La viscosidad se puede definir como una medida de la resistencia de la deformacién
del fluido. Dicho concepto se introdujo anteriormente en la Ley de Newton, que
relaciona el esfuerzo cortante con la velocidad de deformacion (gradiente de velocidad):

t=u-D
La unidad de viscosidad en el Sl es el Pascal segundo (Pa-s).

La viscosidad de un fluido Newtoniano se suele representar con la letra griega L,
pero para fluidos no Newtonianos la viscosidad aparente se suele representar entonces

con la letra griega n.

La viscosidad real de los materiales puede ser afectada significativamente por
factores como velocidad de cizalla, temperatura, presidn y tiempo de cizalla, aunque de
todos ellos, la velocidad de cizalla es el factor mas interesante desde el punto de vista

reoldgico.

Existen 3 tipos de fluidos:

- Newtonianos (proporcionalidad entre el esfuerzo cortante y la velocidad de
deformacion).

- No Newtonianos (no hay proporcionalidad entre el esfuerzo cortante y la
velocidad de deformacién).
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- Viscoelasticos (se comportan como liquidos y sélidos, presentando propiedades

de ambos).

T

Estuerzo
cortante

Fluido
newtoniano

1 _ Fluido
~ Plastico no newtoniano

ideal

" Fluido no newtoniano
(pseudopldsticol

Velocidad de
deformacion

du/dy

Figura 4.15. Esfuerzo cortante segun la tasa de deformacidn en diferentes

fluidos.

Por tanto, la reologia rotacional sirve para caracterizar el comportamiento del flujo

y la viscosidad del sistema final que es uno de los criterios esenciales en el desarrollo de
los sistemas dispersantes. Se involucra en el disefio de operaciones basicas (bombeo,
mezcla y llenado), y las propiedades funcionales del producto final como pardmetro

critico para el control de calidad y la estabilidad fisica [Schramm y cols., 2004].

4.6.1. METODOLOGIA DE SINTESIS

La caracterizacion reolégica de las formulaciones se realizd por triplicado a 25 °C

una separacién de 0.105 mm.

usando un redmetro rotacional (HAAKE Rheostress 1, Thermo Fisher Scientific,
Karlsruhe, Alemania) con una configuracién de geometria de placa cénica (Haake PP60

Ti, 6 cm de didmetro). Se probaron diferentes espacios entre placas hasta seleccionar
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El dispositivo consta de los siguientes elementos: Viscosimetro Haake VT500 y bafio
termostatico con sistema de recirculacién de agua (Haake C25P). El Redmetro se
encuentra conectado a un ordenador provisto del software HAAKE RheoWin® Job
Manager V. 3.3 para llevar a cabo la prueba y RheoWin ® Data Manager V 3.3 (Thermo
Electron Corporation, Karlsruhe, Alemania) para llevar a cabo el analisis de los datos

obtenidos.

Las curvas de viscosidad y de flujo se registraron durante 3 min durante el periodo
de aceleracién o ascenso de 0 a 100 s-1, 1 min a 100 s- 1 (periodo de velocidad
constante) y finalmente 3 min durante el periodo de descenso de 100 a 0 s-1. Los valores
de viscosidad a 100 s-1 se determinaron a to y hasta un maximo de 180 dias para las

muestras almacenadas a 4 °C.

4.6.3. RESULTADOS

Las curvas de flujo y viscosidad de los liposomas y magnetoliposomas (tensidn de
cizallamiento vs velocidad de cizallamiento, y viscosidad vs velocidad de cizallamiento)
se muestran en la Figura 4.16. y 4.17. respectivamente. Como se puede observar las
curvas presentaron valores de viscosidad casi constantes con una tasa de cizallamiento
creciente de 0 a 100 s-1, que es claramente indicativo de comportamiento newtoniano.
Los resultados de la viscosidad en ambos casos fueron inferiores a la viscosidad del
plasma sanguineo de 1.2 mPas a 37 °C. [Galvez-Martin y cols., 2014]. En ambos casos
este comportamiento facilitara la formulacién que se aplicara por via intravenosa y en
el caso de los magnetoliposomas influye positivamente en la focalizaciéon de farmacos
ya que la viscosidad de las suspensiones magnéticas depende fuertemente de la fuerza

del campo magnético [Odenbach y cols., 2015].
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Figura 4.16. Reograma de una dispersién acuosa de liposomas. La curva de viscosidad
en azul representa la viscosidad (PA - s) frente a la velocidad de cizallamiento (s™2); la
curva de flujo en rojo representa la tensién de cizallamiento (PA) frente a la velocidad

de cizallamiento (s72).

Tension de cizallamiento (Pa)
(s-ed) pepisodsin

Velocidad de cizallamiento (s!)

Figura 4.17. Reograma de una dispersion acuosa de magnetoliposomas. La curva de
viscosidad en azul representa la viscosidad (PA - s) frente a la velocidad de
cizallamiento (s™2); la curva de flujo en rojo representa la tensién de cizallamiento (PA)

frente a la velocidad de cizallamiento (s™2).
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Por ultimo, las propiedades reoldgicas de los magnetoliposomas se pueden describir
utilizando el modelo, es decir, T = k - y"; donde 1 es la tension de cizallamiento, K es el
indice de consistencia (una indicacién de la naturaleza viscosa del coloide), y es la tasa

de cizallamiento, y n es el indice de comportamiento de flujo (medida de salida del flujo

Newtoniano). Los valores de ny k son 1,062 y 0,0007825, respectivamente.
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5. CAPACIDADE DE
VEHICULIZACION DE LA
PREDNISOLONA







5.1. PREDNISOLONA

La prednisolona o 1,2 dehidocortisona es un farmaco corticosteroide
predominantemente glucocorticoide y de baja actividad mineralocorticoide, que resulta
util para tratar procesos inflamatorios y trastornos propios de la enfermedad
autoinmune, tales como asma, artritis reumatoide, colitis ulcerosa, enfermedad de
Crohn (o enteritis regional), esclerosis multiple, cefalea en racimos y lupus eritematoso
sistémico. También, a dosis altas por su gran actividad inmunosupresora resulta util en

el transplante de 6rganos.

Figura 5.1. Estructura de la prednisolona.

Es la molécula activa de la prednisona y ejerce su mecanismo de accion a través de
la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos, moléculas que median en
los procesos vasculares y celulares de la inflamacién, asi como en la respuesta
inmunoldgica. Esto se traduce en que reducen la vasodilatacion, disminuyen el exudado
de fluido, la actividad leucocitaria, la agregacién y desgranulacién de los neutréfilos, la
liberacion de enzimas hidroliticos por los lisosomas, la produccién de radicales libres de
tipo superdxido y el nimero de vasos sanguineos (con menor fibrosis) en los procesos
crénicos. Las dos acciones se corresponden con un mismo mecanismo que consiste en
la inhibicién de sintesis de fosfolipasa A, enzima que libera los acidos grasos

poliinsaturados precursores de las prostaglandinas y leucotrienos.
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En cuanto a sus propiedades biofarmacéuticas y farmacocinéticas, la prednisolona
presenta una absorcion gastrointestinal del 75%-98% de la dosis administrada de forma
oral. Se metaboliza principalmente en el higado, la cual se reduce a
tetrahidroprednisolona y ésta se conjuga con acido glucordnico y grupos sulfatos para
formar compuestos solubles que son excretados en la orina [Florey]. La maxima
concentracion plasmatica la alcanza relativamente rapido, entre 1-3 h después de
absorberse tras la administracion oral. El tiempo de semivida plasmatica (ti/2) de este
farmaco es aproximadamente 3.5 h. La absorcién de prednisolona tras la administracion
de prednisona es de un 80% frente a la administracidon de prednisolona. Esta variacion
en la concentraciéon de prednisolona absorbida se debe a las diferencias de absorcién
existentes en los individuos. Ademds, la prednisolona muestra caracteristicas
farmacocinéticas dosis dependiente, donde un aumento de la dosis conduce a un
aumento en el volumen de distribucidn y en el aclaramiento plasmatico. La prednisolona
también se une a proteinas plasmaticas de una forma no lineal, por lo que el grado de
unién determinard la distribucion y el aclaramiento de dicho fdrmaco. La
farmacocinética de la prednisolona también depende de la edad, por ejemplo, en nifios
presenta una corta vida media. Las enfermedades hepaticas también aumentan la
semivida plasmatica de la prednisolona. En este caso, la prednisolona es el farmaco de
eleccién debido a la pobre conversion de prednisona en prednisolona. La conversién
hepatica de prednisona en prednisolona es extensa y los dos compuestos son
generalmente considerados terapéuticamente equivalentes cuando se usan de forma
sistémica. Sin embargo, la dosis oral de prednisona parece mostrar concentraciones
plasmdticas mas bajas de prednisolona comparado con dosis orales equivalentes de
prednisolona. Lo que indica que no hay bioequivalencia entre preparaciones orales de

prednisona y prednisolona [Florey].

De forma general, las principales reacciones adversas relacionadas con la
administraciéon de este glucocorticoide son hiperglucemia (puede producir diabetes
reversible o no tras la finalizacién del tratamiento), cambios en el metabolismo del
colesterol (reduccidon del HDL, elevacién del LDL vy triglicéridos) lo que conlleva a un
aumento del riesgo cardiovascular, redistribucion de la grasa corporal (Sindrome de

Cushing), osteoporosis, miopatias, equimosis, estrias purpureas, ulcera gastroduodenal
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y riesgo de cataratas y glaucoma. Y por supuesto, la inmusupresion y riesgo de infeccién.
Todo esto conlleva a una especial precaucidn y contraidicacién en pacientes con estas

patologias o con antecedentes o riesgo de padecerlas.

La inflamacién es una caracteristica comun en el microambiente tumoral que
desempeiia un papel muy importante en el crecimiento y propagacion del tumor
[Coussens y cols., 2002; Mantovani y cols., 2008]. En efecto, la conexion entre
inflamacién y cancer consiste en dos vias: una via extrinseca, impulsada por una
infeccidon o inflamacién crénica que aumentan el riesgo de cancer (por ejemplo, la
infeccidn por Helicobacter pylori se asocia con cancer de estdmago, o la enfermedad
inflamatoria intestinal crdnica se relaciona con cancer de colon); y una via intrinseca,
impulsada por alteraciones genéticas que causan procesos inflamatorios y neoplasicos
(por ejemplo, los oncongenes) [Mantovani y cols., 2008]. En cualquier caso, dentro del
microambiente tumoral diversos mediadores proinflamatorios participan en un
complejo de sefalizacidon inflamatoria que facilita la extravasacion de las células
tumorales a través del estroma, fomentando asi la progresion tumoral (y metdstasis)
[Balkwill y cols., 2001; Lu y cols., 2006]. La inflamacién actia como un regulador clave
de la promocién y progresién del tumor por varios mecanismos, entre ellos la
aceleracién de la progresidn del ciclo celular y la proliferacién celular, la evasiéon de la
muerte celular apoptdtica, y la estimulacién de la neovascularizacién tumoral [Surh y
cols., 2001; Philip y cols., 2004].Entre los principales moléculas implicadas en el eje
inflamacién-cédncer, destacan las citoquinas, quimioquinas, ciclooxigenasa 2 (COX-2),
prostaglandinas, receptores de prostanoides (EP1-4), éxido nitrico sintasa inducible
(iNOS), 6xido nitrico (NO) y el factor de transcripcién nuclear kappa B (NF-kB) [Kundo y
cols., 2008].

Esta estrecha relacién entre cancer e inflamacién ha llevado a la hipétesis del
potencial uso clinico de farmacos antiinflamatorios como agentes antitumorales
[Folkman y cols., 1983]. La actividad antitumoral de los glucocorticoides ya ha sido
demostrada en modelos tumorales de ratdn [Penhaligon y cols., 1985; Lee y cols., 1987;
Pucci y cols., 1988]. Sin embargo, la eficacia anticancerosa “descansa” en la utilizacion
de elevadas y frecuentes dosis, durante periodos prolongados. Desafortunadamente, la

eficacia terapéutica de los corticoides se encuentra seriamente limitada por su pobre
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perfil farmacocinético y por el balance beneficio/riesgo asociado a su uso clinico: la
imposibilidad de concentrar completamente la dosis de corticoide en la zona inflamada
determina la administracidon de grandes dosis del principio activo (aumentandose asi la
posibilidad de desarrollo de reacciones adversas). Como consecuencia de su amplia
distribucién, estas dosis produciran severos efectos adversos en organos y tejidos que
no son dianas del tratamiento, lo que condicionard la eficacia farmacolégica y el

cumplimiento terapéutico por parte del paciente.

Numerosas investigaciones cientificas han postulado que la actividad terapéutica de
los glucocorticoides se puede mejorar mediante su vehiculizacion en sistemas
transportadores coloidales que los dirijan al lugar de accién [Banciu y cols., 2008]. Estos
sistemas garantizan concentraciones terapéuticamente eficaces en la biofase y una
velocidad de liberacién constante, o practicamente constante, durante un periodo de
tiempo prolongado. De esta manera, se podrd focalizar la biodistribuciéon del farmaco
hacia la region tumoral diana. Entre los diferentes tipos de nanosistemas tranportadores
destacan los coloides magnéticos por permitir su guiado magnético hasta el lugar de
accion [Arias y cols., 2011; Arias, 2013; Reddy y cols., 2012; Arruebo y cols., 2007; Duran
y cols., 2008].

Son diversos los estudios preclinicos que han sefialado que la vehiculizacidon de
corticosteroides en sistemas coloidales podria mejorar su actividad como agentes
antitumorales [Schiffelers y cols., 2005; Greish y cols., 2010; Banciu y cols., 2008; Kluxa
y cols., 2011; van den Hoven y cols., 2013]. Teniendo en cuenta la bibliografia consultada
y los estudios ya realizados por el grupo de investigacion en el que se desarrollard el
presente plan de trabajo, el desarrollo de nanoplataformas basadas en
magnetoliposomas debe constituir una aportacién prometedora al destino bioldgico

(biodistribucion y farmacocinética) del farmaco prednisolona.
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5.2. CARACTERIZACION DE LA PREDNISOLONA MEDIANTE
ESPECTROFOTOMETRIA UV-Vis

5.2.1. ABSORBANCIA OPTICA DE DISOLUCIONES DE PREDNISOLONA

Las medidas de absorcién de la radiacién ultravioleta y visible (UV-Vis) encuentran
una enorme aplicacién en la identificacién y determinacidon cuantitativa de una gran
variedad de especies inorganicas y organicas. La espectroscopia de absorcidon molecular
se basa en la medida de la transmitancia T o de la absorbancia A de disoluciones
depositadas en cubetas transparentes que tienen un camino O6ptico de b cm.
Normalmente, la concentracion de un analito absorbente estd relacionada con la

absorbancia como se muestra en la siguiente Ecuacion:

A= —logT=logx=%=gbc (5.1)

donde A es la absorbancia, T es la transmitancia, P y Po son las intensidades
transmitida e incidente, respectivamente, € es la absortividad molar, b es el camino
Optico que tiene que recorrer la radiacién y c es la concentracién de analito absorbente.

Esta Ecuacidn es una representacion matematica de la ley de Beer.

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

por:

Atotal =A1+A2+... + An= 1bC1 + 2bC2 + ...+ ann (5.2)
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donde los subindices se refieren a los componentes absorbentes 1,2,..., n. La mayor
exactitud de un analisis de este tipo se alcanza cuando se seleccionan longitudes de onda

en las que las diferencias entre las absortividades molares sean grandes.

Se han definido pocas excepciones a la generalizacién de que la absorbancia esta
relacionada linealmente con el camino dptico. Por otra parte, con frecuencia se han
encontrado desviaciones de la proporcionalidad entre la medida de absorbancia y la
concentracion cuando b es constante [Skoog y cols., 2001]. En algunas ocasiones estas
desviaciones estan relacionadas con el fundamento de la ley y representan limitaciones
propias de la misma. Otras veces surgen como consecuencia de la forma en que se
realizan las medidas de absorbancia (desviaciones instrumentales) o como resultado de

cambios quimicos asociados con cambios de concentracion (desviaciones quimicas).

Hay que recordar que la ley de Beer describe de forma correcta el comportamiento
de absorcién de un medio que contiene una concentracion de analito relativamente
baja. A concentraciones altas, generalmente superiores a 102 M, la distancia media
entre las moléculas responsables de la absorcion disminuye hasta el punto en que cada
molécula altera la distribucion de carga de las moléculas vecinas. Esta interaccién, a su
vez, puede alterar la capacidad de las moléculas para absorber la radiacién de una
determinada longitud de onda. Como la magnitud de la interaccién depende de la
concentracion, la aparicidn de este fendmeno da lugar a desviaciones de la linealidad
entre la absorbancia y la concentracién. Aunque, normalmente, el efecto de las
interacciones moleculares no es significativo para concentraciones inferiores a 102 M,

entre ciertos iones o moléculas organicas grandes aparecen algunas excepciones.

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

compuestos que contienen grupos absorbentes.
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5.2.1.1. METODOLOGIA DE SiNTESIS

El espectrofotdmetro ultravioleta-visible utilizado en este trabajo (Pekin Elmer
Lambda 35, Spectrometer UV-Vis, EE.UU.) esta equipado con una lampara de deuterio,
que produce un espectro continuo util para la region comprendida entre 180y 375 nm,
y otra de wolframio, Util para la regidn de longitudes de onda entre 350 y 1100 nm. Asi,
este aparato permite obtener un espectro desde 180 hasta 1100 nm. La cubeta que se
utiliza es de cuarzo y transparente en la region espectral de interés, con un camino
Optico de 1 cm. Su mantenimiento es critico para la calidad de las medidas, por lo que
la limpieza completa antes y después de su uso es fundamental y se realizé siempre con

agua destilada y acetona.

Las primeras etapas de un andlisis espectrofotométrico abordan las condiciones de
trabajo y la preparacién de una curva de calibrado que relacione la absorbancia con la
concentracion del farmaco investigado. Las medidas de absorbancia
espectrofotométricas se hacen normalmente 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, lograndose asi una maxima sensibilidad y
obteniendo un mejor acuerdo con la ley de Beer, ya que las medidas son menos
sensibles a las incertidumbres que surgen de las limitaciones del instrumento [Skoog y

cols., 2001].

La prednisolona utilizada (Fagron, Espafia) es un polvo cristalino blanco o casi blanco,
inodoro, higroscépico, almacenado en condiciones herméticas y en lugar seco. Su
formula quimica es C21H230s5 y su peso molecular 360.44 g/mol. Su punto de fusidn se
encuentra en 240 °C y es muy soluble en cloroformo, facilmente soluble en acetona,

soluble en etanol, soluble en alcohol absoluto y practicamente insoluble en agua.

En base a algunas de las caracteristicas del farmaco, si bien la metodologia seguida
en la formulacién de los magnetoliposomas determina las condiciones de trabajo, un
aspecto crucial previo a este estudio es la clarificacidn de las condiciones de preparacion
y conservacion de las disoluciones de farmaco. En nuestro caso, se investigaron las
condiciones dptimas de conservacion durante 24 horas segun la concentracién molar de

farmaco y el pH de las disoluciones. No se observé ningun tipo de alteracion
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macroscopica de las disoluciones de prednisolona tras el periodo de conservacion de 24
horas. Finalmente, y en referencia a la temperatura de conservacién, las disoluciones
preparadas se mantuvieron siempre a 4 °C hasta ser utilizadas para asi ralentizar los

posibles procesos de degradacién.

Por lo tanto, antes de abordar la preparacién de una curva de calibrado que
relacione la absorbancia con la concentracién de farmaco, hay que indicar que la
preparacion y manipulacidon de las disoluciones alcohdlicas y en tampdn fosfato de
prednisolona se realizé6 a temperatura ambiente, protegiéndolas de la luz ambiental
(cubiertas por papel de aluminio), a pH natural (4.9) y pH fisioldgico (7.4) y en un rango
de concentracién comprendido de 10* hasta 10> M. Para la disolucién de la
prednisolona se precisé la utilizacion de ultrasonidos. No se observd ningun tipo de
alteracion macroscopica en las disoluciones de este agente antiinflamatorio tras el

periodo de conservacién de 24 horas.

La curva de calibrado de las disoluciones alcohdlicas de prednisolona se realizd
utilizando las concentraciones molares 10, 2-10, 4-10°, 6-10°, 8-:10°, 104, 3-10%, 5-10
4M. Transcurridas 24 horas desde su preparacion, se determind el espectro de absorcién
UV-Vis de cada una de las disoluciones segun la metodologia ya descrita para la

prednisolona.

5.2.1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de este estudio se recogen en la Figura 5.2., donde sdélo se observa
sefial a 244 nm y se aprecia cdmo la absorcién se incrementa al aumentar la
concentracion de farmaco en el medio. El Unico maximo que se observa presenta una
longitud de onda de maxima absorbancia invariable a diferentes concentraciones y es a
244 nm, longitud de onda seleccionada para las medidas que se realicen en este trabajo.
A partir de concentraciones superiores a 10* M se aprecia una irregularidad del
espectro. Esta desviacion de la ley de Beer impide realizar determinaciones fiables a
estas concentraciones, a no ser que se lleve a cabo la dilucién apropiada de estas
muestras.
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Figura 5.2. Espectro de absorbancia de UV-Vis de las disoluciones de prednisolona.
Las concentraciones molares del firmaco en orden creciente de absorbancia son: 107,

2:10%, 4-10°, 6:10°, 8:10°°, 104, 3-10%, 5-10“ M.

La determinacion del coeficiente de absortividad molar (&) se realizé segun la
metodologia ya indicada, siendo el resultado obtenido € = 14880 + 58 L-mol-1:cm-1 (r =
0.999). En la Figura 5.3. se muestran los datos y la recta de ajuste. Los valores de

absorbancia a diferentes concentraciones obtenidos a 244 nm cumplen la ley de Beer.
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Figura 5.3. Determinacion del coeficiente de absortividad molar de las disoluciones

de prednisolona a la longitud de onda de maxima absorbancia (244 nm).

En la Figura 5.4. se muestra la aparicion de un maximo a 244 nm, cuya absorbancia
crece al aumentar la concentracion de farmaco. El Unico maximo que aparece (B = 244
nm, practicamente igual que a pH 4.9) serd el que utilicemos en la cuantificacién de la
liberacion de farmaco desde los diferentes tipos de particulas desarrolladas. A partir de
concentraciones superiores a 10 M no se cumple la ley de Beer. Esta desviacién de la
ley de Beer impide realizar determinaciones fiables a estas concentraciones, a no ser
que se lleve a cabo la dilucion apropiada de estas muestras. En la Figura 5.4.b quedan
recogidos los datos experimentales utilizados y la recta de ajuste obtenida en la
determinacién del coeficiente de absortividad molar (e = 16592 + 160 L-mol-1-cm-1, r =

0.999)
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Figura 5.4. Espectro de absorbancia UV-Vis de disoluciones de prednisolona
preparadas utilizando un tampdén NaOH-KH2PO4 (pH 7.4) (a). Las concentraciones
molares de farmaco en orden creciente de absorbancia son: 10, 1-10, 2-10, 3-10°,
4-10°, 5-10°5, 6-10, 7-10, 8-10, 9-10, 10*M. Determinacidn del coeficiente de
absortividad molar de las disoluciones de prednisolona a pH 7.4 + 0.1 y para la longitud

de onda de maxima absorbancia (244 nm).
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5.2.2. VALIDACION DEL METODO ESPECTOFOTOMETRICO

El método espectrofotométrico UV-Vis que se utilizard para el andlisis de la cantidad
de farmaco vehiculizado o liberado por las nanoplataformas desarrolladas debe ser
validado previamente para verificar su exactitud, precisiéon y linealidad. Antes de
describir la validacién del método, conviene recordar qué se entiende por linealidad,
precision y exactitud de una metodologia experimental. La linealidad de un método
analitico se define como la proporcionalidad entre la concentracion de analito y la
respuesta en el intervalo de concentraciones de producto utilizadas para las cuales el
método es satisfactorio. A la hora de realizar los ajustes lineales se ha recurrido al
método de los minimos cuadrados, de acuerdo con el cual se obtuvieron rectas de la
forma y = a + bx. En referencia a la exactitud del método, se define como el error
sistemadtico que indica la capacidad del método analitico para dar resultados lo mas
préximos posibles al valor real. Se calcula a partir del error relativo y del coeficiente de
variacion para cada una de las concentraciones de las rectas. Se acepta un error de un
orden de magnitud menor y un coeficiente de variacién entre un 5y un 10%. Finalmente,
la precision es la medida del grado de reproducibilidad de un método analitico o, dicho
de otro modo, el grado de dispersidon de los datos de los distintos replicados. Por
consiguiente, se puede considerar como el error aleatorio y se determina a partir del
coeficiente de variacidn de cada una de las concentraciones de las rectas de calibrado.

Los valores obtenidos no pueden ser superiores a un 5 - 10%.

5.2.2.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Con este objetivo, se prepararon seis réplicas de disoluciones alcohédlicas con
concentraciones molares de prednisolona entre 10> y 10* M, a pH natural (4.9) y a pH
7.4. Como ya se ha comentado, hasta el momento de realizar la medida de las
disoluciones de farmaco, éstas se conservaron a 4 °C durante 24 horas y protegidas de

la luz con papel de aluminio.
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5.2.2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 5.1. se recogen los valores de absorbancia de las disoluciones alcohdlicas
de prednisolona en funcién de su concentracién a pH natural. Se muestran los valores
medios de absorbancia y las desviaciones estandar (D.E.) para cada una de las
concentraciones, asi como el coeficiente de variacidon (C.V.). Los bajos valores de los
coeficientes de variacidon (< 5% en todos los casos) que se han obtenido, indican la
adecuada precision del método. El ajuste lineal de la relacion absorbancia (A) —
concentracion molar (C) [A = (0.003 £ 0.003) + (14880 + 58) = (] es estadisticamente

significativo, con una probabilidad superior al 99.9%.

Tabla 5.1. Absorbancia (media + D.E.) de las soluciones alcohdlicas de prednisolona
para cada una de las concentraciones indicadas a pH 4.9 (natural). El C.V. se calculd

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

CONCENTRACION (M) ABSORBANCIA C.V. (%)
10 0.157 £ 0.001 0.96
2:10° 0.297 £0.011 3.70
4-10° 0.594 £ 0.019 3.20
6-10° 0.903 £ 0.039 4.32
8-:10° 1.190 + 0.045 3.78
1-10% 1.491 £ 0.044 2.95
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Con el propésito de comprobar la exactitud del método analitico, se utilizaron los
datos de absorbancia de las concentraciones estudiadas o (“concentraciones
verdaderas”) para obtener las concentraciones “estimadas” para cada una de las 6
réplicas. Las concentraciones medias y sus D.E. quedan recogidas como “estimadas” en
la Tabla 5.2. Como antes, los bajos valores de los C.V. y sus errores relativos son una

clara indicacion de la exactitud del método espectrofotométrico.

Tabla 5.2. Comparacion de las concentraciones “verdaderas” de prednisolona en
solucidn alcohélica 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 [(concentracidn estimada — concentracion verdadera)/concentracion

estimada], también se muestran los C.V.

CONCENTRACION CONCENTRACION ERROR C.v.
“VERDADERA” (M) “ESTIMADA” (M) RELATIVO (%) (%)

10° (1.06 £0.01) -10° 5.9 0.97

2:10° (1.99 +0.08) -10° 0.15 3.83

4-10° (3.99 +0.13) -10° 0.25 3.26

6:10° (6.07 +0.26) -10° 1.14 4.30

810 (7.99 +0.30) -10° 0.02 3.81

1-10* (9.82 +0.42) -10° 1.8 4.31

De igual forma se procedid para la validacion del método espectrofotométrico en el
caso de que las disoluciones de prednisolona cuenten con un pH 7.4 (tampdén NaOH-
KH2PO4) (Tabla 5.3.). Los bajos valores de los coeficientes de variacion (< 5% en todos
los casos) indican la adecuada precisién del método. La linealidad de la relacién
absorbancia (A) - concentracién molar (C) [A = (0.040 + 0.003) + (16592 + 160) = (] se
confirma estadisticamente, con un error inferior al 0.01%. Finalmente, se procedié de
igual forma a la anteriormente descrita para demostrar la exactitud del método analitico

(Tabla 5.4.).
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Tabla 5.3. Absorbancia (media + D.E.) de las soluciones alcohdlicas de prednisolona
para cada una de las concentraciones indicadas a pH 7.4. EI C.V. se calculé mediante

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

CONCENTRACION (M) ABSORBANCIA C.V. (%)

10 0.158 +£ 0.001 0.71
2:10° 0.308 £0.011 3.63
3-10° 0.457 £0.021 2.65
4-10° 0.627 £ 0.019 3.44
5-10° 0.793 £ 0.027 3.46
6-10° 0.954 +0.025 2.72
7-10° 1.140 £ 0.033 291
8:10° 1.287 £ 0.022 1.75
9-10° 1.448 £ 0.021 151

10 1.587 £ 0.037 2.35
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Tabla 5.4. Comparacion de las concentraciones “verdaderas” de prednisolona en
solucion acuosa (pH 7.4) 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 [(concentracién estimada — concentracién verdadera)/concentracion

estimada], también se muestran los C.V.

CONCENTRACION CONCENTRACION ERROR C.V.
“VERDADERA” (M) “ESTIMADA” (M) RELATIVO (%) (%)

10° (0.95 +0.01) -10° 491 1.05

2105 (1.90 £ 0.06) 10 4.90 4.90
3-10° (2.88 £ 0.08) -10° 3.94 3.94
4105 (3.82 £0.04) -10° 4.40 4.40
5.10° (4.78 £ 0.16) -10° 4.60 4.60
6:10° (5.75+0.16 ) -10° 4.10 4.10
7-10° (6.87 £ 0.20) -10° 1.85 1.85
810 (7.75 +0.13) -10° 3.10 3.10
9-10°5 (8.72£0.13) -10° 3.06 3.06

10 (9.56 +0.22) -10° 4.35 435

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

se desconoce.

5.2.3. METODOLOGIA ESPECTROFOTOMETRICA PARA DETERMINAR LA
INCORPORACION DE PREDNISOLONA

La determinacién cuantitativa de la incorporacion de prednisolona en las
nanoplataformas disefiadas se basa en la metodologia establecida por otros autores

para la cuantificacion del farmaco vehiculizado y liberado en diferentes tipos de
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nanoparticulas [Miller y cols., 1991; Fawaz y cols., 1997]. Esta metodologia ya ha sido
puesta a punto por nuestro grupo de investigacion [Arias y cols., 2008; Arias y cols.,
2009; Arias y cols., 2008b; Arias y cols.; 2010]. 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. Como es sabido, la absorbancia total para un sistema multicomponente
viene dada por la suma de las absorbancias de cada una de las especies, siempre que no
exista interaccion entre éstas (ver Ecuacidon 5.2.). De esta manera, se acepta la
contribuciéon de cada una de las sustancias presentes en el medio de
dispersidén/preparacién de las nanoparticulas (o de las sustancias que se han generado
en el proceso de liberacion de los principios activos) a la absorbancia total del sistema.
Respecto al proceso de vehiculizacion de prednisolona se pueden citar como sustancias
susceptibles de contribuir a esta absorcidn total, las moléculas del propio principio
activo no incorporados por las nanoparticulas, los residuos de la sintesis (y degradacién)
de estos nanomateriales y los restos de otros componentes del medio. Por lo tanto,
puede estimarse la cantidad de fdrmaco que no ha sido incorporado por las
nanoplataformas restando a la absorcidn 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 las nanoparticulas [Arias y cols., 2011; Arias y cols., 2008c; Arias y cols.,

2009].

5.3. INCORPORACION MATRICIAL DE PREDNISOLONA

5.3.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Este estudio se centrard en la contribucién del principal método de vehiculizacién de
farmacos en sistemas transportadores: la incorporacion del principio activo en el
momento en que se produce la formacién de la nanoplataforma. De esta manera, se

pretenden definir las condiciones de vehiculizacién dptimas para lograr la méaxima
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incorporacion de prednisolona en los magnetoliposomas. El andlisis de la influencia de
la concentracién de prednisolona sobre su absorcion en los magnetoliposomas se realizé
siguiendo la rutina de sintesis y el procedimiento de determinacidn espectrofotométrica
ya descrito y justificado. Para ello, la Unica variable que se introdujo en la metodologia
de sintesis de los liposomas y de los magnetoliposomas fue la concentracion de farmaco.
Las cantidades utilizadas de prednisolona fueron 40 mg (360,4 M), 30 mg (270.3 M), 20
mg (180.2 M) y 10 mg (90,1 M). Los experimentos se realizaron por triplicado para cada
una de las cantidades de farmaco. La determinacién de la absorcién de prednisolona en
la matriz de las nanoparticulas se realizé 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 del experimento de absorcién [Arias y cols.,
2010b,c]. La cantidad de farmaco incorporado en la matriz de las nanoparticulas se ha
expresado en términos de EE (%) y DL (%) [Arias y cols., 2006; Arias y cols., 2008; Brigger
y cols., 2002].

5.3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Las cantidades de prednisolona absorbidas por los liposomas y los
magnetoliposomas para cada concentracion molar de farmaco se recogen en la Figura
5.5. Las moléculas de prednisolona vehiculizadas deben quedar retenidas en las bicapas
lipidicas de la matriz liposomal. Como puede apreciarse, la absorcion aumenta con la
concentracion de farmaco presente en el medio de sintesis, sugiriéndose un efecto
positivo del aumento de dicha concentracidon sobre la eficacia de la vehiculizacién en
todos los casos. Este efecto ya se ha descrito ampliamente en diferentes trabajos de
investigacidn sobre sistemas transportadores de farmacos [Arias y cols., 2008a; Arias y

cols., 2011; Clares y cols., 2013].
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Figura 5.5. Valores de EE (%) (a) y (b) DL (%) de la prednisolona en la matriz de los
liposomas () y de los magnetoliposomas (@) en funcién de la concentraciéon molar de

farmaco.

Como se puede observar, los valores obtenidos de EE (%) y DL (%) para los liposomas
son claramente superiores a los magnetoliposomas. Sin embargo, la capacidad de
respuesta a gradientes de campos magnéticos aplicados que exhiben los
magnetoliposomas debe asegurar la llegada controlada de la dosis transportada hasta
el lugar de accién, proceso menos controlable en el caso de los liposomas. Ademas,
resulta interesante destacar que en ambos casos la cantidad vehiculizada es superior a
los resultados alcanzados en estructuras lipidicas de similar naturaleza [Clares y cols.,

2013].
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5.3.1. ESTUDIO ELECTROCINETICO DE ESTABILIDAD

5.3.1.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Como prueba adicional de tipo cualitativo de la absorcién de fdrmaco, se estudiaron
las modificaciones en los valores de movilidad electroforética (ue) de cada una de las
nanoparticulas al ponerlas en contacto con el farmaco. La extrema sensibilidad de la
técnica de electroforesis debe permitir la identificacién de cambios en las propiedades
eléctricas superficiales de las nanoparticulas consecuencia de la adsorcién de moléculas
de farmaco [Reddy y cols., 2012; Clares y cols., 2013].

La determinacion experimental seguida es igual a la descrita para las
determinaciones electroforécticas anteriores (ver seccién 4.3.). La Unica diferencia es
gue se determinaron los valores de ue para los liposomas y los magnetoliposomas con

la prednisolona vehiculizada.

5.3.1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 5.5. y 5.6. se muestran los valores de ue de los liposomas y
magnetoliposomas con farmaco y sin farmaco en funcién del pH y de la fuerza idnica del
medio, respectivamente. Como se puede observar, los valores de ue para los dos tipos
de particulas son muy similares en los dos casos lo que indica que el farmaco se

encuentra en el interior de la nanoplataforma.
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Tabla 5.5. Valores de ue (mm-s / V-cm™) para liposomas y magnetoliposomas con

y sin prednisolona en funcién del pH del medio de dispersién.

Liposomas- Magnetoliposomas-
pH | Liposomas Magnetoliposomas
prednisolona prednisolona
3 | 0.05+0.23 1.13+0.28 0.41 £ 0.05 0.93£0.15
4 |-209+041| -1.80+0.21 0.70 £0.20 -0.04 £ 0.05
5 1-275+0.21| -2.71+0.25 -0.30+£0.08 -0.89 +£0.25
6 |-3.54+0.17 | -2.76+£0.29 -0.76 £ 0.21 -2.17 +£0.19
7 |-3.85+0.33 | -2.77+0.16 -2.09+0.10 -3.03+0.13
8 |-3.88+0.14 | -2.98+0.45 -2.40 £ 0.09 -3.32+0.05
9 |-6.08£0.28 | -4.66+0.24 -2.14 +0.22 -3.73+0.14

Tabla 5.6. Valores de ue (mm-s™*/V-cm™) para liposomas y magnetoliposomas con

y sin prednisolona en funcién de la fuerza iénica del medio de dispersién.

Liposomas- Magnetoliposomas-
[KNO3]M | Liposomas Magnetoliposomas
prednisolona prednisolona
10° -3.90+0.42 | -3.47+0.27 -1.46 £ 0.17 -0.86+0.21
5-10” -3.53+0.25 | -4.22+0.13 -1.82 +£0.22 -2.46+0.14
104 -3.30+£0.28 | -3.98+0.25 -1.89+£0.20 -2.37+0.14
5-10* |-3.90+0.37 | -4.38+0.29 -1.97 £ 0.47 -2.39+£0.08
103 -3.22+0.22 | -4.54+0.41 -1.28 £0.10 -2.34+£0.18
5-10°3 -295+0.16 | -3.09+0.08 -1.25+0.19 -0.71£0.09
107 -2.62+0.08 | -3.00+0.15 -1.22+0.13 -1.52+£0.10
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5.4. LIBERACION DE PREDNISOLONA

5.4.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En los apartados anteriores se han descrito las condiciones 6ptimas de vehiculizacion
de prednisolona en los liposomas y magnetoliposomas. El siguiente paso en este trabajo
de investigacidn es caracterizar el proceso de liberacion in vitro del farmaco desde estas
nanoplataformas. En este ensayo se utilizaron aquellos liposomas y magnetoliposomas
preparados fijando una concentracion de 40 mg de prednisolona en la fase aleosa de la

sintesis (particulas con maxima cantidad de farmaco vehiculizado mediante absorcidn).

El ensayo de liberacidn se realizo por triplicado a 37.0 £ 0.5 2C. Para ello, se utilizé el
método de didlisis y un tampdén NaOH-KH2PO4 (pH 7.4 £ 0.1) como medio de liberacién.
Las bolsas de didlisis se mantuvieron sumergidas en agua bidestilada 12 horas antes de
comenzar el ensayo. Las bolsas de didlisis (cutoff of 2000 Da, Spectrum® Spectra®/Por’
dialysis membrane tubing, Estados Unidos) utilizadas se caracterizan por un tamafio de
poro de 2000 Da, siendo capaces de retener las nanoparticulas en su interior, dejando
sélo pasar a su través el farmaco liberado hasta el medio de liberacién. Después, se
introdujo en el caso de los liposomas 1mL de la suspensién de éstos (que contenian 5
mg/mL de prednisolona) y 2 mL de la suspension de magnetoliposomas de prednisolona
(que contenian 9 mg/mL de prednisolona) en la bolsa de dialisis cerrada mediante pinzas
magnéticas. Las bolsas se introdujeron en un vaso con 0.5 L de medio de disolucidon bajo
agitacion (100 r.p.m.). La temperatura se mantuvo a 37.0 + 0.5 °C durante todo el
experimento. A diferentes intervalos de tiempo (0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24, 48,
72,96 y 120 horas), se extrajo 1 mL del medio y se determiné por UV-Vis la cantidad de
prednisolona liberada (244 nm, siguiendo el mismo procedimento para cuantificar la
cantidad de prednisolona encapsulada). Para asegurar las condiciones sink, se afiadio el
mismo volumen extraido del tampdn NaOH-KH;PO4. Ambas liberaciones se realizaron

por separado.
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5.4.2. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 5.6. se muestra la liberacidn de prednisolona en funcién del tiempo
desde los liposomas y los magnetoliposomas. El proceso de liberacién es bifdsico en
ambos casos. Se puede apreciar una primera fase de liberaciéon rapida que
probablemente corresponda a la pérdida de farmaco débilmente atrapado (localizado
mas externamente en el magnetoliposoma). En concreto, en el caso de los liposomas =
63% de la prednisolona es liberada en las 6 primeras horas mientras que en los
magnetoliposomas se libera =40% de la prednisolona en el mismo tiempo. Sin embargo,
durante la segunda fase del proceso la liberacién de prednisolona se hace mas lenta: en
los liposomas se libera =37 % restante a lo largo de 3 dias mientras que en los
magnetoliposomas se libera =60% restante a lo largo de 5 dias. En ambos casos, este
proceso de liberacién sostenido en el tiempo es muy adecuado para fines terapéuticos,
ya que prolonga el tiempo de exposicién de las células diana al fdrmaco. Pero ademas
nos permite observar, que la liberacién del fdirmaco es mds retardada adn en el caso de

los magnetoliposomas, lo que los hace alin mas éptimos para el transporte de farmacos.
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Figura 5.6. Liberacion de prednisolona absorbida desde los liposomas (a) y
magnetoliposomas (b) en funcion del tiempo de incubacidn en una solucion tampdn

NaOHKH2PO4 (pH 7.4 £0.1) a 37.0 £ 0.5 °C.

Para completar el estudio de la liberacidn del farmaco desde los liposomas y
magnetoliposomas, se realizo el ajuste cinético de los perfiles de liberacién utilizando
para ello el analisis de varianza de la regresién al modelo (criterio ANOVA) y del
coeficiente de determinacién, r?. Segun estos criterios, se seleccionan en primer lugar
los ajustes con mayor valor del estadistico F de Fisher-Snedecor (cociente entre las
medias de cuadrados de regresion y residual) y de entre ellos se admite que el que
presente un mayor valor de r?> (una mayor suma de cuadrados de regresién) se
correspondera con la ecuacién de la cinética que mejor se ajusta a los resultados

obtenidos in vitro [Doménech y cols., 2013; Morales y cols., 2004]. Se han ensayado
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diferentes modelos matematicos con la finalidad de elegir el que con mayor fiabilidad

sea capaz de explicar el mecanismo de liberacién de prednisolona:

a) Cinética de orden cero: describe un sistema donde la velocidad de

liberacidon de farmaco es constante. Es decir:

Q, =Kt (5.3.)
Siendo Q: la cantidad acumulada de farmaco a tiempo t, y Ko la constante de
liberacion.

b) Cinética de orden uno: en este caso la liberacién de farmaco depende de

la concentracion del mismo en el sistema.

dQ,
i K,(Q, Q) 54)

Qt = Qoo(l_ eiKlt)

siendo Q_ la cantidad maxima liberada, que se supone estara en disolucién para

un tiempo mucho mayor que 1/K;.

c) Cinética de raiz cuadrada (Higuchi): asociada a un proceso de liberacion

mediante difusion del farmaco.

Q,=A+B-+t (5.5.)

d) Cinética de raiz cubica: la liberacidn se produce por erosién o disolucidn

de la matriz de la nanoparticula en todo su volumen:

3§/Q100 _ei/(Qloo _Q) =A+B-t (5.6.)

La liberacién de la prednisolona desde las dos nanoparticulas se produce en dos

fases. Por lo tanto, el ajuste cinético hay que hacerlo de acuerdo a cada una de las fases
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(Figura 5.7. y Figura 5.8.). En la Tabla 5.7. y 5.8. se recogen los valores de F vy r?
correspondientes a los diferentes ajustes cinéticos de la liberacion de prednisolona
desde los liposomas y magnetoliposomas respectivamente. Como puede apreciarse, la
cinética que mejor describe la primera fase del proceso de liberacion de los liposomas
es de orden 0. Esto es indicativo de un proceso de liberacién de farmaco sostenido y
constante a lo largo del tiempo. En el caso de los magnetoliposomas la cinética de la
primera fase es la de orden 1. Esto es indicativo de un proceso que depende de la
concentraciéon a la que se encuentre el mismo en la parte mds superficial de los
magnetoliposomas. Sin embargo, la cinética a la que mejor se ajusta el proceso de
liberacidon durante la segunda fase en los dos tipos de nanoparticulas se corresponde
con la de raiz cuadrada lo que implica una liberaciéon por difusion del farmaco a lo largo
del tiempo desde la matriz liposomal hacia el medio. Una posible explicacidn a este tipo
de liberacién podria basarse en el hecho de que el fdrmaco se encuentra originalmente
en el interior de la matriz liposomal y difunde a través de ella hacia la superficie. Se
requiere para ello una elevada cantidad de fdrmaco absorbida en la matriz y no
fuertemente ligado a ésta. Hay que destacar, que aun teniendo los tipos de
nanoparticulas una liberacion de farmaco sostenida en el tiempo, los magnetoliposomas
liberan todo su contenido en prednisolona en 120 h mientras que los liposomas lo hacen
en 72 h. Por tanto, los magnetoliposomas logran aumentar la liberacién del farmaco
aumentada en el tiempo frente a los liposomas y a al farmaco libre, lo que lo hacen aptos

como sistemas transportadores de farmacos hasta la célula diana.

Tabla 5.7. Valores del estadistico F y del coeficiente de determinacién r? obtenidos
en el estudio del perfil de cantidades acumuladas de prednisolona liberada en funcién

del tiempo desde los liposomas.

Cinética de | Cinética de Cinética de Cinética de
orden cero orden uno | raiz cuadrada raiz cuibica

F 551.24 421.25 94.872 37.33
12 Fase de liberacion

r 0.987 0.982 0.923 0.813

F 22.30 144 .54 3816.14 307.39
22 Fase de liberacion

r 0.876 -0.5 0.942 0.292
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Tabla 5.8. Valores del estadistico Fy del coeficiente de determinacidn r? obtenidos en

el estudio del perfil de cantidades acumuladas de prednisolona liberada en funcién del

tiempo desde los magnetoliposomas.

Cinética
Cinética de Cinética de Cinética de
de orden
orden uno raiz cuadrada raiz cubica
cero
a F 48.99 114.66 393.53 27.65
12 Fase
de liberacion P 0.857 0.986 0.952 0.392
F 17.09 150.01 1836.11 279.41
22 Fase
de liberacién r 0.800 -0.333 0.890 0.281

Tabla 5.9. Coeficientes de ajuste de la Ecuacién (5.4) a la cinética de liberacion de

orden 0 que describe la primera etapa de liberacién de los liposomas y de la Ecuacién

(5.5) a la cinética de liberacion de raiz cuadrada que describe la segunda etapa de

liberacion de la prednisolona desde los liposomas.

Coeficiente A

Coeficiente B

12 Fase de liberacidn

(-2.20 * 1.40)

(12.52 £0.53)

22 Fase de liberacion

(67.26 +3.24)

(3.70 + 0.52)
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Tabla 5.10. Coeficientes de ajuste de la Ecuacién (5.4) a la cinética de liberacion de

orden 1 que describe la primera etapa de liberaciéon de los magnetoliposomas y de la

Ecuacidn (5.5) a la cinética de liberacion de raiz cuadrada que describe la segunda etapa

de liberaciéon de la prednisolona desde los magnetoliposomas.

Coeficiente A

Coeficiente B

Prednisolona liberada (%)

12 Fase de liberacién (42.63 £1.64) (0.55 + 0.05)
22 Fase de liberacion (57.70 £ 6.03) (4.10£0.71)
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Figura 5.8. Izquierda: datos experimentales de la cinética de liberacién de

prednisolona desde los liposomas. Derecha: lineas de mejor ajuste a los datos

experimentales segliin los modelos descritos en el texto, para la fase inicial de

liberacion (arriba) y para tiempos largos (abajo).
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6.ESTUDIOS IN VITRO







Dos de los requisitos que deben cumplir las nanoplataformas como sistemas
transportadores de farmacos son ser biodegradables y biocompatibles para ser
administrados al paciente y que no produzcan toxicidad [Bender y cols., 2012; Dash y
cols., 2010]. Sélo asi puede garantizarse la seguridad en la administracion del
medicamento al paciente. Por tanto, es importante vy justificable llevar a cabo, durante
el proceso de desarrollo de una nanoparticula, unos estudios basicos de

hemocompatibilidad y toxicidad.

6.1. HEMOCOMPATIBILIDAD IN VITRO

En el presente trabajo de investigacién, los ensayos de hemocompatibilidad in vitro
pretenden definir el grado de activaciéon plaquetaria que inducen las nanoparticulas
desarrolladas, junto con la investigacidn de la activacion del complemento, la hemélisis

y el tiempo de coagulacion en muestras de plasma sanguineo.

6.1.1. METODOLOGIA DE SINTESIS

Para evaluar la toxicidad de las nanoparticulas sintetizadas con los eritrocitos se
siguio el protocolo modificado de Evans y cols. (2013). Las muestras de sangre que se
utilizaron procedentes de donantes sanos se recogieron en recipientes que contenian
acido etilendiaminotetraacético (EDTA). La sangre se centrifugd (500 x g) para eliminar
el plasma o suero. Los eritrocitos se limpiaron dos veces mediante centrifugaciéon con
NaCl (150 mM). El pellet resultante se resuspendié en PBS a pH 7.4 en una concentracion
1:50. Para la incubacién se utilizd una placa de 96 pocillos y en cada uno de ellos se
introdujeron 190 uL de la suspensién de eritrocitos junto a 10 uL de la suspension de
nanoparticulas para alcanzar una concentracion final de 5 a 250 pg/mL. La incubacion
se llevd a cabo a 37 + 0.5 °C durante 1 h y bajo agitacion mecanica (15 r.p.m.).
Posteriormente se tomd una muestra de 100 pL del sobrenadante y colocaron en otra
placa de 96 pocillos planos. La liberacién de hemoglobina se evalué midiendo la

absorbancia de este sobrenadante a 492 nm (Titertek multiscan colorimeter, Flow,
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Irvine, California), y la hemdlisis (%) se determind usando la siguiente ecuacion:
hemodlisis (%) = [(Absorbancia de la muestra de ensayo - absorbancia del control)/ Mayor
absorbancia del control positivo] x100. El efecto in vitro de las formulaciones sobre la
lisis de los eritrocitos se evalué mediante el uso de PBS como control negativo (0% de
lisis), y el agente tensioactivo no iénico Triton®X-100 (1%, w / v) como control positivo

(100% de lisis) de hemadlisis.

La interaccion de las plaquetas con las nanoparticulas puede determinar su
activacion (y agregacion) lo cual generarad complicaciones trombéticas, revelando, por
lo tanto, incompatibilidad sanguinea. Cada muestra fue cuantificada mediante Ensayo
por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA) en términos de liberacion de P-selectina
soluble después de la incubacidn de las nanoparticulas con la sangre. Brevemente, las
muestras de sangre se centrifugaron (1000 r.p.m, 20 min) para eliminar el sobrenadante
rico en plaquetas. Luego, la sangre se centrifugd de nuevo, y se combina con el plasma
extraido anteriormente para obtener plasma rico en plaquetas (PRP). El plasma pobre
en plaquetas (PPP) se obtuvo por centrifugacién de la sangre restante a 3000 rpm (10
min). EI PRP se diluyd (1:100) con una solucion de oxalato de amonio al 1% y se ajusto a
una solucién final de plaquetas = 108 mg/mL. Después, 100 mL de PRP se incubd durante
1 hora con 50 mg de nanoparticulas a 37.0 £ 0.5 2C. El sobrenadante se centrifugé a
5.000 rpm (10 min). Tanto PPP como PRP fueron utilizados como control, y PBS como

control negativo.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

6.1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 6.1. se muestran los resultados obtenidos en cada uno de los ensayos de
compatibilidad sanguinea para los tres tipos de nanoparticulas desarrolladas. Los
resultados sugieren claramente un amplio margen de seguridad in vivo para los tres
tipos de particulas (y-Fe;0s3, liposomas y magnetoliposomas) y, por lo tanto, puede
asumirse que estos nanosistemas son adecuados para la via de administracién
parenteral. De hecho, si comparamos los datos con los obtenidos para el control, se

espera que las particulas presenten un efecto insignificante sobre la hemolisis. Ademas,
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cabe asumir que las nanoparticulas no activaran la liberacién de sP-selectina (parametro
caracteristico de la activacién plaquetaria), no activardn el sistema del complemento y
tampoco activaran el tiempo de coagulacién plasmatica. Se han descrito resultados
similares en otros tipos de particulas compuestas magnéticas que tienen un amplio

margen de seguridad in vivo [Perez-Artacho y cols., 2012; Dash y cols., 2010].

Tabla 6.1. Compatibilidad sanguinea de las nanoparticulas de y-Fe20s3, los

liposomas y los magnetoliposomas en términos de hemdlisis (%), activacion

plaquetaria (liberacion de SPselectina, ng/mL), activacién del complemento (liberacién

de C3a: C3a desArg, ng/mL), y tiempo de coagulacion plasmatica (T1/2 max, minutos).

. LIBERACION DE
HEMOLISIS C3adesA T1/2 mé
MUESTRA %) SP-SELECTINA (:g /er:l)rg (mil; Zu"t‘::s)
0
(ng/ml)

Liposomas 0.8+0.4 94+7 2936 9.8+0.6
Maghemita 0.6+0.4 98 +6 297 +7 9.7+0.9
Magnetoliposomas 1.1+0.5 103 +4 296+ 8 10.4+0.7
Control (Solucién 0 102 +4 295 +7 9.9+0.8
PBS)

6.2. ESTUDIOS IN VITRO DE PROLIFERACION

Se estudio la citotoxicidad que pueden ejercer particulas de y-Fex0s, liposomas y
magnetoliposomas en fibroblastos de colon humano CCD-18, en lineas celulares de
carcinoma de colon humano T-84 y en linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7
(obtenidos del Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada,

Espafia; y de la American Type Culture Collection, EE.UU., respectivamente).
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6.2.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.2.1.1. Ensayos en lineas células T-84 y CCD-18

Las lineas celulares T-84, CCD-18 y RAW 264.7 se cultivaron en un medio de Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM) (Sigma-Aldrich, EE.UU) suplementado con suero fetal
bovino (SFB, 10% de riqueza), una solucion 15 mM de acido 4-(2-hidoxietil)-
1piperazinaetanosulfénico) (HEPES), una solucién 14 mM de bicarbonato sédico, una
solucién 2 mM de L-glutamina, una solucion 40 pg/mL de gentamicina y una solucién de
1% de antibidticos (penicilina-estreptomicina) (Antibidticos S.A., Espaiia). Las células se
sembraron en cultivos monocapa en 96 pocillos (6 - 10® células por pocillo) y se
mantuvieron durante 24 horas a 37.0 £ 0.5 °C en una atmdsfera de aire controlada con
un 5% de riqueza en CO; (Incubador de CO; con camisa de agua AutoFlow UN-4750;

NuAire, EE.UU.).

El analisis de citotoxicidad de los tres tipos de particulas sinstetizados se llevé a cabo
por triplicado en las lineas celulares T-84 y CCD18 mediante el ensayo de sulforodamina
B. La sulforodamina B (SRB) es un colorante de aminoxantano, rosado y brillante el cual
posee dos grupos sulfénicos (SOs3) cargados negativamente, capaces de unirse
electrostaticamente a cationes. En condiciones acidas (disuelta en acido acético 1%), la
SRB aumenta su afinidad por los aminodcidos basicos de las proteinas, y se fija
selectivamente a éstos, proporcionando un indice del contenido de proteina celular que
indicaria el indice de células viable. Brevemente, las células se sembraron en placas de
24 pocillos (8 x 103 células/pocillo para T-84 y 1 x 10* células/pocillo para CCD-18) y se
incubaron durante la noche. Después se afiadieron los diferentes tipos de particulas en
concentraciones que oscilaron en un rango de 0.05-100ug/mL. Tras un periodo de
incubacién de 48 y 72 h, las células se fijaron con 300 pL de 4cido tricloroacético (TCA;
10%) durante 20 min a 4 °C, y se tifieron con 300 pL de sulforodamina B (SRB; 0.4%)
durante 20 min. Después de tres lavados con acido acético (1%), el colorante se
resuspendié en 10 mM y pH 10.5 de Trizma® (Sigma-Aldrich). Finalmente, se realizd un
ensayo colorimétrico a 492 nm (Colorimetro Titertekmultiscan, Flow, Irvine, CA, EE.

UU.). Se considerd que la densidad dptica (OD) del colorante empleado es proporcional
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al numero de células viables. El porcentaje de células vivas se calculd utilizando la
relacién entre las densidades dpticas de las células tratadas y la densidad éptica de las

células no tratadas (control) multiplicado por 100.

6.2.2.2. Ensayo de proliferacion en linfocitos periféricos

Para determinar especificamente la citotoxicidad de los magnetoliposomas en
linfocitos, se llevé a cabo un ensayo de proliferacién. La sangre humana se extrajo de un
donante sano y se recolecté en tubos con EDTA. Se agregd el mismo volumen de
Histopaque® - 1077 (Sigma-Aldrich) y los tubos se centrifugaron (400 x g, 30 min).
Después de la centrifugacion, la capa superior de plasma sanguineo se elimind y se
recolectd la capa intermedia que contenia los linfocitos. Estas células se transfirieron a
un nuevo tubo de 15 mly se lavaron en 10 ml de PBS mediante centrifugacién (1000 x
g, 10 min). El sobrenadante se descarté y las células se resuspendieron en 1 ml del medio
RPMI 1640 suplementado con un 10% de FBS y un 1% de antibidticos (penicilina-
estreptomicina) (Sigma-Aldrich). Las células se contaron y se sembraron en una placa de
96 pocillos con una densidad de 20 x 103 celdas/pozo en un volumen de 90pl. Después
se agregd 10 ul de la suspensidon de magnetoliposomas por pozo para alcanzar una
concentracion final de 5 a 250 pg/ml y la placa se incubd durante 1y 24 horasa 37 ° C
en una atmdsfera humidififiada al 5% de CO,. Después del tiempo de incubacién, la
viabilidad celular se midié con el kit de conteo celular 8 (CCK-8) (Dojindo Laboratories,
Kumamoto, Japdn). El reactivo CCK-8 se afiadid a cada pocillo para alcanzar una
concentracion final del 10% y las muestras se incubaron durante 4 h en las mismas
condiciones. Finalmente, la placa se midié a 450 nm (colorimetro Titertek Multiscan,

Flow Laboratories, Irvine, EE.UU.)

6.2.2.3. Ensayo de proliferacion en la linea celular de macréfagos murinos

La toxicidad de los magnetoliposomas en macrdfagos se estudié en la linea celular
RAW 264.7. Se afiadié una densidad de 7.5 x 103 células/pocillo en una placa de 96
pocillos de 90 pl. Después, se afiadiod 10 pl de la suspensién de magnetoliposomas para
obtener un rango de concentraciones de 5 a 250 ug/ml y se incubaron durante 1y 24
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horas. Posteriormente, se afiadié el reactivo CCK-8 a cada pocillo para alcanzar una
concentracion final del 10%. La absorbancia se midié después de 4 h de incubacién en

un colorimetro multiscan Titertek (flujo) a 450 nm para determinar la viabilidad celular.

6.2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos obtenidos de citotoxicidad de las nanoparticulas de y-Fe,03, los liposomas
y los magnetoliposomas en las lineas celulares ensayadas se recogen en la Figura 6.1. Se
puede asumir que la citotoxicidad de los diferentes tipos de nanoparticulas es
insignificante en ambas lineas celulares. Independientemente del tipo y concentracién
de particula, y del tiempo de incubacién célula-particula, los resultados del ensayo de
SRB muestran que no existen diferencias significativas entre las absorbancias
correspondientes a los controles y las absorbancias correspondientes a los pocillos de
células tratados con las nanoparticulas. Se puede observar en otros estudios como
magnetoliposomas constituidos por DMPG, PC, colesterol y magnetita no muestran
toxicidad en la linea celular de cancer de mama MCF-7. Sin embargo, cuando vehiculizan
los antitumorales (oxaliplatino o gemcitabina), la muerte celular aumenté
significativamente en comparaciéon con el farmaco libre. De hecho, se detecté una
reduccidn significativa en el volumen del tumor (hasta el 85,8%) en comparacion con el

grupo de control [Ye y cols., 2014; Ye y cols., 2016].
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Figura 6.1. Citotoxicidad in vitro de las nanoparticulas de y-Fe;0s3, los liposomas y los
magnetoliposomas sobre lineas celulares de fibroblastos de colon humano (CCD-18) (a)
y de carcinoma de colon humano (T-84) (b), tras 48 horas (barra gris) y 72 horas (barra

blanca) de incubacion. Las concentraciones de nanoparticulas ensayadas oscila entre

0.05 y 100 pg/mL. Los valores representados corresponden a la media * desviacion

estandar de tres determinaciones.

En la Figura 6.2.a se muestra que el porcentaje de viabilidad en los linfocitos no fue
inferior al 100% en ninguna de las dosis probadas, lo que sugiere ausencia de toxicidad

de los magnetoliposomas en linfocitos. Finalmente, la linea celular de macréfagos RAW
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264.7 se expuso a los magnetoliposomas sintetizados y muestra valores de viabilidad
celular cercanos al 100% en todas las dosis administradas (Figura 6.2.b). Por lo tanto, los

magnetoliposomas sintetizados mostraron una alta biocompatibilidad en todas las

células sanguineas analizadas.
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Figura 6.2. Citotoxicidad in vitro de los magnetoliposomas sobre los linfocitos tras 1 hy
12 h de incubacidn (a). Citotoxcidad in vitro de los magnetoliposomas sobre la linea
celular de macroéfagos RAW 264.7. La concentracidn de nanoparticulas ensayadas
oscila entre 5y 250 pug/mL. Los valores representados corresponden a la media +

desviacion estandar de tres determinaciones.
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6.3. INTERNALIZACION CELULAR DE LOS MAGNETOLIPOSOMAS

Para comprobar que los resultados obtenidos en los ensayos de proliferacién
proceden realmente de la internalizacidon de las particulas sintetizadas se llevaron a cabo
dos varios ensayos. En primer lugar, se realizd el ensayo de Prussian Blue, el cual nos
permite mediante tincién de las células observar que los liposomas magnéticos estan
dentro de la célula. También se llevara a cabo un ensayo de migracién celular, que
permite comprobar que las células responden a la respuesta de un campo magnético, y
por tanto indica que los magnetoliposomas se encuentra dentro de la célula. El andlisis
mediante TEM permitirda observar en qué compartimento celular se acumulan las

nanoparticulas.

6.3.1. METODOLOGIA DE SINTESIS

6.3.1.1. PRUSSIAN BLUE

Con el fin de confirmar la presencia de magnetoliposomas en las células tumorales,
las células T-84 se sembraron en una placa de 8 pocillos y se incubaron durante la noche.
Se afiadieron afiadieron las nanoparticulas de y-Fe;03 y magnetoliposomas al cultivo
celular de forma que hubiera que la concentracion final de hierro en el medio de cultivo
fue 10 y 100 ug/pL. Después de 24 h, las células se visualizaron mediante tincién con
azul de Prusia para la deteccion de hierro. Las células se fijaron durante 10 minutos en
formaldehido al 4%, se tifieron durante 30 minutos con un volumen igual de acido
clorhidrico al 20% y ferrocianuro potasico tihidrato al 10%, y se mantuvieron a contraste
durante 15 minutos con una solucidon Nuclear Fast Red (Sigma-Aldrich). Las muestras se
deshidrataron y se adhirieron a los portaobjetos de vidrio para su observacién mediante
microscopia dptica (LeicaDMILLED). Se utilizé una modificacion en el proceso de tincién
gue aumenta el tiempo de exposicién con la solucion Nuclear Fast Red (45 min) para
intentar determinar mejor si hay presencia de hierro en el nucleo después de 24 h de
exposicion.
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6.3.1.2. INTERNALIZACION DE LAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS EN LAS CELULAS
CANCEROSAS

La determinacion cuantitativa de la internalizacién del hierro en células T-84 se
realiz6 mediante el ensayo de fereno-s. Brevemente, las células se sembraron a 1 x 10%
células/pocillo en una placa de 24 pocillos en 0.4 ml de DMEM suplementado. Después
de 24 h, las células se trataron con los magnetoliposomas en concentraciones de 10, 50
y 100 pg/mly con y-Fe;03 en concentraciones equivalentes durante diferentes tiempos
de exposicion (0.5, 2, 6 y 24 h). Después de estos tiempos, las células se lavaron con PBS,
se centrifugaron y se separaron. Los pellets obtenidos de estas muestras se lavaron con
PBSy, después de la centrifugacién, se resuspendieron en un volumen final de 50 pl. Un
volumen de 950 pl de la solucidn de trabajo (5mM ferene-s, 0.2 M de 4cido ascérbico
en acetato de amonio 0.4 M, pH 4.3) (Sigma-Aldrich) se agregd a cada muestra y se dejo
a temperatura ambiente y protegida de la luz durante 20 h. También incluimos
estandares de hierro FeCls. Finalmente, las muestras se midieron por triplicado en un
colorimetro multiscan de Titertek (flujo) a 570 nm. El método de Bradford se utilizé para
la cuantificacidon de proteinas con el fin de expresar los resultados de acuerdo con la

concentracion de proteinas celulares.

6.3.1.3. APLICACION DE UN GRADIENTE MAGNETICO IN VITRO

Para determinar cualitativamente la movilidad inducida magnéticamente de las
células tratadas con y-Mag-NP-LP, se sembraron células T-84 en placas de Petri (35 x 10
mm) a una densidad de 1 x 10° células / placa y después de 24 h se trataron con 10y
100 pg/ml de y-Fe203 y magnetoliposomas. Las células no tratadas se utilizaron como
control negativo. Después de 6 horas de exposicidn, las células se lavaron dos veces con
PBS vy se tripsinizaron. Las células centrifugadas se resembraron en medio fresco y se
colocd un iman debajo de las placas de Petri. Algunos platos quedan sin iman, son el
grupo control. Después de 24 h, las células se fijaron con acido tricloroacético y se
tifieron con SRB para observar cualitativamente la distribucién de las células en los

platos fotografiados. La confluencia de las células en diferentes regiones de la placa de
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Petri se observé mediante microscopia dptica, especificamente en areas ubicadas en la

periferia y en el centro del iman.

6.3.1. RESULTADOS Y DISCUSION

Para observar la internalizacién y la acumulaciéon de magnetoliposomas en células
normales y tumorales se utilizé la tincidn de azul de Prusia. Como se muestra en las Figs.
6.3. y 6.4., se detectd una presencia intensa de y-Fe,Os tras 24 horas de exposicion.
Ademas, no se observd ninglin aumento significativo en la intensidad de la tincion
después de alcanzarse el maximo de y-Fe,0s incorporado en la célula a las 24 h. Ademas,
los magnetoliposomas facilitaron la acumulacién de y-Fe;0s en las células tumorales, las
cuales presentan una tincién mas intensa que las que acumulan solo y-Fe;03. De hecho,
la y-Fe203 mostrd una baja tasa de internalizacién. La acumulacién de y-Fe>0s fue mas
intensa en el citoplasma celular, cerca de las estructuras de la membrana celulary en la
region perinuclear (Fig. 6.4). Otros autores han obtenido distribuciones intracelulares
similares de y-Fe,03 para nanoformulaciones magnéticas probadas en cultivos celulares
[Calero y cols., 2015]. Sin embargo, en otros casos, se han observado localizaciones
citoplasmicas y nucleares de liposomas magnéticos, por ejemplo para
magnetoliposomas funcionalizados con el fragmento de anticuerpo de cadena unica del
receptor anti-transferrina (TfRscFv) en la linea celular de cancer de mama humano MDA-

MB231 [Yang y cols., 2008].
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y-Fe,0; Magnetoliposomas

100 pg/ml 10 pg/mi

Control

Fig. 6.3. Tincion con azul de Prussia de las células T-84 expuestas a los
magnetoliposomas. Las células no tratadas se utilizaron como control. Se utilizé
concentraciones de 10 y 100 pg/mL de y-Fe203 y magnetoliposoamas. La acumulacion
se observo a las 24 h usando un microscopio de campo brillante equipado con una
camara digital en color (Magnification x40). Detalle de la acumulacién celular de y-
Fe,0s3 transportada por los magnetoliposomas (a, b) y y-Fe,0s libre (c) a 100ug/ml

(Magnificacion x 60).
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Fig. 6.4. Tincion con azul de Prusia de células T-84 expuestas a magnetoliposomas vy y-
Fe203 (10 pg/mL) durante 24 y 48 h. Se usé una modificacion en el proceso de tincidn
para determinar la ubicacion intracelular del hierro en las células T-84 mediante la
intensificacion de la tincion del nucleo (ver Métodos). Las células no tratadas se

utilizaron como control negativo. Magnificacién 20 x.

La internalizacién de los magnetoliposomas se estudié mediante el ensayo de
ferene-s. Como se muestra en la Fig. 6.5., la presencia de hierro dentro de las células del
cancer de colon humano T-84 puede detectarse después de la exposicién tanto a los
magnetoliposomas como a la y-Fe,03 en tiempos muy cortos (0.5 h) como se ha
demostrado anteriormente por otros autores [Bothun y cols., 2011; Hachani y cols.,
2017]. A dosis bajas, se observé una pequefia internalizacién de las particulas de y-Fe;03
y de los magnetoliposomas que aumentd de una manera dependiente de la

concentracion. Curiosamente, después de 6 h de exposicion a los magnetoliposomas, la
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concentracion de hierro se mantuvo constante o incluso aumenté. Por el contrario, se
observé una disminucién en el hierro intracelular a las 6 y 24 h a pesar de la exposicidon
a y-Fe;0s. Estos resultados apoyan los obtenidos con tincién con azul de Prusia que

muestra una mayor internalizacién de los MLP a las 24 h.

Magnetoliposomas vem.. V-Fe;0; 10pg/mL —— Magnetoliposomas
8 10 g/mL Magnetoliposomas 50 pg/mL
wii y-Fe,0; 50 pg/mL *®* 100 pg/mL ~=®= y-Fe,0; 100 pg/mL

o

o

ug Fe/mg proteina
w -~

05 2 6 24
Tiempo (horas)

Fig. 6.5. Internalizaciéon de las particulas de y-Fe;Osy magnetoliposomas en células
de cancer de colon humano T-84. El estudio se llevé a cabo en varios tiempos de
exposicién de 0.5, 2, 6 y 24 h mediante el ensayo de fereno. Los valores representados

corresponden a la media + desviacidn estandar de tres determinaciones.

Finalmente, para determinar la ubicaciéon celular y la distribucién de los
magnetoliposomas (Fig. 6.6.), realizamos un ensayo TEM. Las células tratadas mostraron
agrupaciones de magnetoliposomas que se localizaban con frecuencia cerca de la
membrana celular. La membrana celular envuelve los magnetoliposomas, formando
vesiculas en la periferia del citoplasma que podriamos llamar endosomas. Por lo tanto,
parece que los magnetoliposomas entran en las células a través de una via de tipo
endocitica, algo ya descrito por otros autores [Calero y cols., 2015; Zhang y cols., 2013].
También se observaron areas periféricas de las células con magnetoliposomas rodeados

por extensiones de membrana celular (Fig. 6.6.c), lo que sugiere que la captacion celular
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también se produjo a través del mecanismo de macropinocitosis [Cafiete y cols., 2010;
Kocbek y cols., 2013]. Ademads, se observaron magnetoliposomas en mitocondrias y
regiones internas del citoplasma rodeadas por una membrana. Kocbek y cols. (2013)
también observé nanoparticulas poliméricas magnéticas dentro de las mitocondrias de
las células de cultivo, aunque estos autores atribuyeron esta ubicacidn a la aplicacion de
una fuerza magnética. Hay que tener en cuenta que no se observaron
magnetoliposomas en el nucleo ni tampoco dafos en las demas organelas del
citoplasma celular. Del mismo modo, no se registraron grupos de estas nanoparticulas

en las células T-84 no tratadas (Fig. 6.6.a y b).
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Fig. 6.6. Andlisis TEM de células T-84 incubadas con magnetoliposomas. Las células
T-84 no tratadas muestran la morfologia tipica de las células tumorales (a y b).
Imagenes secuenciales de la internalizacion de los magnetoliposomas en las células T-
84; se puede ver los magnetoliposomas en la periferia de la membrana celular (c) y el
inicio de su internalizacion (d). Dentro de las células T-84, pueden verse

magnetoliposomas en el citoplasma (e), rodeado de estructuras de membrana (f), o
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dentro de las mitocondrias (g y h). Detalle de magnetoliposomas en citoplasma celular

(Q).

Para demostrar la funcionalidad de los magnetoliposomas después de la
internalizacidn celular, las células T-84 tratadas con estas nanoparticulas se expusieron
a la accién de un campo magnético. Primero se demostrd la ausencia de influencia del
campo magnético en la proliferacién celular (Fig. 6.7.a). Previamente se han descrito
otros trabajos en los que la migracién celular mediante la internalizacién de particulas
magnéticas indicé una actividad magnética suficiente para, por ejemplo, modificar la
direccion y la velocidad de las células migratorias (queratinocitos y fibroblastos) en la
terapia celular [Bradshaw y cols., 2015]. En nuestro caso, como se muestra en la Fig. 6.7.
(b y d), las células tefiidas con SRB migraron y se acumularon en la periferia de un iman
ubicado en el centro de las placas de Petri, donde se pudo detectar una gran con-
fluencia celular en relacién con otras dreas de la placa. Por lo tanto, las nanoparticulas
de y-Fe;0s3 en las células causan su movimiento hacia la ubicacién del iman. De hecho,
en las células tratadas con magnetoliposomas y que no fueron expuestas al iman no se
observd esta distribucion. Tampoco en las células no tratadas que obviamente no
migraron y mostraron una distribucién homogénea en las placas de Petri. Otros autores
han obtenido resultados similares, donde las células migran a la perifereria de los
imanes sin cambios en la viabilidad celular [White y cols., 2015]. Finalmente podemos
decir que estos resultados indican que los magnetoliposomas permanecen en
funcionamiento después de la internalizacion celular, lo que significa que podrian
utilizarse en diferentes aplicaciones. Por ejemplo, se han usado magnetoliposomas
funcionalizados para eliminar células tumorales migratorias de los fluidos peritoneales

de ratones mediante filtracion magnética [Scarberry y cols., 2011].
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Fig. 6.7. Migracion de las células T-84 después del tratamiento con los
magnetoliposomas durante 6 h. Posteriormente se separaron y se volvieron a sembrar
en medio fresco con y sin iman. Porcentaje de la viabilidad celular de las células T-84
después de su exposicion al campo magnético (a). Se obtuvieron imagenes
representativas de los cultivos después de 24 horas en los platos resembrados (b). Las
células no tratadas se utilizaron como control. Imagenes representativas de la placa de
Petri de la densidad del cultivo de células T-84 (microscopia dptica) tratadas con
magnetoliposomas, con y sin iman, destacando las regiones periférica (PR) y central
(CR) del iman (Magnificacion 10 x)(c). Esta imagen muestra como la circunferencia del
iman, representada por la linea discontinua, se corresponde con el agrupamiento de

celdas visto en la imagen anterior (d).
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7.CONCLUSIONES







El presente trabajo de investigacion tiene tres objetivos principales. El primero es el
disefio y elaboracion, bajo condiciones dptimas, de un nanosistema mixto de tipo
liposomal con capacidad de respuesta a estimulos magnéticos aplicados. El segundo es
la vehiculizacién del farmaco corticoide prednisolona en el citado sistema
transportador. Y el tercero es determinar su biocompatibilidad para ser utilizado en la
terapia del cdncer. Las principales aportaciones pueden resumirse en las siguientes

conclusiones:

1. Sobre la sintesis de los magnetoliposomas.

- Se ha puesto a punto un procedimiento reproducible de sintesis de
magnetoliposomas, formadas por coloides magnéticos (maghemita) y un recubrimiento
vesicular lipidico (liposomas), ambos biodegradables. La metodologia de sintesis de los
nucleos de 6xido de hierro es muy sencilla y permite la obtencidn de nanoparticulas
superparamagnéticas. Por otro lado el procedimiento de formulacién de las estructuras
vesiculares magnéticas se fundamenta en una variacién del método de hidratacién de

capa fina (thin layer evaporation method).

- Para optimizar las condiciones de la sintesis, se analizd el efecto que tenia la
proporcidn inicial de masas maghemita:fosfolipido sobre la sintesis de los

magnetoliposomas, y se concluyd que la relacidon 4:2 era la 6ptima.

2. Sobre la geometria y composicion quimica.

- La metodologia de sintesis desarrollada permite obtener magnetoliposomas con

un tamafio muy apropiado para la via de administracion parenteral.

- Mediante la comparacion de los difractogramas de rayos X obtenidos para la
maghemita y los magnetoliposomas con el patrén ASTM de este éxido de hierro, se
comprobd la perfecta coincidencia de las lineas de estos difractogramas con las del
patron. Esto permite identificar las muestras como maghemita y observar la elevada

cristalinidad de ésta, incluso tras quedar incluida en una matriz vesicular lipidica. Con
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ello, es de esperar que las propiedades magnéticas persistan tras el recubrimiento de

los nucleos magnéticos por la vesicula liposomal.

- El analisis del espectro de infrarrojos constituye una nueva prueba de la eficacia de
la metodologia de sintesis desarrollada para los magnetoliposomas, ya que permitio la
identificacion de las bandas caracteristicas de la estructura liposomal en la muestra de

magnetoliposomas, asi como la banda propia de la maghemita.

3. Sobre las propiedades eléctricas superficiales

- El andlisis comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los tres tipos
de particulas mediante electroforesis constituye una nueva prueba de la eficacia de la
metodologia desarrollada de sintesis de magnetoliposomas. Se comprueba cémo la
vesicula liposomal oculta eficazmente los nucleos magnéticos, haciendo que la
superficie de los magnetoliposomas sea indistinguible de la de los liposomas, desde un

punto de vista electrocinético.

La electroforesis, por su gran sensibilidad a pequefos cambios en la superficie de los
coloides, puede ser una herramienta eficaz en la caracterizacién del proceso de

degradacion de los magnetoliposomas.

Este estudio electrocinético sirve para justificar el mecanismo de formacién de los
magnetoliposomas. Dicha estructura se genera como consecuencia de la atraccion
electrostdtica entre las nanoparticulas de magnetita cargadas positivamente y las
bicapas lipidicas multilamelares con carga negativa, lo que induce que los nucleos

magnéticos queden englobados en la matriz liposomal.

4. Sobre las propiedades termodinamicas superficiales

- Utilizando un modelo termodinamico aplicable a la interfase sdlido/liquido ha sido
posible llevar a cabo una completa caracterizacion termodinamica superficial de los

magnetoliposomas sintetizados.
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- La diferente naturaleza de las superficies de la maghemita, liposoma vy
magnetoliposoma 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 libre superficial total de cada tipo de sélido.

- Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se manifiestan en las
caracteristicas hidrofobas/hidrofilas de los diferentes nanomateriales. La naturaleza
hidroéfila de la maghemita se pierde al ser recubierta por el lipido hidréfobo, lo que se
considera una prueba muy significativa de la eficacia de la metodologia de sintesis

desarrollada para la obtenciéon de magnetoliposomas.

Utilizando la informacién obtenida en este estudio termodinamico, se puede
justificar el mecanismo de formacién de los magnetoliposomas, ya que
termodindmicamente es mds favorable para la matriz liposomal permanecer en

contacto con los nucleos de éxido de hierro antes que estar aislada en el agua.

5. Sobre las propiedades magnéticas.

- La determinacidn del ciclo de histéresis de los magnetoliposomas ha resultado muy
util en la caracterizacion de sus propiedades magnéticas. Al quedar englobados los
nucleos de éxido de hierro en el interior de la vesicula liposomal, los magnetoliposomas
obtenidos presentan una muy adecuada capacidad de respuesta magnética. De esta
manera, es de esperar que sean facilmente dirigidos hasta el lugar de accion bajo la
exposicidn a un gradiente de campo magnético externo. Esta excelente capacidad de
respuesta a gradientes de campos magnéticos se ha corroborado cualitativamente de
forma visual y mediante microscopia 6éptica en dispersiones acuosas de

magnetoliposomas.

6. Sobre la reologia.

-Las formulaciones presentan un comportamiento newtoniano. La viscosidad es
practicamente constante para cualquier velocidad de deformacién aplicada. Este

comportamiento se sigue manteniendo a lo largo del tiempo de estudio.
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7. Sobre la capacidad de vehiculizacion de prednisolona

- Se ha desarrollado y validado un procedimiento espectrofotométrico sencillo para
la determinacién de la incorporacion del farmaco en los magnetoliposomas, también

aplicable a los ensayos de liberacién.

- Se han definido las condiciones éptimas de vehiculizacién de prednisolona en los
magnetoliposomas mediante adicién del principio activo en el medio oleoso que

quedard englobado en la bicapa lipidica.

- El andlisis espectrofotométrico desarrollado pone de manifiesto la vehiculizacién

de prednisolona en el interior de los magnetoliposomas.

- Se logra la liberacién sostenida en el tiempo de la dosis de prednisolona

vehiculizada. Este proceso es bifasico y apropiado para fines terapéuticos.

7. Sobre la hemocompatibilidad y citotoxicidad.

- La excelente hemocompatibilidad y la ausencia de citotoxicidad comprobada in
vitro, permite esperar que los magnetoliposomas tengan una buena biocompatibilidad

para fines biomédicos.

8. Sobre la internalizacion celular

- Mediante la técnica azul de Prussia se comprueba que los magnetoliposomas

entran en la célula tras la exposicion de éstos en un tiempo corto.

- La visualizacion de los magnetoliposomas en el interior de la célula permitid
observar que se introducen en la célula mediante procesos de endocitosis
principalmente. Se localizaron en la periferia de la membrana celular rodeados por
extensiones de membrana celular, en el interior de las mitocondrias y en el citoplasma

celular.
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- La migracién de las células tras la exposicion a un gradiente magnético externo
indica la excelente respuesta magnética que presentan los magnetoliposomas una vez
internalizados en la célula y, por tanto, su posible utilidad como transportadores del

farmaco prednisolona a la masa cancerosa.
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