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Resumen

El cédncer es una enfermedad heterogénea y dindmica que requiere una
Medicina personalizada. La Nanotecnologia pretende dar respuesta a esta
necesidad, mediante el desarrollo de sistemas de liberacién controlada
de agentes terapéuticos para mejorar la eficacia y seguridad de los
tratamientos quimioterdpicos, asi como el desarrollo de nuevos enfoques
terapéuticos 'y de  diagndstico avanzado. Los  ultimos  esfuerzos
cientificos  aspiran al  desarrollo de  plataformas  nanotecnoldgicas
multifuncionales, para mejorar el prondstico del cancer, siendo
los 6xidos de hierro uno de los nanomateriales mas prometedores para tal
fin.

La Tesis Doctoral tiene como objetivo principal el diseio de un
nanosistema biocompatible para el tratamiento combinado de tumores
mediante quimioterapia e hipertermia magnética y con capacidad de
diagnéstico por resonancia magnética de imagen.

Con este fin se ha disefiado una metodologia reproducible de obtencién de
nanoparticulas  de  magnetita  embebidas en una  matriz  de
poli(e-caprolactona) y  posteriormente  funcionalizadas con  quitosano.
Este nanocompuesto se ha sometido a una extensa caracterizacién para
verificar su tamafio, estructura, composicién quimica, carga eléctrica y
termodindmica superficial, estabilidad coloidal y capacidad magnética. La
biocompatibilidad de las nanoparticulas se ha investigado mediante
ensayos celulares de proliferacion y morfologia, mientras que su
idoneidad para la via de administraciéon parenteral se ha verificado
mediante  ensayos de  hemocompatibilidad. La  capacidad de los
nanocompuestos como sistema de transporte controlado de gemcitabina se
ha analizado mediante exhaustivos ensayos in vitro de carga y liberacién
de farmaco, y de citotoxicidad inducida en células tumorales. La aplicabilidad de los
nanocompuestos en hipertermia magnética antitumoral
ha sido evaluada mediante la utilizacién de campos -electromagnéticos en
cultivos de lineas celulares de céncer. Se ha estudiado también Ila
relajatividad de las nanoparticulas para validar su uso como agente de
contraste en resonancia magnética de imagen. Aprovechando su capacidad
como agente de contraste T, se han realizado estudios de
biodistribucién.

A la vista de los resultados obtenidos, puede concluirse que las
nanoparticulas [(magnetita/poli(e-caprolactona)]/quitosano constituyen
una herramienta biocompatible multifuncional (quimioterapia +
hipertermia + agente de contraste en resonancia magnética de imagen) con
posibilidades prometedoras para la teranosis frente al cancer.

Palabras clave: cincer, nanoparticulas, magnetita, poli(e-caprolactona), gemcitabina,
quimioterapia, sistema de liberacién controlada, hipertermia, resonancia magnética de
imagen



Abstract

Cancer is a heterogenous and dynamic disease that requires a more personalized
medicine. Nanotechnology goals is to give an answer to this necessity by means of the
engineering of controlled drug delivery systems to enhance both efficacy and safety
chemotherapy profile but also to develop novel therapeutic approaches and advanced
diagnostic tools. Current research efforts aim to design multifunctional platforms for
an improved cancer prognosis. In that sense, iron oxides are one of the most promising
nanomaterials.

The PhD thesis main purpose is to design a biocompatible nanosystem for combined
antitumoral treatment based on chemotherapy and magnetic hyperthermia and
diagnosis capability via magnetic resonance imaging.

With that aim, a reproducible obtaining methodology has been developed for magnetic
nanoparticles inclusion into a poly(e-caprolactone) matrix which was then
functionalized using chitosan. Resultant nanocomposites have been submitted to an
extensively characterization for size, structure, chemical composition, electrical
charge and thermodynamic surface, colloidal stability and magnetic capability.
Nanoplatform biocompatibility has been researched using proliferation and
morphologic cellular assays whereas parenteral administration has been validated
through an haemocompatibility evaluation. Control gemcitabine delivery
nanocomposites potential has been investigated by exhaustive in vitro tests of drug
payload and release in addition to the induced cytotoxicity in tumour cells.
Antitumoural magnetic hyperthermia nanosystems possibilities have been explored by
applying electromagnetic fields to tumoral cell lines cultures. Magnetic relaxitivity was
also studied for nanoparticle validation as a contrast agent in magnetic resonance
imaging. Taking into account nanoparticle capacity as a T, contrast agent,
biodistribution experiments have been realized.

In view of the results obtained, it can be concluded that magnetite/poly(e-
caprolactone)]/chitosan nanoparticles constitute a biocompatible multifunctional tool
(chemotherapy + hyperthermia + contrast agent for magnetic resonance imaging) with
promising possibilities for the theragnosis against cancer.

Key words: cancer, nanoparticles, magnetite, poly(e-caprolactone), gemcitabine,
chemotherapy, controlled drug delivery system, hyperthermia, imaging magnetic
resonance
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Capitulo 1

Antecedentes, objetivos y plan

del trabajo de investigacion



1.1 Antecedentes

1.1.1 Cdncer

El cancer constituye actualmente una de las principales causas de muerte a nivel
mundial y se espera que su incidencia siga siendo creciente en el futuro. Segtin Pilleron
y cols., el nimero de pacientes diagnosticados con cancer se vera triplicado en 2050

debido, en gran parte, al envejecimiento de la sociedad (1).

En Espana, el cancer fue la segunda causa de muerte tras las enfermedades del sistema
circulatorio en 2018 (2). Este panorama se ha visto claramente alterado con la pandemia
por COVID-19 que ha posicionado las enfermedades infecciosas a la cabeza del grupo de
enfermedades que mas contribuyen a la mortalidad de la poblacién. El andlisis
estadistico publicado por el Instituto Nacional de Estadistica de las defunciones en los
cinco primeros meses de 2020 sefiala que la principal causa fueron las enfermedades del
sistema circulatorio (23%), seguidas por las enfermedades infecciosas (20,9 %) y los
tumores (20,4 %). A pesar de todo esto, se ha producido un aumento del 0.5 % de la

mortalidad por tumores respecto al mismo periodo del afio anterior (3).

El céncer estd constituido por un grupo de enfermedades caracterizadas por una
proliferacién celular descontrolada y la ausencia de muerte celular que, a excepcién de
los canceres hematoldgicos, genera una masa celular anormal conocida como tumor.
Da comienzo con la transformacién de una célula no maligna a una célula maligna.
Dicha transformacién estd formada por una serie de procesos que suceden a partir de
la adquisicién de alteraciones originadas principalmente por el dafio o la mutacién de
proto-oncogenes que codifican protefnas y/o genes. Estas alteraciones conducen al
aumento de la proliferacién celular, evasién de la supresién del crecimiento, sefiales de
muerte celular, induccidn de angiogénesis, y, por ultimo, la activacién de mecanismos
que conducen a la invasién tisular y metastasis. Sin embargo, no siempre se mantiene
esta secuencia. El desarrollo y la progresién del cancer no sigue un curso fijo siendo
probablemente mds acertado considerarlo como una desestabilizacién integrada de
procesos celulares clave. Incluso después de haberse producido la transformacién
maligna mencionada, el cdncer se mantiene dindmico y continda evolucionando debido
a cambios genéticos, transcriptémicos, epigenéticos y/o fenotipicos. De esta forma, el

cancer se considera una enfermedad dindmica cuya evolucién podria desembocar en

-2 -



ultima instancia en un tumor heterogéneo desde el punto de vista molecular. Asimismo,
la masa tumoral estaria compuesta por células cancerigenas con distintas
caracteristicas moleculares que supondrdn una diferente sensibilidad a las terapias

contra el cancer (4-6).

La reseccién quirdrgica del tumor y la radioterapia son los tratamientos mas efectivos
cuando el cancer se presenta de forma localizada, es decir, en fases tempranas de la
enfermedad donde no tiene lugar la metéstasis. Desafortunadamente, cuando el cancer
avanzay se inicia el proceso de metéstasis, estos enfoques terapéuticos no presentan la
suficiente eficacia para erradicarlo. Puesto que la metastasis conlleva la invasién de
otros tejidos a través del sistema circulatorio y linfatico, pasa a cobrar importancia el
uso de agentes anticancerigenos con una extensa biodistribucién. La quimioterapia, la
terapia bioldgica e inmunoterapia constituyen entonces las herramientas para el
tratamiento del cancer debido a su alta capacidad de alcance a través del torrente

circulatorio.

La quimioterapia es el grupo terapéutico de mayor variedad y mas utilizado en el
tratamiento del cdncer cuando se diagnostica en estados metastasicos. Los fArmacos
quimioterdpicos son compuestos capaces de inhibir la rdpida proliferacién de las
células cancerigenas. Sin embargo, a menudo carecen de la suficiente especificidad lo
que provoca que también actuen frente a células no cancerigenas. En general, las células
mas afectadas son aquellas que presentan una rapida capacidad de divisién como las de
los foliculos pilosos, la médula dsea, y el tracto gastrointestinal conduciendo a efectos
adversos que pueden llegar incluso a alcanzar efectos téxicos impidiendo la

continuacién del tratamiento (7).
1.1.2 Nanotecnologia

A pesar de los importantes progresos en el tratamiento quimioterdpico del céncer,
como las terapias combinadas o el uso de agentes adyuvantes, los efectos adversos y la
toxicidad han constituido una enorme limitacién. Ante esto, surgen las terapias
dirigidas, un modelo de terapia cuyo objetivo es bloquear de forma especifica el
crecimiento de las células cancerigenas tal y como proponia Paul Ehrlich con el uso de
magic bullets (8). Las terapias dirigidas se clasifican como directas o indirectas en funcién
del enfoque que presenten. Los anticuerpos monoclonales son, probablemente, los

agentes de terapia dirigida directa que mayor crecimiento han presentado en las
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ultimas décadas (9). Por otro lado, el uso de sistemas de liberacién controlada y, més
concretamente, de nanotransportadores, estin siendo ampliamente utilizados y

desarrollados como terapias dirigidas indirectas (10,11).

Con el rdpido avance de la Nanotecnologia en Medicina, el uso de medicamentos
basados en nanoparticulas (NPs) ha incrementado significativamente durante las
ultimas décadas. En la tabla 1 se recogen los medicamentos basados en NPs aprobados
para su uso clinico en Estados Unidos y Europa por la Food and Drug Administration (FDA)
y la European Medicines Agency (EMA) para el tratamiento del cdncer. A pesar de que la
mayoria de formulaciones nanotecnoldgicas estdn dirigidas al cancer, cada vez existen
mas ejemplos del desarrollo de este tipo de formulaciones para otras indicaciones
terapéuticas. Uno de los ejemplos mds recientes lo constituye las dos vacunas
actualmente aprobadas para la infeccion por COVID-19 desarrolladas por las
farmacéuticas Pfizer y Moderna. Estas vacunas estdn constituidas por ARN mensajero

encapsulado en NPs de base lipidica (12,13).



Tabla 1. Formulaciones basadas en nanoparticulas aprobadas en la clinica para el
tratamiento del cancer. Concretamente, se recoge los medicamentos aprobados por la Food
and Drug Administration (FDA) y la European Medicines Agency (EMA). El afio de aprobacidn, agente
terapéutico, tipo de nanoparticula y tipo de cancer al que estd dirigido son recogidos para cada

medicamento (14,15).

] Afio de Agente Tipo de ] )
Medicamento » o ) Tipo de cancer
aprobacion | terapéutico nanoparticula
Mama, ovario,
Liposomas
Caelyx/Doxil® 1995 (FDA) Doxorrubicina mieloma
pegilados
multiple
Sarcoma de
DaunoXome® 1996 (FDA) | Daunorrubicina Liposomas
Kaposi
Metéstasis de
Myocet® 2000 (EMA) | Doxorrubicina Liposomas
mama
Pulmdén (células
. no pequefias),
Abraxane® 2005 (FDA) Paclitaxel Albimina )
pancreas y
mama
Conjugado ) Leucemia
Conjugado protéico )
Oncaspar® 2006 (FDA) | covalente de L- linfobl4stica
pegilado
asparaginasa aguda
Mepact® 2009 (EMA) Mifamurtida Liposoma Osteosarcoma
PEG-interferon | Conjugado protéico
Sylatron® 2011 (FDA) Melanoma
a-2b pegilado
Leucemia
Margqibo® 2012 (FDA) Vincristina Liposoma linfoblastica
aguda
3 Nanoparticula
Nanotherm® 2013 (EMA) | Oxido de hierro ) Glioblastoma
metalica
Onyvide® 2015 (FDA) Irinotecan Liposoma Pancreas
Daunorrubicina Leucemia
Vyxeos® 2017 (FDA) Liposoma
y citarabina mieloide aguda
Oxido de Nanoparticula
Hensify® 2019 (EMA) Sarcoma
hafnio metalica




Estas formulaciones nanotecnoldgicas estdn constituidas por particulas de tamafio
nanométrico capaces de transportar agentes anticancerigenos. El objetivo principal es
el transporte especifico a la masa tumoral para que se dé la liberacién en ella viéndose
limitada la llegada a tejidos sanos. Esto conduciria a alcanzar una concentracién eficaz
del agente terapéutico en el tumor de forma conjunta a la considerable disminucién de
la concentracién en los tejidos sanos en comparacién con la administracién del agente
terapéutico libre aumentando, asf, su perfil de seguridad. Estos nanotransportadores
contribuyen también a la reduccién de la degradacién de los agentes terapéuticos,
aumentando su tiempo de semivida plasmdtica (t,;,). En general, contribuyen a la
mejora de las caracteristicas fisicoquimicas de los agentes terapéuticos con una clara

repercusién positiva sobre su perfil farmacocinético (16).
1.1.3 Diserio avanzado de nanoparticulas

El disefio de las NPs debe de ser cuidadosamente estudiado. La estructura y composicién
de las NPs presenta una enorme repercusion sobre su interaccién en medios bioldgicos.
El mayor entendimiento del microambiente tumoral ha permitido avanzar

notablemente en el disefio de los nanosistemas.

Maeda H. fue uno de los primeros en sefialar cémo las caracteristicas fisiopatoldgicas
Unicas de la masa tumoral podrian ser de alto valor para el desarrollo de terapias
dirigidas basadas en NPs. Concretamente, definié el efecto de permeabilidad y
retencién aumentada (enhanced permeability and retention, EPR). La alta tasa de
crecimiento que se da en la masa tumoral aumenta la necesidad de nutrientes y
oxigeno. Ante esto, las células cancerigenas liberan factores de crecimiento para la
formacidn de nuevos vasos sanguineos capaces de suplir dichas necesidades. Si bien en
un estado fisioldgico este proceso es conocido como angiogénesis, en los tumores
malignos pasa a ser llamado como neo-angiogénesis. La diferencia existente entre
ambos procesos se debe a la mayor rapidez y abundancia con la que transcurre el
proceso en la masa tumoral con respecto a lo que tiene lugar en condiciones fisioldgicas.
Se ha visto como el rdpido proceso de formacién de una hipervasculatura da como
resultado una arquitectura vascular defectuosa, un drenaje linfatico ineficiente, y una
sobreproduccién de una serie de mediadores de permeabilidad. El efecto EPR podria,

por tanto, aumentar la llegada de nanotransportadores administrados por la via
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parenteral a la masa tumoral cuando su tamafio es lo suficientemente pequefio como
para poder atravesar los poros existentes en la neo-vasculatura, pero no en la
vasculatura normal. Ademds, el irregular drenaje linfatico promoveria la acumulacién
de los nanotransportadores en el microambiente tumoral (17,18). Se ha visto que el
efecto EPR no siempre se desarrolla o, al menos, no con la misma intensidad. Esto parece
deberse a la heterogeneidad del intra e intertumoral (4). A pesar de esto, el
descubrimiento de este efecto ha supuesto un gran avance en el disefio de las NPs (16).
La limitacién de tamafo de las NPs impuesta por este fenédmeno fisiopatoldgico ha
resultado ser de alta importancia para otros aspectos que determinan el

comportamiento de éstas en el organismo (10).

La rapida eliminacién que sufrian los primeros nanosistemas desarrollados aunado a los
avances en investigacién acerca del papel del sistema fagocitico mononuclear (SFM)
antes conocido como sistema reticuloendotelial, ha contribuido enormemente al disefio
requerido de las NPs en la actualidad. El mecanismo por el cual los macréfagos son
capaces de captar a las NPs viene determinado principalmente por el proceso de
opsonizacién. Una vez que las NPs entran en contacto con fluidos biolégicos, van a
comenzar a interaccionar con sus componentes. Como consecuencia, las NPs serdn
modificadas superficialmente mediante adsorcién de diferentes proteinas plasmaticas.
Este fendmeno se conoce como formacidn de la corona proteica u opsonizacién y se ha
visto que es capaz de dar lugar a un cambio significativo de las propiedades
fisicoquimicas incluyendo tamafio, carga superficial y estado de agregacién vy,
consecuentemente, a la identificacién por parte de los macréfagos, pero también por
las células diana. Se ha observado como las caracteristicas de la corona proteica van a
depender de las caracteristicas fisicoquimicas de las NPs pero también de otros factores
ambientales (concentracién de proteinas, temperatura, origen humano o murino,
fuente -suero fetal, suero bovino o plasma bovino-, presencia de anticoagulante...) y
fisiopatoldgicos (19,20). Con el objetivo de reducir esta adsorcién proteica y, asf,
aumentar el t,, de las NPs, surgen las estrategias de antiopsonizacién o stealth (21). Estas
estrategias se basan en la modificacién de las caracteristicas superficiales de las NPs
para retrasar el fenémeno de opsonizacién y, asf, la captura por parte de los macréfagos
que finalmente conlleva a la eliminacién. Concretamente, la modificacién superficial se
lleva a cabo mediante el recubrimiento o funcionalizacién de las NPs con polimeros

hidréfilos capaces de limitar el acercamiento de las proteinas plasmaticas mediante
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impedimento estérico (fig. 1) (18). El polimero mds ampliamente utilizado es el
polietilenglicol (PEG) que da lugar a la estrategia stealth més extendida, la pegilacién. El
primer medicamento basado en NPs, el Doxil®, estd formado por nanoliposomas
cargados con doxorrubicina (tabla 1). La pegilacién de estos nanotransportadores fue
clave para mejorar significativamente el perfil farmacocinético de este medicamento

(22).
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Fig. 1. Actuacién del sistema fagocitico mononuclear sobre las nanoparticulas. 1)

Nanoparticula de estructura basica (a) con bajo tiempo de semivida plasmética (células de la
vasculatura, b) debido a la rdpida eliminacién mediada por la actuacién del sistema fagocitico
mononuclear. Se produce la opsonizacién o unién superficial de opsoninas (c) seguida del
reconocimiento de éstas a través de receptores especificos (d) por los macréfagos lo que supone
la fagocitosis y eliminacién plasmdtica. 2. Nanoparticulas con un polimero hidréfilo unido a su
superficie (f) capaz de crear un impedimento estérico que retrasa la opsonizacién y, de esta

forma, el reconocimiento y la eliminacién por parte de los macréfagos.

El efecto EPR y la pegilacién se conocen de forma conjunta como estrategias de
transporte pasivo o passive targeting (18). La experiencia de la aplicacién de estas
estrategias ha puesto de manifiesto ciertas limitaciones. En el caso del efecto EPR ya se
ha mencionado como existen tumores con baja permeabilidad vascular. Por otro lado,
en el caso de las NPs pegiladas, se ha visto como una administracidn repetitiva de éstas
podria dar lugar al fenémeno de aclaramiento plasmatico acelerado. Dicho fenémeno
estd caracterizado por la pérdida de capacidad antiopsonizacién al inducir la

produccién de inmunoglobulinas M anti-PEG (23).
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Para combatir las limitaciones de las estrategias de transporte pasivo y/o contribuir a
la biodistribucién deseada de las NPs, se han desarrollado las estrategias de transporte
activo o active targeting. Estas estrategias conducen a una interaccién altamente
especifica de la NP y el tejido diana. El uso de ligandos unidos a la superficie de las NPs
para su interaccién especifica con determinados receptores sobreexpresados y/o

exclusivos de las células diana constituye uno de los enfoques mds investigados (fig. 2).

(a) L@ © ° @WIE @Y O

Fig. 2. Estrategias de transporte pasivo y activo. Nanoparticulas disefiadas para el transporte
especifico de agentes terapéuticos (a) que una vez administradas por via parenteral no pueden
atravesar la pared vascular (células de la vasculatura, b) de los tejidos sanos (célula normal, c).
Sin embargo, debido al efecto de permeabilidad y retencién aumentadas que puede producirse
en la masa de células tumorales (d) su extravasacidn a estos tejidos si se ve favorecida. Una vez
en la masa tumoral, las nanoparticulas pueden interaccidénar con las células diana a través de
sus receptores (e) si han sido funcionalizadas con los ligandos complementarios apropiados.
Esto permitirfa la internalizacién de la nanoparticula donde se desencadenarfa la liberacién del

farmaco (f).

La Nanotoxicidad o estudio de la toxicidad inducida por los sistemas nanoparticulados
contribuye enormemente al disefio de las NPs. Principalmente, se centra en los
nanomateriales que pueden ser utilizados de forma segura. Existen numerosos
nanomateriales de naturaleza orgéanica (lipidos y polimeros) e inorgéanica (silice y
metales)(24,25). Generalmente, las NPs constituidas por nanomateriales de naturaleza
organica son las que presentan un perfil mds biocompatible (26). El uso de NPs de

naturaleza inorganica requiere de un disefio especifico para adecuar las caracteristicas
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fisicoquimicas que presentan. Numerosas estrategias estdn siendo desarrolladas para
conseguir nanomateriales inorgdnicos seguros. Una de las estrategias mds extendidas
es el uso de recubrimientos organicos desarrollandose asi NPs hibridas de tipo core-shell

(27).

Avances en el desarrollo de nuevos nanomateriales de aplicacién en el transporte de
farmacos estd conduciendo al disefio de NPs capaces de liberar el agente terapéutico de
forma controlada desde el punto de vista espacial y temporal. La implementacién de
estos nanosistemas requiere del uso de materiales biocompatibles que sean susceptibles
a un estimulo especifico. Dichos estimulos supondrian un cambio en su estructura que
conducirfan finalmente a la acumulacién de las NPs en el tejido diana y/o a la liberacién
especifica del agente terapéutico transportado (28). Para tal fin, se han seleccionado
determinadas caracteristicas de la regién diana como podria ser la presencia y/o
sobreexpresion de un determinado enzima. Uno de los estimulos mds estudiados en los
tumores es el pH. El microambiente tumoral presenta una alta tasa metabdlica que
resulta en una incrementada produccién de protones. Debido a la importancia del
mantenimiento del pH para los procesos celulares esenciales, las células cancerigenas
expulsan una gran cantidad de protones a la matriz extracelular. Es asi como se produce
un microambiente 4cido en la matriz extracelular del tumor (29). De esta forma, el pH
de la masa tumoral se encuentra en valores sustancialmente mds acidos que el de los
tejidos sanos. Diferentes nanomateriales estdn siendo elaborados para ofrecer una
liberacién aumentada de agentes terapéuticos en ambientes de pH acido de forma casi
exclusiva en base a esta caracteristica fisiopatoldgica de los tumores. Esta estrategia se

denomina transporte activo mediado por pH.

Las NPs inorgdnicas tienen, en general, caracteristicas fisicas exclusivas de los
materiales que los componen en escala nanométrica (no observadas escalas de tamafio
superiores). Esto le confiere la posibilidad de desarrollar estrategias para controlar su
biodistribucién o la de los agentes terapéuticos que vehiculizan basadas en la aplicacién
de estimulos externos (aumento de la temperatura, aplicacién de campos magnéticos,

de ondas de ultrasonidos, luz o pulsos eléctricos) (fig. 3).
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Fig. 3. Estimulos para desarrollar estrategias de transporte activo. Multitud de estimulos
tanto internos como externos pueden ser utilizados para aumentar la llegada de los
nanosistemas al érgano diana y/o desencadenar la liberacién del agente terapéutico cargado
como es la sensibilidad al pH (a), la presencia de determinadas enzimas (b), la aplicacién de

ultrasonidos (c), de un campo magnético (d), luz (e) o temperatura (f).

Las NPs inorgédnicas presentan una gran variedad de posibilidades también en el
desarrollo de nuevas terapias como la hipertermia o el diagnéstico de imagen pudiendo
ser utilizadas para el desarrollo de NPs multifuncionales. La Nanotecnologia esté
involucrada de esta forma en el desarrollo de una medicina mds personalizada que
permita adaptar el enfoque terapéutico a las caracteristicas fisiopatoldgicas de cada
paciente y monitorizar el avance de la enfermedad y la respuesta al tratamiento a

tiempo real. Este enfoque es conocido como nanoteranosis y consiste en el desarrollo
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de NPs multifuncionales para el tratamiento y el diagndstico de la enfermedad

(24,30,31).
1.2 Objetivos

La presente Tesis Doctoral titulada como Formulacién de Nanoparticulas Biocompatibles y
Multifuncionales contra el Cdncer se engloba dentro de la linea de investigacién Tecnologia
del Medicamento del grupo de investigacién Farmacia Prdctica (CTS-205, Junta de
Andalucfa). Las investigaciones realizadas han sido posibles gracias a los siguientes

proyectos de investigacién competitivos:

Nanoestructuras basadas en particulas no esféricas. Sintesis y aplicaciones en el diagndstico y

tratamiento del cdncer
Referencia: P12-FQM-694
Entidad financiadora: Consejerfa de Innovacién, Ciencia y Empresa, Junta de Andalucfa.

Terapia combinada mediante el uso de nanocdpsulas funcionalizadas para la eliminacién

selectiva de células madre tumorales de cdncer de colon

Referencia: P119/01478

Entidad financiadora: Instituto de Salud Carlos III (ISCIII)

Sensores magnéticos no esféricos con aplicaciones biomédicas

Referencia: A1-FQM-341-UGR18

Entidad financiadora: Programa Operativo FEDER, Junta de Andalucia

Ademds, se han establecido colaboraciones con los siguientes grupos de investigacién

para la consecucién del trabajo de investigacidn:

Grupo de investigacién Fisica Aplicada y Sistemas Coloidales dirigido por el Dr.

Fernando Gonzélez Caballero de la Universidad de Granada

Centro de Investigacién Nanopharm dirigido por el Dr. Jag Shur asociado a la

Universidad de Bath (Reino Unido)

Laboratorio de Resonancia Magnética Biomédica dirigido por la Dr. Mar{a Luisa Garcia

Martin en el Centro Andaluz de Nanomedicina y Biotecnologia BIONAND
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Grupo de investigacién Nuevas Tecnologfas Aplicadas a la Investigaciéon Biomédica

dirigido por el Dr. José Carlos Prados Salazar de la Universidad de Granada

Su objetivo principal es el disefio de un nanosistema biocompatible para el tratamiento
combinado de tumores mediante quimioterapia e hipertermia magnética con capacidad
de diagnéstico de imagen como agente de contraste en resonancia magnética de imagen
(RMI). Este objetivo principal queda dividido en los objetivos de los distintos capitulos

que constituyen la memoria del trabajo de investigacién:
1. Formulacidn, funcionalizacién y caracterizacién

Se realizard un estudio exhaustivo de las condiciones dptimas de formulacién de NPs
biodegradables constituidas por un ndcleo magnético (magnetita, Fe;O,), un
recubrimiento polimérico [poli(e-caprolactona), PCL]. Las NPs resultantes asi como las
funcionalizadas con quitosano (CS) serdn sometidas a una extensa caracterizacién para
verificar su tamafo, composicién, estructura quimica, estabilidad coloidal y capacidad
magnética. Para tal fin, se utilizaran las técnicas de dispersién dindmica de luz (dynamic
light scattering, DLS), electroforesis (potencial zeta, ¢), microscopia electrénica de
transmisién de alta resolucién (HRTEM), microscopia electrénica analitica (AEM)
mediante espectroscopfa de dispersién de energia de rayos X (EDX), microscopia
electrénica de transmisién de barrido (STEM), termodindmica superficial (modelo de
van Oss), espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR), difraccién
de rayos X (XRD), ciclo de histéresis y una evaluacién magnética in vitro microscépica y
macroscépica. Las NPs de los materiales puros (Fe;0,, PCL y CS), serdn utilizados como

control cuando sea preciso.
2. Nanotoxicidad

El carécter biocompatible de los nanocompuestos desarrollados sera evaluado in vitro
mediante el ensayo de viabilidad celular de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) de lineas celulares normal y tumoral. Su idoneidad para ser
administrado por la via de administracién parenteral se investigara ex vivo mediante el
estudio de la hemocompatibilidad (hemolisis, activacién de plaquetas, activacién del

sistema complemento y tiempo de recalcificacién plasmatica).
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Los nanocompuestos finales de (Fe;0,/PCL)/CS serdn evaluados con mayor detalle
mediante la investigacién de la proliferacién y morfologia de una linea celular normal

utilizando un analisis de imagen high-content.
3. Hipertermia magnética

El andlisis de la capacidad de ejercer una terapia antitumoral de hipertermia sera
evaluado in vitro mediante la capacidad de alcanzar la temperatura de hipertermia al
ser sometidos a un campo electromagnético. La aplicabilidad de los nanocompuestos en
hipertermia magnética antitumoral se evaluara utilizando campos electromagnéticos
en ensayos de viabilidad celular MTT usando lineas celulares tumorales de céncer de

colon y de mama.
4. Vehiculizacién de Gemcitabina

La capacidad de los nanocompuestos de Fe;0,/PCL para vehiculizar gemcitabina (GEM)
sera evaluada mediante el estudio de las condiciones de formulacién ademas de la
citotoxicidad inducida en comparacién con el firmaco libre. Para tal fin, se estudiardn

distintas metodologfas para determinar con precision la capacidad de carga de farmaco.

El perfil de liberacién de GEM desde las nanoplataformas de Fe;0,/PCL y de
(Fe;0,/PCL)/CS en distintas condiciones de pH y temperatura permitirdn evaluar la
velocidad de liberacién de GEM en condiciones fisioldgicas, tumorales (pH 4cido) y de

hipertermia y, por tanto, la sensibilidad de los nanocompuestos ante estos estimulos.
5. Resonancia magnética de imagen y estudio de biodistribucién

La capacidad de los nanocompuestos de (Fe;0,/PCL)/CS de actuar como agente de
contraste en RMI serd investigada mediante el estudio de la relajatividad in vitro y el
estudio de biodistribucién mediante un ensayo de RMI in vivo y un andlisis histolégico

ex vivo.
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1.3 Plan del trabajo de investigacion

El trabajo de investigacién queda estructurado en multiples etapas:

1.- Eleccién del método de obtencién de las NPs poliméricas de PCL en funcién del
tamano hidrodindmico (Ry) y del rendimiento (R) resultante.

Caracterizacién electroforética de las propiedades eléctricas superficiales de las NPs
seleccionadas. La metodologia seleccionada serd la que genere particulas con las
caracteristicas deseadas para su inclusién en la estructura del nanosistema final.

Estos estudios se realizaron en el marco del Trabajo Fin de Grado (Grado de Farmacia,

Facultad de Farmacia, Universidad de Granada).

2.- Optimizacién de la metodologia de los nanocompuestos de Fe;0,/PCL en funcién del
Ry, la carga eléctrica superficial y el R.

Caracterizacién del tamafio, estructura, composicién quimica, estabilidad coloidal,
propiedades magnéticas y termodinamicas-

Estos estudios se realizaron mayoritariamente en el marco del Trabajo Fin de Méaster
(Méaster de Investigacién, Desarrollo, Control e Innovacién de Medicamentos,
Universidad de Granada) en colaboracién con el grupo de investigacién Fisica Aplicada
y Sistemas Coloidales de la Universidad de Granada y la estancia en el centro de

investigacién Nanopharm Ltd. (Reino Unido).

3.- Funcionalizacién con CS de los nanocompuestos de Fe,0,/PCL. Caracterizacién del
tamafio, estructura, composicién quimica, estabilidad coloidal y propiedades

magnéticas.

4.- Evaluacién del perfil biocompatible y hemocompatible de los nanocompuestos de
Fe,0,/PCLy de (Fe,0,/PCL)/CS.

Estos estudios se realizaron en colaboracién con el grupo de investigacién Nuevas
Tecnologias Aplicadas a la Investigaciéon Biomédica dirigido de la Universidad de
Granada y con la Unidad de Nanoimagen del Centro Andaluz de Nanomedicina y
Biotecnologia BIONAND y el grupo de investigaciéon Nuevas Tecnologias Aplicadas a la
Investigacién Biomédica dirigido por el Dr. José Carlos Prados Salazar de la Universidad

de Granada.
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5.- Evaluacién de la capacidad de hipertermia de los nanocompuestos de Fe,0,/PCLy de

(Fe;0,/PCL)/CS.

6.- Estudio de la carga de farmaco de los nanocompuestos de Fe,0,/PCL y de la
citotoxicidad resultante.

Estos estudios se realizaron en colaboracién con el grupo de investigacién Nuevas
Tecnologfas Aplicadas a la Investigacién Biomédica dirigido por el Dr. José Carlos Prados

Salazar de la Universidad de Granada

7.- Determinacién del perfil de liberacién de farmaco de los nanocompuestos de
Fe;0,/PCL y de (Fe;0,/PCL)/CS simulando condiciones fisioldgicas, tumorales y de

hipertermia.

8.- Estudio de la capacidad de los nanocompuestos de (Fe;0,/PCL)/CS como agentes de
contraste en RMI. Ensayo de biodistribucién de RMI in vivo y estudio histoldgico ex vivo.
Estos estudios se realizaron en colaboracién con el Laboratorio de Resonancia

Magnética Biomédica del Centro Andaluz de Nanomedicina y Biotecnologia BIONAND.
9.- Redaccidén de la memoria del trabajo de investigacién.

Estas etapas han sido complementadas con una intensa busqueda bibliografica,

divulgacién cientifica y formacién (Anexo I).
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Capitulo 2

Formulacidn, funcionalizacion y

caracterizacion



2.1 Introduccion

2.1.1 Magnetita

Las NPs son materiales nanométricos de cardcter orgdnico o inorgdnico con
caracteristicas exclusivas si son comparados con los mismos materiales, pero a una
escala superior de tamario. Dentro de la multitud de tipos de NPs desarrolladas hasta la
fecha, las NPs magnéticas constituyen uno de los grupos mas prometedores debido a su
aplicacién en multitud de areas siendo la RMI, los sistemas de liberacién controlada de

farmacos y la hipertermia antitumoral los de mayor interés.

Este grupo de NPs incluye metales puros como el cobalto, el hierro o el niquel, éxidos
metélicos como los 6xidos de hierro y aleaciones como las ferritas. Los éxidos de hierro
son ampliamente utilizados debido a que presentan bajo coste y juegan un importante
papel en numerosos procesos biolégicos y geoldgicos. Los tres 6xidos de hierro mads
comunes en la naturaleza son la Fe;0,, maghemita (y-Fe,0,) y hematita (a-Fe,0,). De
forma adicional, otros motivos por los que su uso es el mas frecuente es su perfil
biocompatible, su comportamiento superparamagnético y su estabilidad quimica a
temperatura ambiente (32,33). La Fe;0, se caracteriza por presentar una estructura
cristalina de tipo espinela inversa con iones de oxigeno que forma una red ctbica
compacta e iones de hierro ubicados en los intersticios. Su magnetizacién radica en el
acoplamiento antiferromagnético entre los iones Fe* en intersticios octaédricos y
tetraédricos, dejando los momentos magnéticos de los iones Fe* que se encuentran en
posiciones octaédricas como responsables de la magnetizacién de la celda unitaria (fig.

4) (34).
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Fig. 4. Estructura de Fe;0,. Los 4tomos de oxigeno (O, rojo) forman una celda unitaria cibica
centrada en las caras y los iones de hierro estdn alojados en los espacios intersticiales. Las
posiciones octaédricas estdn ocupadas por los iones de hierro Fe* (gris oscuro) y Fe* (gris claro)
por igual mientras que las posiciones tetraédricas estdn ocupadas unicamente por los iones de
hierro  Fe* (gris claro). Reproducidlo de Moreno R. 'y cols, 2020.
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Las propiedades magnéticas de las particulas de Fe,O,se definen por su induccién
magnética (B) y su dependencia al campo magnético aplicado (H). En la mayoria de los
casos se produce una relacién linear entre B y H de forma que se cumple la siguiente

relacién (Ec. 1):
B=uxH (1)

Donde u es la permeabilidad magnética de las particulas. Las particulas de Fe;O, son
paramagnéticas cuando u < 1 y diamagnéticas cuando u > 1. La susceptibilidad

magnética (x) también difiere en las particulas paramagnéticas y diamagnéticas (Ec. 2):
X=p-1 (2)

De forma que las particulas paramagnéticas tienen x > 0, mientras que las diamagnéticas

tienen x <0.
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Las propiedades magnéticas macroscdpicas de los materiales son consecuencia de los
momentos magnéticos asociados con sus dtomos individuales. En este sentido, las
particulas ferromagnéticas son aquellas donde se dan interacciones de acoplamiento
que hacen que los momentos magnéticos netos de spin de 4tomos adyacentes se alineen
unos con otros aun en ausencia de un campo magnético aplicado. Por este motivo,
cuando a particulas ferromagnéticas se les retira el campo magnético aplicado
presentan una magnetizacién permanente. A diferencia de lo que ocurre en el
ferromagnetismo, las particulas paramagnéticas no presentan esta magnetizacién

permanente cuando son retiradas del campo magnético aplicado.

El paramagnetismo es caracteristico de aquellos dtomos o moléculas que tienen
momentos magnéticos permanentes que no interaccionan entre si y que, en ausencia
de un campo magnético externo, se encuentran orientados al azar. Cuando los
materiales ferromagnéticos son reducidos a tamafio de particula més pequefio que un
dominio magnético (<10-20 nm), pasan a presentar propiedades superparamagnéticas.
Asi, las NPs de éxido de hierro superparamagnéticas presentan una magnetizacién
similar a la de los materiales ferromagnéticos y mayor que la de las particulas

paramagnéticas.

El caracter superparamagnético es esencial para la aplicacién biomédica de las NPs de
Fe;0, para asegurar su seguridad y eficacia. Las NPs superparamagnéticas no van a
presentar interacciones magnéticas entre ellas y, asi, se mantiene la estabilidad coloidal
al no producirse aglomeraciones de particulas. Desde el punto de vista de la seguridad,
esto va a disminuir la probabilidad de formacién de agregados una vez hayan sido
administradas via intravenosa lo que reduce la posibilidad de generar trombos en vasos
sanguineos de pequefio didmetro como los capilares. Desde el punto de vista de la
eficacia, se asegura el mantenimiento del pequefio tamafio durante su almacenamiento
y aplicacién siendo esto esencial para sus aplicaciones como, por ejemplo, en

hipertermia y de RMI (33,35-37).

El grado de cristalinidad, el tamafio y la forma son los principales pardmetros que
repercuten en las propiedades magnéticas de las NPs de Fe;0,. Puesto que todos ellos
van a depender en gran medida de la metodologia de sintesis, se han desarrollado una
gran multitud de procedimientos que pueden ser fisicos, quimicos y biolégicos. Los

métodos fisicos son los menos escogidos debido a que suelen ser altamente complejos y
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presentan la limitacién de no poder generar particulas en la escala nanométrica. Al
contrario de estos, los métodos bioldgicos y, mas concretamente, microbioldgicos, si
permiten obtener NPs de Fe,O, con caracteristicas dptimas y presentan una alta
reproducibilidad. Sin embargo, estos métodos conllevan un tiempo muy elevado que
llega a abarcar incluso semanas. Son los métodos quimicos los que se utilizan con mayor
frecuencia debido a su simplicidad, alto R y bajo coste, lo que ha permitido incluso su
desarrollo a escala industrial. A esto hay que sumarle la alta eficiencia que ofrecen para
sintetizar NPs de Fe,0, con propiedades éptimas para su aplicacién en Biomedicina (38-

41).

La coprecipitacién quimica es una metodologfa usada con alta frecuencia. Este proceso
se lleva a cabo en un medio acuoso y permite sintetizar NPs de Fe;0, con un tamafio <50
nm. Bédsicamente, consiste en la adicién de una base (NH,;, CH;NH, y NaOH) a una
solucién acuosa con sal férrica y ferrosa. Esta reaccién resulta en la precipitacién de

dichas sales lo que resulta en la formacién de Fe;0, (Ec. 3):
Fe? + 2Fe* + 80H - Fe;0, + 4H,0 (3)

La coprecipitacién quimica de las sales férrica y ferrosa descrita fue originalmente

desarrollada por Massart a partir de cloruro férrico y ferroso (33,36,42-44).
2.1.2 Poli(e-caprolactona)

Los polimeros biodegradables se proponen para el disefio de nanosistemas de liberacién
controlada de farmacos. A pesar de la habilidad de diversas clases de polimeros, algunos
estdn limitados por determinadas caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas,
impidiendo su aplicacién en el transporte de farmacos. Dichas limitaciones pueden ser
vencidas mediante la formacién de copolimeros hibridos o la funcionalizacién
superficial permitiéndose asf el desarrollo de nuevas formulaciones para la liberacién

de farmacos.

La PCL es un poliéster alifatico semicristalino constituido por mondémeros de &-
caprolactona (fig. 5). Presenta una alta biodegradabilidad y biocompatibilidad por lo
que es ampliamente utilizada en el desarrollo de herramientas de ingenieria tisular y
sistemas de liberacién de farmacos y su uso en implantes y suturas quirtrgicas ha sido

aprobado por la FDA.
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Fig. 5. Estructura quimica de la e-caprolactona y la poli-(-caprolactona). El monémero &-
caprolactona es una lactona (éster ciclico) cuyo nombre deriva del 4dcido hexandico. La

polimerizacién de anillo abierto de la e-caprolactona da lugar a la PCL.

A temperatura ambiente, la PCL es soluble en disolventes aromaticos y clorados como
el diclorometano (DCM) y el cloroformo, parcialmente soluble en disolventes polares
(acetona, acetonitrilo y dimetilformamida) e insoluble en alcohol y agua. La
temperatura de transicién vitrea de este polimero se encuentra sobre los 60 °C y -60 °C.
Estas caracteristicas hacen que sea altamente apropiado para la vehiculizacién de
farmacos. De hecho, este polimero presenta una alta capacidad de carga de fairmaco y
una cinética de liberacién sostenida. Su perfil semicristalino conduce a una dificil

difusién del farmaco si se compara con otros polimeros de caracter amorfo.

La preparacion de NPs de PCL se han descrito diferentes metodologias. En concreto, las
mas utilizadas para la formulacién de NPs de PCL cargadas de farmaco son la de
evaporaciéon de disolvente, desplazamiento de disolvente, didlisis, emulsificacion-
difusién y evaporacién de disolvente y disposicién interfacial de polimero. En general,

todos estos métodos conllevan la evaporacidn o extraccidén de un disolvente organico
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causando la nanoprecipitacién. La seleccién del disolvente orgdnico y del agente
tensioactivo constituyen pardmetros determinantes para las caracteristicas de las NPs

resultantes.

La degradacidn de la PCL se produce por un proceso catalitico de hidrdlisis catalizado
por los acidos carboxilicos terminales de su estructura (fig. 5) que se encuentra facilitad

por el fenémeno de fagocitosis in vivo (45-47).

La PCL puede ser modificada de diferentes formas para obtener nanosistemas con unas
caracteristicas fisicoquimicas mejoradas. En este sentido, se han desarrollado maltiples
copolimeros, asi como su funcionalizacién con sustancias de diferente naturaleza como

el PEG o el 4cido oléico (48,49).
2.1.3 Quitosano

Los polimeros naturales son ampliamente utilizados en la industria alimentaria y
farmacéutica siendo los polisacdridos uno de los grupos mas destacados debido a su baja
toxicidad y a su alta biocompatibilidad y biodegradabilidad. El CS es uno de los
polisacdridos mas utilizado. Algunas de sus numerosas aplicaciones son el transporte
de agentes terapéuticos como firmacos quimioterdpicos, antibidticos,
antiinflamatorios, proteinas, material genético. También estd siendo estudiado su uso
para vacunas. En comparacién con otros polimeros, el CS puede ser administrado por

diferentes vias como la oral, la pulmonar o la vaginal ademads de la parenteral.

El CS es una molécula con una estructura principal de carbohidratos similar a la de la
celulosa que consiste en dos tipos de unidades repetitivas, N-acetil-D-glucosamina y D-
glucosamina unidas por un enlace (1,4)-B-glicosidico (fig. 6). Es un polimero catiénico
que se obtiene mediante desacetilacidn alcalina de la quitina, un elemento estructural
del exoesqueleto de moluscos y otros crustadceos marinos. Aunque el CS se obtiene a
partir de la quitina, las aplicaciones de esta dltima en comparacidn con el CS estdn

limitadas porque es quimicamente inerte.
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Fig. 6. Estructura quimica del CS y la celulosa. La representacién de la estructura quimica de
estos dos polimeros pone de manifiesto la similitud estructural existente entre ambos siendo la
unica diferencia la sustitucién del grupo hidroxilo del carbono 2 de la estructura de la celulosa

por un grupo amino en la estructura del CS.

El CS es insoluble en agua, pero soluble en soluciones acuosas acidificadas con acético,
citrico y tartarico, pero no fosférico o sulfurico con un pH inferior a 6.5. En dichas
soluciones acidas los grupos aminos libres de las unidades de glucosamina de CS que
tienen un pKa aparente de 6.5 son protonados y convertidos en la forma R-NH;" soluble
ionizable. Para la obtencién de particulas de CS, este se disuelve en las condiciones
mencionadas y se precipita con polianiones y soluciones alcalinas. Es interesante
destacar que una de las ventajas de la utilizacién de este polimero es la posibilidad de

obtencidn sin necesidad de utilizar disolventes téxicos.

El CS estéd caracterizado por sus propiedades mucoadhesivas que se producen por
interaccidn electrostética entre sus cargas positivas (R-NH;') y las cargas negativas de

la superficie de la mucosa (50-52).

Actualmente, y como consecuencia del extenso estudio de la Nanotecnologia
Farmacéutica, se sabe que las caracteristicas fisicoquimicas de los nanosistemas van a

tener una enorme repercusion en su biodistribucién, permanencia en el organismo e
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interaccién con las células diana, entre otros fenémenos. Una gran parte de las
estrategias desarrolladas se basan en la modificacién superficial de las NPs. El motivo
principal es la repercusidn que esto conlleva con respecto a la formacién de la corona
proteica y consecuentemente, sobre caracteristicas fisicoquimicas como el tamafio y la
carga que determinaran el destino final de la NP. Los polisacaridos estdn actualmente
siendo investigados debido a que ya hay diversos estudios que sefialan su efecto stealth
a la vez que favorecen la interaccién con las células. El CS es uno de los polisacdridos

que mds interés estd ganando para la funcionalizacién de NPs (53).

2.2. Metodologia y resultados

2.2.1 Formulacion y funcionalizacion

2.2.1.1. Niicleos de magnetita

Para la sintesis de coloides magnéticos de Fe;0, se siguié el método de co-precipitacién
quimica de Massart (42). Dicha metodologia de sintesis comienza con la adicién
simultdnea de una solucién acuosa de cloruro férrico de 40 mL (FeCl,, 1M; Panreac,
Espafa) y una solucién acuosa acidulada con écido clorhidrico (HCL; 2M) de cloruro
ferroso (FeCl,, 2M; Panreac, Espafia) de 10 mL sobre una solucién acuosa basificada con
amoniaco (NHs; 0.7M) de 500 mL. Dicha adicién se produjo gota a gota, a temperatura
ambiente y bajo agitacién mecdnica (630 rpm; IKA® Eurostar 60 Digital Constant-Speed
Mixer, IKA, Koénigswinter, Alemania). Una vez completada la reaccién, los coloides
magnéticos resultantes fueron aislados mediante sedimentacién magnética en
respuesta a la aplicacién de un campo magnético (0.4 T). Inmediatamente después, el
sedimento magnético fue redispersado en una solucién de 4cido perclérico (HCIO,, 2M)
de 500 mL donde se mantuvo durante 12 h. Este paso aseguraba que las particulas Fe;0,
se mantuvieran separadas unas de otras evitando la formacién de agregados
indeseados. Por tltimo, el medio 4cido de HCIO, utilizado en el paso de estabilizacién
fue restituido por agua bidestilada usando, primero, una sedimentacién magnética y,
después, ciclos de centrifugacién consecutivos (40 min at 9000 rpm, centrifuge 5804;
Eppendorf Ibérica S.L.U., Madrid, Espafia) hasta que la conductividad del sobrenadante
fuera adecuada (<10 uS/cm).
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2.2.1.2. Nanoparticulas de poli(€-caprolactona) y nanoplataformas de magnetita recubiertas con

poli(E-caprolactona)

Las NPs de PCL se obtuvieron siguiendo la metodologia de disposicién interfacial de
polimero (54,55). Esta metodologia consiste en la preparacién de dos fases, una fase
organica de DCM de 5 mL donde se disolvia la PCL (1.25 %, p/v; peso molecular = 14,000;
Merck KGaA, Alemania) y otra acuosa de 12.5 mL con el agente tensioactivo poloxdmero
188 (Kolliphor® P-188; 0.125 %, p/v; BASF, Alemania). La fase orgénica se adicionaba,
gota a gota, sobre la fase acuosa a temperatura ambiente y bajo condiciones de intensa
agitacién mecdnica (1200 rpm). Tras la precipitacién del polimero que daba como
resultado a las NPs, se eliminé el DCM mediante evaporacién en un rotavapor
(Rotavapor® R 11, Biichi, Flawil, Switzerland). Por tltimo, la dispersién acuosa de NPs de
PCL fue purificada mediante centrifugacién (40 min at 9000 rpm, centrifuge 5804;
Eppendorf Ibérica S.L.U., Madrid, Espafia) para obtener valores de conductividad
adecuados (<10 uS/cm).

Para la obtencién de las NPs de Fe,0,/PCL se siguié la metodologia descrita con las
siguientes modificaciones. Por un lado, la fase acuosa contenia el agente tensioactivo y
los coloides de Fe;0, (0.125%, p/v). Ademds, para la formulacién de las NPs de Fe,0,/PCL
cargadas con clorhidrato de GEM (Merck KGaA), la cantidad de firmaco requerida
también fue adicionada en la fase acuosa (10” - 10°M). De forma adicional, el proceso de
purificacién final se realizé mediante sedimentacién magnética (0.4 T) lo que permitid,

ademds, seleccionar las NPs de Fe;0,/PCL con éptima capacidad magnética.

El procedimiento de obtencién de las NPs de Fe,0,/PCL descrito fue determinado
mediante el anélisis de la influencia de la relacién de masas iniciales Fe;0,;PCL. En
concreto, los pardmetros tenidos en cuenta en este andlisis fueron el R del
procedimiento de obtencién (%), el tamafio de particula obtenido por DLS y la carga
eléctrica superficial ({) de las particulas resultantes. EI R (%) de las NPs de Fe,0,/PCL fue

calculado de la siguiente forma (Ec. 4):

R (%) = [(masa total obtenida de NPs/masa total utilizada de material) x 100 (4)
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2.2.1.3. Nanoparticulas de quitosano y nanoplataformas de magnetita recubiertas con poli(€-

caprolactona) y funcionalizadas con quitosano

La metodologia de coacervacién se utiliz6 para la preparacién de NPs de CS (56-58). En
primer lugar, se disolvié poloxdmero 188 (1%, p/v) en una disolucién acuosa con 4cido
acético (CHsCOOH, 2%; v/v) y CS (0.05%, p/v; peso molecular = 50.000 - 190.000 Da, grado
de de acetilacién 75-85%, 99% de pureza, Merck KGaA), en este orden. Tras esto, una
solucién de sulfato sédico (Na,SO,, 20%, p/v) se vertié lentamente sobre la solucién
previamente preparada bajo ultrasonicacién de intensidad 20% en modo pulsado al 40%
(Branson Sonifier 450, Emerson Electric Co., Estados Unidos) siendo estas condiciones
mantenidas durante 15 minutos adicionales. Para evitar aumentos indeseables de
temperatura, el vial que contenia la muestra se mantuvo en un bafio de hielo durante
todo el experimento. Por tltimo, la dispersién de NPs de CS fue purificada mediante
centrifugacién (40 min at 9000 rpm, centrifuge 5804; Eppendorf Ibérica S.L.U., Madrid,

Espafa) para obtener valores de conductividad adecuados (<10 uS/cm).

La metodologia descrita fue adaptada para la funcionalizacién con CS de las NPs de
Fe;0,/PCL previamente obtenidas. Con tal fin, se adicionaron las NPs de Fe;0,/PCL (o
NPs de Fe;0,/PCL cargadas con GEM) a un medio acuoso con poloxamero 188 y CS de las
mismas caracteristicas que el utilizado para la obtencién de NPs de CS puras. Por otro
lado, la limpieza de la dispersién resultante se produjo siguiendo la metodologia
descrita para la purificacidn final de la dispersién de NPs de Fe;0,/PCL. De esta forma,
se desarroll6 una funcionalizacién adecuada sin requerir la utilizacién de disolventes
orgénicos y a través de un procedimiento menos complejo si se compara con estrategias
de conjugacién (23,59). EI R (%) de las NPs de (Fe;0,/PCL)/CS fue calculado utilizando la

ecuacidn 4.
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Fig. 7. Esquema del procedimiento de preparacién de nanoparticulas de magnetita

(Fe;0,)/poli(g-caprolactona) (PCL)/quitosano (CS) cargadas con gemcitabina (GEM). a)
Disposicién interfacial de polimero para la formacién de una nanomatriz de PCL con nucleos de
Fe;0, y gemcitabina. b) Funcionalizacién mediante coacervacién de CS en la superficie de las

NPs de Fe;0,/PCL.
2.2.2 Caracterizacion

2.2.2.1 Tamanio hidrodindmico

El R, de una particula se define como el tamarfio de una esfera que difunde a la misma
velocidad que la particula que estd siendo medida. La técnica capaz de analizar el R, de

una particula se conoce como DLS.

La técnica de DLS se basa en el hecho de que las particulas en suspensién con un
determinado tamano presentan un movimiento aleatorio debido a la colisién con las
moléculas del disolvente, el movimiento Browniano. La difusién resultante de dicho
fenémeno se conoce como coeficiente de difusién de traslacién (D,). Para poder
determinar este pardmetro, se hace incidir un laser a la muestra que se encuentra en
una cubeta transparente a la longitud de onda (A) de la luz y se analiza el
comportamiento de la luz dispersada. Puesto que la muestra presenta miles de
particulas, y como resultado de la luz dispersada por éstas, se crea un patrén
caracteristico. Las interferencias constructivas de la luz dispersada creardn zonas claras
mientras que lo contrario ocurrird como resultado de las interferencias destructivas.
Puesto que las particulas se encuentran constantemente en movimiento, dicho patrén
va a fluctuar. Las interferencias constructivas y destructivas van a verse modificadas lo
que se traduce en el cambio de intensidad de las zonas claras y oscuras del patrén
obtenido. Entonces, si una particula es sometida de forma repetida a la fuente de luz,

las fluctuaciones en el tiempo son similares de forma que existe una correlacién. Puesto
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que las particulas estdn en continuo movimiento, a medida que pasa el tiempo, la
correlacién va decreciendo hasta que llega un momento en el que desaparece. Las
particulas de mayor tamafio se mueven mds lentamente por lo que tardan més tiempo
en perder esta correlacién mientras que las particulas de menor tamafio se mueven mas
rapidamente alcanzando la desaparicién de la correlaciéon mas rapidamente. Este es el

fendmeno que permite determinar el valor de D..

Una vez conocido el valor de D,, la ecuacién de Stoke-Einstein permite calcular el valor

de R, (Ec. 5):
D.= k;T/6unRy (5)

donde k; es la constante de Boltzmann (1.38064852 x 10%°J/K), T es la temperatura y n
la viscosidad absoluta (60,61).

La determinacién del R, y la polidispersién (PdI) de las NPs obtenidas se realizé
utilizando el Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido). La
preparacién previa de la muestra consisti6 en la dispersién de las NPs a estudiar (= 0.1
%, p/v) y su correcta homogeneizacién. Las medidas fueron realizadas en una

temperatura de 25.0 £0.2°C (n=9).
2.2.2.2 Potencial zeta

Un sistema coloidal estd formado, al menos, por dos fases. Una de ellas es la fase dispersa
y esta constituida por coloides. Los coloides son particulas sélidas que se encuentran en
la escala microscdpica o nanoscépica, como son la mayoria de NPs de aplicacién en
Biomedicina. La otra fase es la dispersante y estd constituida por un liquido. El
comportamiento del coloide es cuantificable cuando esta fase estd formada por agua o

agua con electrolitos.

La mayoria de las particulas presentan algo de carga superficial en medios acuosos
debido a la desionizacién/disociacién de los grupos quimicos superficiales, o debido a
la adsorcién de moléculas cargadas o iones en la superficie de la particula. La carga neta
de los sistemas se encuentra en equilibrio por la formacién de una nube de contraiones
alrededor de la particula donde las cargas eléctricas de la superficie del coloide atraen
iones de signo opuesto. La mencionada nube se conoce como doble capa eléctrica siendo
este el nombre de la teoria que explica la distribucién de dichos contraiones alrededor

del coloide. La doble capa eléctrica estd constituida por la capa de Stern, que consiste
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en contraiones adsorbidos a la carga superficial de las NPs, y la capa difusa, una carga
neta opuesta rodeando la NP. Asi, mientras que en la capa de Stern los iones se
encuentran estrechamente unidos a la superficie del coloide, en la capa difusa se
localizan mas alejados de la superficie distribuidos en diferentes niveles. La
caracterizacién de la carga superficial de las NPs se realiza atendiendo a las
caracteristicas de la interfase o punto de neutralidad, conocido como plano de
deslizamiento (shear/slipping plane), normalmente en términos del { El plano de
deslizamiento diferencia los iones que se mueven con la particula y los que no cuando,

por ejemplo, se aplica un campo eléctrico (electroforesis) (fig. 8).

Electroforesis
Electrodo | Electrodo
positivo negativo
\ Capa difusa

Superficie de la
particula

Plano de deslizamiento

Capa de Stern

Fig. 8. Representacion de electroforesis y doble capa eléctrica. El esquema muestra una
particula con superficie cargada negativamente con una capa fuertemente adherida (capa de
Stern) constituida por iones de carga opuesta, es decir, cationes. A continuacién de la capa de
Stern, se encuentra la capa difusa formada por iones de los dos tipos. Al aplicar un campo
eléctrico (electroforesis), la particula con la doble capa eléctrica se mueve hacia el electrodo de
signo contrario al de la carga de su superficie, es decir, al electrodo positivo. Entonces, el plano
de deslizamiento representa la interfaz entre los iones que se mueven con la particula y los que
no siendo el potencial zeta el potencial electrocinético en este punto. Reproducido de

Bhattacharjee 2016. Copyright Elsevier.
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Debido a que el { no puede ser medido directamente, va a ser deducido de la movilidad
electroforética (u.) de las particulas cargadas por la aplicacién de un campo eléctrico.

Para ello, primero se aplica la siguiente ecuacién (Ec. 6):

M= V/E (6)

donde V es la velocidad de la particula (um/s) y E es la fuerza del campo eléctrico
(Volt/cm) siendo ambos pardmetros conocidos. Una vez calculado el valor de u.,

entonces podemos calcular el valor de {aplicando la ecuacién de Henry (Ec. 7):

U = 2&re0lf (ka)/3n (7)

donde ¢, es la relacién permitividad eléctrica relativa/constante dieléctrica, €, es la
permitividad eléctrica de vacio, f (ka) es la funcién de Henry y n es la viscosidad a la

temperatura experimenta.

En funcidén del grosor de la doble capa eléctrica, del radio de la particula y de la
composicién del medio de dispersidn, se utilizan distintos valores de f (ka). Asi, la
ecuacién de Henry serd modificada de distintas formas utilizando diferentes teorfas
siendo las de mayor aplicacién la de Hellmhollz-Smoluchowski, utilizada para
particulas de tamafio de hasta 1 um que se encuentran dispersas en un medio con una
fuerza i6nica alta (mayor a 10° M). Sin embargo, existen casos particulares donde se
debe aplicar diferentes ecuaciones como es en el caso de los coloides de Fe,0,, debido a
su pequefio tamario de particula ademds de su alta carga eléctrica. En este caso la teorfa
més extendida es la de O’Brien y White. Otra teorfa aplicable cuando no sea posible

utilizar la ecuacién de Hellmhollz-Smoluchowski es la teoria de Ohshima.

El instrumento utilizado para la determinacién del { de la superficie de NPs es el
zetdmetro. La metodologia que utiliza este instrumento consiste en determinar la y,
mediante la realizacién de un ensayo de electroforesis y aplicando un laser Doppler
para determinar la velocidad de la particula. La luz dispersada en un dngulo de 17° se
combina con el haz de referencia produciendo una sefial de intensidad fluctuante. La
tasa de fluctuacién es proporcional a la velocidad de las particulas. Una vez
determinada la ., se aplica la ecuacién de Henry para determinar el {'de las particulas

de la muestra (60,62-64).
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La determinacién del { de las dispersiones de NPs obtenidas fue realizada usando el
Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido). El tratamiento de
la muestra previo a la medida consistié en la dilucién de las NPs para obtener una
concentracién de = 0.1 %, p/v y su posterior homogeneizacién. Todas las medidas

fueron realizadas a una temperatura de 25.0 +0.2°C (n=9).
2.2.2.3 Optimizacién y eficacia de la formulacién

La carga superficial y el tamafio de particula son los pardmetros que, con una alta
frecuencia, son responsables de una gran variedad de procesos fisicos (por ejemplo,
magnetismo) y biolégicos (por ejemplo, toxicidad)(62). Por este motivo fueron, junto al
R, los pardmetros seleccionados para seleccionar la metodologia de formulacién maés
adecuada para las NPs de Fe,0,/PCL. Si bien la metodologia de obtencién de estos
nanocompuestos ya descritas son las que posibilitaban el tamafo, carga superficial y Rs
mds adecuados, para llegar a esta conclusidn se investigd el efecto que tienen las
diferentes proporciones de masa Fe;0,:PCL desde 1:4 a 4:1, manteniendo el resto de la

metodologia como ya se ha indicado (tabla 1;fig. 9).

Tabla 2. Analisis del rendimiento, tamafio y polidispersion de los nanocompuestos de
Fe;0,/PCL en funcién de la proporcién Fe;0.PCL utilizada. El rendimiento del
procedimiento de obtencién (R; %), el tamafio hidrodindmico (tamafio; nm) y el indice de

polidispersién (PdI) de las proporciones Fe;0,:PCL de 4:1 a 1:4 (n = 3).

Proporcion 4:1 4:2 4:3 4:4 3:4 2:4 1:4
Fe,O,:PCL
R (%) ~15 ~20 =30 80.1+ 69.1+ | 91.5+8.1 | 57.9+6.3
7.6 12.2

Tamafio (nm) | 136+2 | 142+3 138+3 19616 | 278+7 1261 455 + 107

PdI 0.21+ 0.23+ 0.23+ 0.41 ¢ 0.31+ 0.26 + 0.93 +
0.02 0.01 0.02 0.01 0.01 0.03 0.06

-33 -




50

40 +
30 +

20 -
—
10
’ 2:4 1:4 PCL
| Fe,0, 41 42 43 414 34 L
10 _
Fe304:PCL

Fig. 9. Diagrama de potencial zeta ({, mV) de las particulas de magnetita (Fe;0.), poli(e-
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20

caprolactona) (PCL) y los nanocompuestos Fe;0./PCL desarrollados. Valores de { medidos
en agua (pH 6 +0.2) de las diferentes proporciones Fe;04:PCL ensayadas (1:4 y 4:1) y las particulas
puras de Fe;0, y PCL (n =9).

El tamafio determinado por DLS fue de 68 + 1 nm (PdI: 0.3) para las NPs de Fe,0,. Sin
embargo, la experiencia del grupo de investigacién sefiala que el tamafio de estos
coloides es de = 15 nm (38,59,65,66). La técnica de DLS mide el R, de la particula, que est4
constituido por la propia particula, pero también los iones adheridos a su superficie que
se mueven con ella. Por el contrario, las técnicas de microscopia electrénica
proporcionan el drea de superficie proyectada basada en la cantidad de electrones
incidentes que se transmitieron a través de la muestra. De esta forma, se hipotetiza que
el incremento de tamafio obtenido en la técnica de DLS se debe a los iones adheridos a
la superficie y no a la particula en si. Por ello, es frecuente la obtencién de mayores
tamarfios mediante DLS que mediante microscopia electrénica (por ejemplo, HRTEM)

(60,67).

Cuando la masa de Fe,0, excedia la cantidad de PCL utilizada en la formulacién o cuando

la masa de polimero utilizado era un poco superior que la de Fe;0,, las NPs obtenidas
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presentaban una carga superficial positiva. Esto podria ser consecuencia de un
recubrimiento polimérico de PCL inadecuado de los coloides de Fe;O,. De forma
contraria, cuando la masa de PCL adicionada a la formulacién se incrementaba (2:4
Fe;0,:PCL), se producia el recubrimiento polimérico de la superficie de las particulas de
Fe;0, lo que suponia una carga superficial negativa, como en las NPs de PCL puras (fig.
9). La influencia de las proporciones sobre el tamafio solo se observé en la proporcién
con mayor cantidad de polimero (1:4 Fe;0,:PCL) (tabla 2), debido precisamente a la alta
concentracién de PCL que contribuye a aumentar la viscosidad del medio, como ya ha
sido observado en previos estudios (68,69).

Este tamario podria explicar los menores valores en valor absoluto que se obtienen de ¢
respecto a las NPs de PCL puras (70-72). Respecto al R, un notable aumento de éste se
producia a medida que la proporcién de PCL se incrementaba con respecto a la de Fe;0,
(tabla 2). Finalmente, teniendo en cuenta el andlisis realizado, se pudo concluir que la
proporcién 2:4 Fe,0,:PCL era la més adecuada debido a su alto R (= 90 %) y tamafio (126
+ 1 nm) ademds del valor de { mds cercano al de las NPs de PCL. De esta forma, esta fue
la proporcién escogida y utilizada para la investigacién de las NPs de Fe;0,/PCL as{ como

las utilizadas para la funcionalizacién con CS.

Las NPs de (Fe;0,/PCL)/CS presentaron un tamafio de 308.1 + 3 nm (PdI = 0.24 £ 0.02). El
R del procedimiento de obtencién fue de 89.33 £ 9.64 %.

2.2.24 Efecto del pH y la fuerza iénica en el valor de potencial zeta

El pH es, probablemente, el pardmetro que mads influencia tiene sobre el (
especialmente en dispersiones acuosas. El { varfa con el pH con mayor o menor
intensidad en funcién de los grupos quimicos que constituyan la superficie de las NPs.
La obtencién de una curva de { en funcién del pH es de alto valor para determinar
cualitativamente la composicidn de la superficie de las NPs ya que permite determinar
el punto isoeléctrico. El punto isoeléctrico es el pH donde el valor de { se hace cero.
Debido a que es caracteristico de los grupos quimicos presentes en la superficie de las
NPs, es de alta utilidad para determinar la composicién de la cubierta de NPs de tipo

core/shell o (core/shell)/shell (39,59,73,74).

Como cabe esperar, la concentracién de iones del medio también va a influenciar el ¢

de los coloides. Puesto que los fendmenos de floculacién van a ser en gran medida
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dependientes de los valores de ¢, la optimizacién de la composicién del medio es
determinante (75).

El andlisis del { bajo la influencia de distintos valores de pH y de concentracién de KNO,
se realizd para las NPs de Fe;0,, PCL, CS, Fe;0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS. La preparacion de
las muestras consisti, en primer lugar, en la preparacién del medio de dispersién. Para
ello, se ajustd la fuerza iénica con KNO, (10° M) y los valores de pH con HNO; y KOH.
KNO, fue también el analito utilizado para la obtencién de medios acuosos con
diferentes fuerzas iénicas (10° - 10 M) a unos valores fijos de pH (6 + 0.2). Una vez
determinadas las condiciones del medio, se adicionaron las NPs a analizar hasta
alcanzar una concentracién de = 0.1 %, p/v y se mantuvieron 12 h en contacto bajo
condiciones de agitacién suave (150 rpm, universal orbital shaker 0S-10, Boeco,
Germany) a 25 + 0.5 °C para favorecer la formacién de la doble capa eléctrica.
Previamente a la medida, los valores de pH fueron ajustados de nuevo si era necesario

y la dispersién fue sonicada.

La figura 10 muestra como los valores de pH tienen una gran influencia sobre los valores
de ¢ En concreto, los éxidos son especialmente sensibles a las variaciones de pH tal y
como se puede observar en la curva resultante para los coloides magnéticos de Fe;0,
(fig. 10a). Esto se debe al cardcter anfétero que presentan algunos dxidos metdlicos
como es el caso de Fe,0,. El punto isoeléctrico obtenido para las particulas de Fe;0, (pH
~ 7) coincide con el determinado en estudios publicados para la Fe,0, comercial (71).
Respecto a los coloides de Fe;0,, el comportamiento obtenido para las NPs de PCL es
muy diferente. Si bien existe cierta sensibilidad de los valores de { cuando varia el pH
del medio de dispersién de estas NPs, es mucho menos pronunciado que el obtenido
para los coloides de Fe;O,. El punto isoeléctrico obtenido para las NPs de PCL se
encuentra en torno a un valor de pH de entre 5 y 5.5 (76). Por encima del punto
isoeléctrico, se observan valores de { negativos, probablemente debido a la
disociacién de los grupos acrilicos caracteristicos de la estructura quimica de la
PCL (77). Estas grandes diferencias de comportamiento electrocinético de los nticleos y
el polimero posicionan a la electroforesis en una herramienta ttil para comprobar
cualitativamente la eficacia de la inclusién de las NPs de Fe,O, en la matriz polimérica
de PCL. De hecho, la figura 10a muestra claramente que las NPs de Fe,0,/PCL presentan
un comportamiento practicamente indistinguible a las constituidas unicamente por

PCL. Respecto a los valores de { obtenidos paras las NPs de CS, se obtuvieron resultados
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positivos para todo el rango de pH investigado (fig. 10a). Probablemente esto se deba a
la carga positiva residual de los grupos -NH, caracteristicos de este polisacarido. Esta
carga positiva debe de mantenerse incluso cuando la precipitacién del CS es inducida
mediante la adicién de iones sulfato y, por tanto, la neutralizacién de estos grupos
quimicos. Valores neutros y negativos de { son esperados en pHs extremadamente
bésicos (pH = 10) (57). Estos mismos resultados se obtienen para las NPs de Fe,0,/PCL
funcionalizadas con CS lo que sefiala la eficacia de la formulacién de las NPs de
(Fe;0,/PCL)/CS. Los valores de { obtenidos bajo la influencia de la fuerza iénica (fig. 10b)
de nuevo muestra la similitud del perfil electroforético de las NPs de Fe;0,/PCL con las
de PCL (y diferencias con las NPs de Fe,0,) y las de NPs de (Fe;0,/PCL)/CS con las de CS.
En todos los casos, se observa una menor influencia de la fuerza idnica sobre de los
valores de { si se compara con la influencia del pH (fig. 10b). Esto podria deberse al
mecanismo de compresién de la doble capa eléctrica (78,79). Es interesante
resaltar como en el caso de las NPs de CS y de (Fe;0,/PCL)/CS se observa una
tendencia ascendente de los valores de { al aumentar la fuerza iénica. Sin embargo,
esto cambia cuando el medio presenta una alta concentracién de KNO, (107 M),
donde se produce una disminucién del {. Una hipdtesis para justificar este
comportamiento es el mecanismo cldsico de compresidn de la doble capa eléctrica, en
virtud del cual el potencial eléctrico disminuye mas rdpidamente con la distancia
cuanto mayor es la concentracién de electrolito (conductividad de la capa

estancada)(78,80).

-37 -



S
i

-30 —— ——
- -4

10° 10 10° 10°
[KN03] (M)

Fig. 10. Curvas de potencial zeta ({) de las particulas en funcién de las condiciones del

medio de dispersién. { de las particulas de magnetita (Fe;O., ®), poli(e-caprolactona) (PCL, A),
quitosano (CS, o), Fe;0./PCL (A) y (Fes0./PCL)/CS (m) bajo la influencia de diferentes valores
de pH con una concentracién de KNO; constante (10°M) (a) y distintas concentraciones de KNO,

con un pH constante (pH = 6 + 0.2) (b).
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2.2.2.5 Estabilidad coloidal

La estabilidad de las NPs de Fe;0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS fue investigada a corto plazo en
términos de tamafio, Pdl y {. El andlisis fue realizado durante 1 mes. Las dispersiones
de NPs (1 mg/mL, pH = 6, Kolliphor® P-188 1% p/v) se mantuvieron a 4.0 + 0.5 °C. Las
muestras fueron repartidas en diferentes alicuotas de forma que una vez determinados

los valores correspondientes se desecharon.

La estabilizacién de los coloides magnéticos es esencial para evitar la agregacién y, por
tanto, mantener las caracteristicas fisicas y no suponer problemas de toxicidad. La
estabilidad es, asf, esencial para que los nanosistemas tengan una potencial aplicacién
en Biomedicina (36,40,81-83). Los nanocompuestos de Fe,0,/PCL mostraron agregacion
desde el dia 7 de almacenamiento (tabla 3). Ademés del aumento de tamafio, también se
produjo un aumento de la PdI. Tal y como se habia observado para la proporcién 1:4
Fe;0.PCL, los agregados resultantes presentaban una carga superficial menor en
valores absolutos. Este comportamiento coloidal puede ser explicado a través de la
carga eléctrica superficial de las NPs de Fe;0,/PCL (= 15 mV). Las bajas repulsiones
electrostéticas presentes en particulas magnéticas con un {'bajo (+ 10 - 20 mV) podrian
resultar en una pobre estabilidad debido a la teoria de Derjaguin-Landau-Verwey-
Overbeek (DLVO) y las fuerzas de van der Waals (36,60,84,85). Previos estudios observan
también este comportamento de agregacién sefialando que la alta hidrofobicidad
podria contribuir a este fenémeno (49). Por el contrario, no se produjeron alteraciones
sustanciales en ninguno de los pardmetros estudiados para las NPs de (Fe;0,/PCL)/CS
(tabla 3). Esto puede ser explicado también por las interacciones electrostaticas
interparticulares que en estos nanocompuestos si resultarian favorables debido a que
la carga eléctrica superficial adquirida con la funcionalizacién con CS es
considerablemente mayor (= 30 mV) (37). De esta forma, es de esperar que predominen
las fuerzas de repulsién y que la formacién de agregados sea improbable (41,87).
Ademas, también cabe esperar las fuerzas estéricas caracteristicas del CS contribuyan a
la estabilizacién de las NPs de (Fe,0,/PCL)/CS (88-90). Entonces, se puede concluir que
la funcionalizacién de las NPs de Fe;0,/PCL con CS es esencial para mantener su

estabilidad.
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2.2.2.6 Microscopia electrénica

La estructura ocular encargada de enfocar, el cristalino, es una lente convergente. A
través del movimiento de acomodacién el cristalino nos permite ver objetos a
diferentes distancias. Sin embargo, existe una distancia minima a partir de la cual el
objeto no se percibe nitidez. Por debajo de esta distancia minima se requiere el uso de
lupas o microscopios dpticos. Sin embargo, como los microscopios épticos trabajan con
fotones, su resolucién también es limitada. El principio de Huygens nos indica que, si el
objeto observado es menor que la A de la luz utilizada, la luz difractara alrededor del
objeto. Entonces, si se tiene en cuenta la A de la luz visible, el limite para un microscopio

es de unos 600 nm.

La microscopia electrdnica utiliza radiaciones de menor A basdndose en la dualidad
onda-particula que indica que todas las particulas se comportan como ondas y
viceversa. En particular, utiliza electrones. Los electrones tendran asociada una
determinada A en funcién de la diferencia de potencial con la que los aceleremos segiin
la relacién de Broglie pudiendo incluso llegar a alcanzar érdenes de pm. Ademas, los
electrones son particulas cargadas de forma que sigue la ley de Lorentz y es posible
deflectarlos con campos electromagnéticos. Asi, se pueden construir lentes para
electrones y, consecuentemente, microscopios. Pese a que no es ilimitado debido a
determinados fenémenos fisicos (aberraciones), el microscopio electrénico es el
instrumento que mds informacidn aporta acerca de los materiales a escala nanométrica
y, consecuentemente, uno de los mds utilizados en el area de Nanotecnologia

Farmacéutica.

La microscopia electrénica es un campo inmenso. Las técnicas de microscopia de
transmisién de electrones y la microscopia electrénica de barrido son las mas conocidas
y utilizadas. Se han desarrollado enormes avances que han dado paso al desarrollo de
otras técnicas como la HRTEM, la AEM o la STEM. Las AEM conforman las técnicas de
recopilacidén de datos espectroscépicos en HRTEM con la utilizacién de los detectores
correspondientes. Se pueden utilizar para identificar y cuantificar la concentracién de
elementos presentes en un drea de la muestra, mapear su distribucién en la muestra
con una alta resolucién espacial e incluso determinar su estado quimico. Una de las
principales técnicas de la AEM se basa en la deteccién de rayos X siendo esta técnica

conocida como EDX. De forma general, los rayos X emitidos por la muestra a causa del
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bombardeo de electrones son caracteristicos de su composicién elemental. Por otro
lado, la técnica STEM combina los principios de microscopia de transmisién de
electrones y la microscopia electrénica de barrido. La técnica de STEM permite obtener
un mayor contraste, pero también un mayor ruido por lo que estd indicada en aquellos
casos en los que la visualizacién del contraste sea mas importante que la resolucién.
STEM puede clasificarse en campo claro o campo oscuro en funcién de los electrones
que se recojan. STEM de campo claro anular o annular bright field (ABF-STEM) tiene un
detector ABF que recoge los electrones del haz directo. Por otro lado, se encuentra la
técnica de STEM de campo oscuro anular de grandes dngulos o high angle annular dark

field (HAADF-STEM) cuyo detector HAADF recoge los electrones del haz directo (91).

El andlisis de miscroscopia electrénica de las NPs de Fe;0,/PCL optimizadas (proporcién
2:4) y funcionalizadas con CS fue realizado por el servicio de microscopia del Centro de
Instrumentacidn Cientifica de la Universidad de Granada. Las técnicas de HRTEM,
HAADF-STEM, ABF-STEM y AEM basado en EDX se realizaron utilizando el microscopio
electrénico de transmisidén de alta resolucién con un detector de STEM de tipo HAADF
y un sistema de microandlisis de tipo EDX (microscopio Titan G2 60-300 FEI,
Thermofisher Scientific Inc., Estados Unidos; Bruker Nano GmbH, Alemania) del
servicio de microscopia del Centro de Instrumentacidn Cientifica de la Universidad de
Granada. El tratamiento previo de la muestra consistié en el depdsito de gotas de una
dispersién de NPs (= 0.1%, p/v) previamente homogeneizada mediante sonicacién sobre
una microrejilla de cobre recubiertas con una pelicula de formar. La humedad de la

muestra fue completamente eliminada a 35.0 + 0.5 °C en un horno de conveccién.

El estudio de HRTEM de las NPs de Fe;0,/PCL postula su esfericidad (fig. 11a). La
agregacidn observada podria ser debida al tratamiento de la muestra, como ya ha sido
observado previamente para multiples nanosistemas magnetopoliméricos (59,65,92-
94). La hidrofobicidad de la matriz de PCL que contiene los nicleos magnéticos (ver
apartado de goniometria) podria promover esta agregacién la cual probablemente se

ve favorecida por la etapa de secado del tratamiento de la muestra.

La técnica de HAADF-STEM y ABF-STEM sefialaban la completa inclusién de los coloides
de Fe;0, en la matriz polimérica de PCL (fig. 11ab). Esto fue confirmado mediante el
mapa de distribucién elemental obtenido por EDX para el Fe. La distribucién de Fe y,

por tanto, de las particulas Fe,0,, resulté ser homogénea a lo largo de la matriz de PCL
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(fig. 11cd). El espectro de EDX demostré la presencia de Fe y O de las particulas de Fe,0.,.
Por otro lado, corroboraba la composicién polimérica de PCL de la matriz debido a la
presencia de C y O. El uso de la microrejilla de cobre determiné la obtencién de los picos

caracteristicos de dicho en el espectro (fig. 11e).
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La técnica de AEM basada en EDX fue esencial también para evaluar la funcionalizacién
de las NPs de Fe,;0,/PCL con CS. Los mapas de distribucién de Fe y N muestran de forma
cualitativa la presencia de coloides magnéticos (Fe;0,) y CS (grupos -NH,) (fig. 12a-c).
Mientras que el Fe se encuentra distribuido de forma similar a lo observado en las NPs
de Fe;0,/PCL, el N se encuentra en la totalidad de la superficie de las NPs analizadas.
Esto se corrobora de forma cuantitativa con los espectros de EDX realizados en distintos
puntos de las NPs. Ademas, los espectros EDX muestran el resto de elementos presentes
en la muestra propios de los tres nanomateriales que la conforman (Fe;0,, PCLy CS) (fig.
12d-f). El tamano de las NPs de (Fe,0,/PCL)/CS fue evaluado en las micrografias
electrénicas de HRTEM, HAADF-STEM y ABF-STEM (fig. 13).
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Fig. 12. Mapa elemental de espectroscopia de dispersién de energfa de rayos X (EDX) de los

nanocompuestos de [magnetita (Fe;0,)/poli(s-caprolactona) (PCL)]/quitosano (CS). a)
Distribucién cualitativa de Fe, b) N y c¢) Fe y N. d-f) Espectros EDX muestran de forma

cuantitativa los elementos presentes en los diferentes puntos de la muestra (cuadro rojo).
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Fig. 13. Imagenes de miscroscopia de los nanocompuestos de de [magnetita (Fe;04)/poli(e-
caprolactona) (PCL)]/quitosano (CS). a-d) micrografias de microscopia electrénica de

transmisidn de alta resolucién HRTEM, e) STEM de campo oscuro anular de grandes dngulos o

high angle annular dark field (HAADF-STEM) y f) STEM de campo claro anular o annular bright field
(ABF-STEM). Longitud de barra: 50 (b, d-f) y 100 nm (c).

2.2.2.7 Termodindmica superficial

La importancia de la humectabilidad de las particulas y los fenémenos asociados a las
interacciones interparticulares en un medio acuoso determinan la tendencia de las NPs
a permanecer dispersas o agregarse reduciendo su superficie interfacial. El grado de
humectabilidad que presenta un sélido va a estar definido por la tensién superficial, es

decir, la cantidad de energia necesaria para aumentar su superficie por unidad de édrea.

La tensidn superficial de la interfase liquido-vacio y liquido-liquido son magnitudes que
pueden ser determinadas directamente. Sin embargo, no es posible determinar de

forma directa esta propiedad termodindmica de la interfase liquido-sélido.

El modelo de van Oss permite usar el cdlculo de los angulos de contacto para determinar
las interacciones no electrostaticas que tienen lugar en la interfase sélido-liquido. De
esta forma, este modelo ha permitido estudiar la termodindmica superficial de NPs de
aplicacién en Biomedicina. La ecuacién que constituye la base para el desarrollo del
modelo de van Oss sobre la tensidn superficial y sus componentes es la que expresa la

tensién superficial total de cualquier fase (yiT0T) como la suma de dos contribuciones o

- 47 -



componentes, que son las asociadas a interacciones Lifshift-van der Waals (yit%) y

acido-base (yi4) (Ec. 8) (95):

YiTOT =yilW+ yidb = il W4 2, Jy;* vy ©

donde el componente yi4? se relaciona con la contribucidn electrén-aceptor (4cido de
Lewis; yit) y electrén-donante (base de Lewis; yr). Puesto que yiT°T y sus componentes
YitW y yi48 estan relacionados con la energfa libre tanto del sélido (S) como del liquido

(L) (Ec.9):

ysLTOT = ysutW + ys1.48

=ysttW+ 2,/ys* ys +2 /Ys" Y$-2vst yL-2 [vs” Vi (9)

estas cantidades pueden ser relacionadas con el dngulo de contacto 8 entre el liquido y

el sélido, usando la ecuacién de Young (Ec. 10):

(1 + cos §)yLT0T =2 /YsLW Ve +2\/ystyp +2 /vs‘ Yi (10)

De esta forma, los tres componentes desconocidos (ysLt?, yst y ys) pueden ser
obtenidos resolviendo el sistema de tres ecuaciones si se determinan los angulos de

contacto de tres liquidos de conocido yLt¥, yLt y yv-.

En nuestro caso, se utiliza agua (yL£?=21.8 y yL+ = yL" = 25.5 mJ/m?), formamida (yLt"=

39.0 y yLt = 2.28 y y1" = 39.6 mJ/m?) y diyodometano (yLt#=50.8 y yL* =y~ = 0 mJ/m?).

Los angulos de contacto de los liquidos seleccionados se determinaron sobre capas
delgadas de los tres tipos de materiales depositadas sobre portaobjetos (Ramé-Hart 100-
00 Telegoniometer, Estados Unidos) (n = 9). Estas superficies lisas se obtuvieron tras la
adicién de manera uniforme de una suspensién acuosa (= 10%, p/v) de cada tipo de
coloide sobre la superficie limpia y seca de un portaobjetos de vidrio. La humedad de la
muestra se elimind en una estufa 35.0 + 0.5 ° C y, posteriormente, se mantuvo en un
desecador durante 24 h. De esta manera, se obtuvo una capa de material muy uniforme
anivel macroscdpico, que permitié que la medida de los dngulos de contacto se realizara
en gotas muy estables. Las gotas fueron depositadas con una jeringa micrométrica
(Gilmont, Estados Unidos) a 25.0 + 0.5 ° C y la imagen de la gota en la superficie de la

muestra fue capturada con una cdmara adaptada al telegoniémetro.
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La evaluacién de la energfa libre de la interaccién liquido-sélido (AGsLs) se utilizé para
determinar la naturaleza hidréfila o hidréfoba del material con la siguiente ecuacién

(Ec.11):
AGsis = -2YsL (11)

donde un valor negativo corresponderia a un material hidrofébico mientras que uno

positivo indicaria el caracter hidréfilo del material.

En la tabla 4 se recogen los valores promedio de los dngulos de contacto obtenidos. Los
resultados obtenidos ponen de manifiesto la existencia de importantes diferencias tal y
como se puede observar en los ejemplos mostrados en la fig. 14a-c. En cuanto a los datos
obtenidos para ys, la contribucién electrén donante (ys) muestra una clara diferencia
mucho entre los nicleos de Fe;0, y las NPs de PCL y Fe;0,/PCL (fig. 14d). El elevado valor
de esta componente en el caso de Fe;O, confirma su caracter monopolar electrén-
donante. La evaluacién de AGsis permiti6 elucidar como el caracter hidréfilo de las NPs
de Fe;0, se pierde al ser recubierta por el polimero hidréfobo de PCL (fig. 14e). Esto
puede considerarse un indicio muy claro de que dicho recubrimiento es eficaz

(36,59,96).

Tabla 4. Angulos de contacto (grados) de los liquidos utilizados en las determinaciones

con nanoparticulas de Fe;04, PCL y Fe;0,/PCL (n = 9).

Liquido Fe,0, PCL Fe,0,/PCL
Agua 32+3 622 542
Formamida 12+1 40+ 2 33+3
Diyodometano 2242 222 22+3

- 49 -



(a) . (b) (©
(e)

50
Ty PR I, T 20
404
104
30 1 N’E 0+
= Fesoq
204 f',, -10
10- G -20-
-301
0 T
Fe,0, PCL Fe,0,/PCL ot

Fig. 14. Andlisis de termodindmica superficial de las nanoparticulas de magnetia (Fe;0.),
poli(e-caprolactona) (PCL) y Fe;0./PCL. Imégenes de dngulos de contacto de agua sobre una
superficie lisa constituida por nanoparticulas de Fe;O. (a), PCL (b) y Fe;0./PCL (c). d)
Componentes de la energfa libre superficial (ys"" en blanco, ys en negro, y ys arayas). e) Energia

libre de la interaccién sélido-liquido (AGs; mJ/m?).

La hidrofobicidad resultante de las NPs de Fe;0,/PCL confirma su pobre estabilidad en
medios acuosos tal y como se ha observado en el ensayo de estabilidad realizado. Fue
precisamente la funcionalizacién de dichas particulas con CS lo que mejord la
humectabilidad de estas particulas. Este hecho se debe al caracter hidréfilo del CS. EICS
es un polisacarido con una estructura muy similar a la de la celulosa con la salvedad de
que el grupo hidroxilo de la posicién C2 que se repite en cada unidad de celulosa es
reemplazado por un grupo amino por lo que presenta una gran abundancia de grupos
quimicos polares (fig. 6). Dicha estructura demuestra su caracter hidréfilo. Sin embargo,
previos estudios que realizan el andlisis termodindmico superficial de este polimero
concluyen que, a diferencia de lo esperado de su estructura, se caracteriza por una
naturaleza hidréfoba. Esto parecia deberse a posibles impurezas de la muestra. Sin
embargo, recientemente Hubbe postula la hipétesis de que el CS va a sufrir una
reorganizacién de los grupos quimicos de su estructura (97). Esto ocurrirfa en el secado

de la muestra para poder medir los dngulos de contacto. De esta forma, pese a que se
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espera que las NPs de Fe;0,/PCL de carécter hidréfobo pasasen a presentar un caracter
hidréfilo al adoptar la estructura de NPs de (Fe,0,/PCL)/CS tal y como indica el ensayo
de estabilidad coloidal, el estudio de termodindmica superficial no demostraria dicho

comportamiento.
2.2.2.8 Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier

La radiacién infrarroja se encuentra localizada en el espectro electromagnético entre la
zona del visible y la zona de microondas. Una molécula orgénica absorbe y convierte la

radiacién infrarroja entre 4000 cm™ y 400 cm™ en energia de vibracién molecular.

Los espectros de absorcién, emisién y reflexién en el infrarrojo, de especies
moleculares, se pueden explicar asumiendo que todos son el resultado de los diferentes
cambios energéticos producidos en las transiciones de las moléculas de unos estados de

energia vibracionales y rotacionales a otros.

La radiacidn en el infrarrojo no es lo suficientemente energética para producir la clase
de transiciones electrénicas que se dan cuando la radiacién es ultravioleta, visible y de
rayos X. La absorcidn de radiacidn en el infrarrojo se limita asi, en gran parte, a especies
moleculares para las cuales existen pequenas diferencias de energia entre los diferentes
estados vibracionales y rotacionales. Para absorber radiacién en el infrarrojo, una
molécula debe sufrir un cambio neto en el momento dipolar como consecuencia de su
movimiento de vibracién o de rotacién. Unicamente en estas circunstancias, el campo
eléctrico alterno de la radiacién puede interaccionar con la molécula, y provocar
cambios en la amplitud de alguno de sus movimientos. Si la frecuencia de la radiacién
coincide exactamente con la frecuencia de vibracién natural de la molécula, tiene lugar
una transferencia neta de energfa que origina un cambio en la amplitud de la vibracién

molecular; la consecuencia es la absorcién de la radiacién.

La frecuencia o A de absorcién depende de las masas relativas de los dtomos de la
molécula, de las constantes de fuerza de los enlaces entre éstos, de la geometria de los
atomos y del entorno quimico de cada 4tomo. 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 enantiémeros). Es muy dificil realizar un tratamiento
preciso de las vibraciones de una molécula compleja, por lo que el espectro de

infrarrojos se interpreta a partir de la comparacién empirica y la extrapolacién a
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estudios de moléculas sencillas. Esto es posible gracias a que determinados grupos de
atomos dan lugar a bandas de igual o similar frecuencia independientemente de la
estructura del resto de la molécula. La persistencia de estas bandas caracteristicas
permite la obtencién de informacién estructural, mediante simple inspeccién y
comparacién con tablas de referencias que recogen la absorcién caracteristica de los
grupos funcionales. Sin embargo, debe tenerse claro que toda conclusién alcanzada tras
interpretar una banda deberia confirmarse mediante el examen de otras zonas del

espectro.

En un espectro de infrarrojos se diferencian tres zonas caracteristicas. La primera de
ellas abarca desde los 4000 a 1300 cm™ y constituye la regién de los grupos funcionales.
La segunda, conocida como la zona de la huella dactilar, va desde los 1300 a los 900 cm™
siendo la absorcidén en esta regién unica para toda especie molecular. La tercera,
continuda hasta los 650 cm™ y las bandas que aparecen en esta region estan limitadas a

las estructuras aromaticas.

El andlisis de FTIR realizado para las NPs de Fe,0,, CS, PCL, Fe;0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS
pretendia confirmar la estructura cualitativa de las NPs desarrolladas. Sin embargo, no
suponia una caracterizacién exhaustiva de los materiales estudiados, ya que para ello
serfa necesario utilizar de forma adicional las técnicas de espectroscopia de masas y la
resonancia magnética nuclear. Como es bien sabido, solo con el andlisis de las tres

técnicas analiticas se podria determinar la estructura molecular de un material (98).

En la figura 15 se recoge el espectro de infrarrojos de las NPs de (Fe;0,/PCL)/CS,
Fe;0,/PCL, CS, PCL y Fe;0,. Su andlisis sefiala una vez més la eficacia de la metodologia
desarrollada para la obtencién de las NPs de Fe,0,/PCL asi como su posterior
funcionalizacién con CS resultando en las NPs de (Fe;0,/PCL)/CS. Esto se debe a la
presencia de las bandas caracteristicas de Fe;O, y PCL en el espectro de las NPs de

Fe;0,/PCLy de las de Fe;0,, PCL y CS en las de (Fe;0,/PCL)/CS.

Concretamente, la banda ancha propia de la absorcién de Fe,O, (600 cm™) puede
observarse en las NPs de Fe,0,, Fe;0,/PCLy (Fe;0,/PCL)/CS (99). Se trata de la frecuencia
de Restrahl (o rayo residual) de médxima absorbancia de cristales idnicos (o

parcialmente i6nicos) en el infrarrojo (100).

La presencia de los polimeros de PCL y CS queda representada por la banda de vibracién

de estiramiento del enlace C-H de la molécula (2900 cm™), la banda de flexién del enlace
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O-H (1375 cm™), la banda perteneciente a la vibracién de elongacién del enlace C-0
(1250 cm™), la banda de vibracién de elongacién y flexién del grupo C-CO-C (1000 - 1100
cm™) y la banda de la vibracidn de oscilacién del CH, (950 cm™). Puesto que todas ellas
son comunes a ambos polimeros, son identificables en los espectros de todas las NPs

salvo en las de Fe;0,.

Para la caracterizacién de cada uno de estos polimeros fue necesario localizar las bandas
que reflejan las diferencias de su estructura quimica. Fue posible identificar dos bandas
que Unicamente estdn presentes en las NPs de CS y las de (Fe;0,/PCL)/CS. Estas son la
banda que corresponde a la vibracién molecular de elongacién C=0 localizada a 1675
cm™ debido a que pertenece a los restos de amida del CS (grado de acetilacién 75-85 %)
y la de N-H localizada a 1530 cm™ (101-104). Dichas bandas permitfan, por tanto,
confirmar la presencia de CS en las NPs de (Fe;0,/PCL)/CS.

-53 -



(a)

(b)

(c)

Transmitancia (%)

(d)

(e)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Ntmero de onda (cm™)

Fig. 15. Analisis de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR). Espectro de las
nanoparticuas de [magnetita (Fe;0,)/poli(e-caprolactona) (PCL)]/quitosano (CS) (a), Fe;0./PCL
(b), €S (c), PCL(d) y Fe;04 (e).
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2.2.2.9 Difraccion de rayos X

Los rayos X son una radiacidn electromagnética de A corta producida por el frenado de
los electrones de elevada energia o por transiciones electrdénicas de electrones que se
encuentran en los orbitales internos de los dtomos. La interaccién entre el vector
eléctrico de la radiacién X y los electrones de la materia que atraviesa da lugar a una
dispersién. Cuando los rayos X son dispersados por el entorno ordenado de un cristal,
tienen lugar interferencias constructivas y destructivas entre los rayos dispersados, ya
que las distancias entre los centros de dispersién son del mismo orden de magnitud que

la A de la radiacién. Dichas interferencias constituyen la difraccién.

Cuando un haz de rayos X choca contra la superficie de un cristal formando un dngulo
0, una porcién del haz es dispersada por la capa de 4tomos de la superficie. La porcién
no dispersada del haz penetra en la segunda capa de dtomos donde, de nuevo, una
fraccidn es dispersada y la que queda pasa a la tercera capa. El efecto acumulativo de
esta dispersién producida por los centros regularmente espaciados del cristal es la
difraccién del haz. Existen ciertos requisitos para que tenga lugar la XRD. Uno de ellos
es que el espacio entre las capas de dtomos sea aproximadamente el mismo que la A de
la radiacidn. El otro consiste en que los centros de dispersién estén distribuidos en el
espacio de una manera muy regular. La ecuacién de Bragg describe las condiciones para
que tenga lugar una interferencia constructiva del haz que forma un angulo 6 con la

superficie del cristal (Ec. 12):
N\ = 2d send (12)

En la ecuacién de Bragg (Ec. 12) n es un ndmero entero, A y d es la distancia interplanar
de cristal. Hay que sefialar que los rayos X son reflejados por el cristal inicamente

cuando el dngulo de incidencia satisface la condicién de la siguiente ecuacién (Ec. 13):
sen O=nA/2d (13)
Para todos los demas angulos, tienen lugar interferencias destructivas.

La XRD ha proporcionado una gran cantidad de importante informacién a la ciencia y a
la industria. Gracias a los conocimientos elucidados sobre la ordenacién y el espaciado
de los atomos en los materiales cristalinos existe un entendimiento mas claro de las

propiedades fisicas de los metales, de los materiales poliméricos y de otros sélidos. La
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XRD es, por tanto, una herramienta altamente adecuada para la identificacién de los

compuestos cristalinos (98).

Para los estudios analiticos de difraccién, la muestra cristalina se muele hasta obtener
un polvo fino homogéneo. De esta forma, los numerosos pequefos cristales estan
orientados en todas las direcciones posibles y, es de esperar que cuando un haz de rayos
X atraviesa el material, se puede esperar que un niimero significativo de particulas
estén orientadas de tal manera que cumplan la condicién de Bragg de la reflexién para
todos los espaciados interplanares posibles. Con tal objetivo, una vez preparadas las
dispersiones de NPs a analizar, es decir, las NPs de Fe;0,, PCL, CS, Fe,0,/PCL y
(Fe;0,/PCL)/CS, fueron secadas en un horno de conveccién a 35.0 + 0.5 °C y, después,
conservadas en un desecador durante 24 h. Fue entonces cuando se procedié a
homogeneizar la muestra desecada para obtener un polvo fino que finalmente fue
prensado para obtener una superficie plana y lisa. El analisis de XRD tuvo lugar en el
Centro de Instrumentacidn Cientifica de la Universidad de Granada en un difractémetro

automatico Bruker D8 Venture.

Los métodos de rayos X de polvo cristalino se basan en el hecho de que cada sustancia
cristalina presenta un diagrama de difraccién nico. Asi, si se encuentra una igualdad
exacta entre el diagrama de una muestra desconocida y el de una muestra fiable, se
puede dar por sentada su identidad quimica. La XRD es, por tanto, una herramienta de
gran interés para evaluar la validez de la formulacién desarrollada para los
nanocompuestos de Fe,0,/PCL y (Fe,0,/PCL)/CS. Este tipo de andlisis permitiria
confirmar la presencia de cada uno de los materiales utilizados de forma que permitiria
validar el procedimiento de obtencién desarrollado. Ademads, la obtencién de los
espectros de XRD de los nanocompuestos de Fe;0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS permitiria
elucidar su posible aplicacién en Biomedicina. Esto se debe a la dependencia de la
estructura cristalina de los coloides de Fe;0, y sus propiedades magnéticas (33,35,36).
Para tal fin, se considerd el espectro patrén de la American Society for Testing and

Materials (ASTM) de Fe;0,.

La figura 16 recoge los difractogramas obtenidos para los nanocompuestos de Fe,0,/PCL
y (Fe;0,/PCL)/CS y los nanomateriales que los componen (Fe;O,, PCL y CS). El
difractograma de las NPs puras de PCL demuestra el superior caracter semicristalino de

la PCL en comparacién con el de las NPs de CS. Los picos caracteristicos de la PCL son
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identificables en el espectro de las NPs de Fe,0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS mientras que,
como era de esperar, los del CS solo son apreciables en las NPs de (Fe,0,/PCL)/CS (105-
107). Al comparar los difractogramas de (Fe;0,/PCL)/CS, Fe;0,/PCL y Fe,0, (fig. 16c-¢€)
con el patrén ASTM (ver el detalle de la fig. 16e), se comprueba la perfecta coincidencia
de las lineas del difractograma con las del patrén, lo que permite identificar la muestra
como Fe;0, y caracterizar su elevada cristalinidad de ésta tras ser incluida en la matriz

de PCL y, también, tras la funcionalizacién de dicha matriz con CS.
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Fig. 16. Difractogramas de rayos X. Espectro de difraccién de rayos X de las NPs de quitosano

(CS, a), poli(e-caprolactona) (PCL, b), magnetita (Fe;0.)/PCL (c), (Fes0./PCL)/CS (d) y Fes0, (e;
figura insertada: patrén ASTM de Fe;0.). La intensidad estd expresada en unidades arbitrarias

(u.a.).
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2.2.3 Propiedades magnéticas

2.2.3.1 Ciclo de histéresis y evaluacién in vitro microscdpica y macroscdpica

Debido a la importancia de las propiedades magnéticas en la aplicacién de las NPs de
Fe;0,/PCLYy (Fe;0,/PCL)/CS en Biomedicina, estas fueron definidas mediante el ciclo de
histéresis. De forma adicional, la capacidad de respuesta a gradientes magnéticos
aplicados de los nanocompuestos desarrollados se analizé cualitativamente. Para tal fin,
una dispersién de NPs de 0.5 % p/v fue sometida a un campo magnético de 0.4 T a una
temperatura de 25.0 + 0.5 © C. La respuesta magnética resultante fue analizada de forma

macroscépica y microscdpica (Microscopio dptico Olympus con objetivo BX40, Japén).

El ciclo de histéresis de los nanocompuestos de Fe,0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS (fig. 17)
muestra como ambos nanomateriales exhiben un cardcter magnético suave dado que
las ramas del campo magnético ascendentes y descendentes del ciclo eran apenas
perceptibles con la sensibilidad del instrumento utilizado. A partir de las porciones
lineales de la curva (campo bajo) se calcularon la susceptibilidad inicial y la

magnetizacién de saturacién (tabla 5).
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Fig. 17. Ciclo de histéresis de las nanoparticulas de magnetita (Fe;0.)/poli(e-
caprolactona) (PCL) y (Fe;0./PCL)/quitosano (CS). Curva de histéresis resultante para las NPs
de Fe;0./PCL (A) y (Fe;0./PCL)/CS (A).
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Tabla 5. Propiedades magnéticas de los nanocompuestos de magnetita (Fe;0.)/poli(e-

caprolactona) (PCL) y (Fe;0./PCL)/quitosano (CS).

. Susceptibilidad inicial x 10 Magnetizacién de saturacién en
Nanoparticulas
(m*/kg) masa (Am*/kg)
Fe,0,/PCL 0.189 + 0.032 13.74 +0.97
(Fe;0,/PCL)/CS 0.156 + 0.026 11.34+0.81

El adecuado comportamiento magnético de las NPs de Fe;0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS se
encuentra ilustrado en las figuras X y X, respectivamente. La atraccién completa de
ambos nanocompuestos se produce ante la aplicacién de un campo magnético de 0.4 T
en 40 s y 120 s para las NPs de Fe,0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS, respectivamente (fig 18a-c y
fig 19a-d). La evaluacién de la respuesta magnética in vitro a nivel microscdpico de las
dispersiones de los nanocompuestos presentaba un aspecto homogéneo cuando no era
sometido a ningun estimulo. A pesar de que no se podian visualizar las particulas de
forma individual, cuando un gradiente magnético era colocado en los laterales del
portaobjetos donde se habian depositado las muestras se podia observar la formacién
de agregados en forma de cadenas paralelas a la direccién de éste (fig. 18d-g y 19e-h).
Este comportamiento puede explicarse si se tiene en cuenta la mayor importancia de
las interacciones magnéticas en comparacién con las interacciones coloidales de tipo
DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbook; interacciones electrostaticas tipo van der
Waals y de hidratacién o 4cido-base) que se producen entre las particulas de Fe,0, a
pesar del recubrimiento con PCL o con PCL y CS (108). Teniendo en consideracién los
resultados obtenidos se podria sefialar el potencial uso de las NPs de Fe,0,/PCL y
(Fe;0,/PCL)/CS como agentes capaces de llevar a cabo un transporte especifico a la

diana seleccionada cuando se aplica un gradiente magnético apropiado (59).
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Fig. 18. Respuesta magnética in vitro de las nanoparticulas de magnetita (Fe;0,)/poli(e-
caprolactona) (PCL). Visualizacién macroscépica de una dispersién de nanocompuestos de
Fe;0./PCL sometida a la presencia de un campo magnético (0.4 T) a tiempo 0 (a), 20 s (b) y 40 s
y 24 h (c). Visualizacién microscépica de una dispersién de nanocompuestos de Fe;0./PCL sin
presencia de un campo magnético (d) y ante la presencia de un campo magnético dirigido en la

direccién de la flecha (e-g).

Fig. 19. Respuesta magnética in vitro de las nanoparticulas de [magnetita (Fe;0.)/poli(e-

caprolactona) (PCL)]/quitosano (CS). Visualizacién macroscépica de una dispersién de
nanocompuestos de (Fe;0./PCL)/CS sometida a la presencia de un campo magnético (0.4 T) a
tiempo 0 (a), 20 s (b), 60 s (c) y 120 s y 24 h (d). Visualizacién microscdpica de una dispersién de
nanocompuestos de Fe;0./PCL sin presencia de un campo magnético (e) y ante la presencia de

un campo magnético dirigido en la direccién de la flecha (f-h).
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Capitulo 3

Nanotoxicidad



3.1. Introduccidén

La Nanotoxicologia es la ciencia que estudia la interaccién de los nanomateriales con
los sistemas bioldgicos haciendo especial hincapié en la relacién entre las propiedades
fisicoquimicas de las nanoestructuras con la induccién de efectos téxicos en organismos
vivos. Esto se debe a que los materiales a escala nanométrica presentan una elevada
relacién drea superficial/volumen. De ahi que los nanomateriales tengan unas
propiedades fisicoquimicas distintas y, en ocasiones exclusivas, en comparacién con los
materiales de mayor tamafio. Esta es la razén por la que pueden ser ampliamente
aplicados, por ejemplo, en Medicina. Sin embargo, esto también determina que los
nanomateriales presenten una mayor capacidad de interaccién con moléculas de su
entorno lo cual podria desencadenar efectos t6xicos en los organismos vivos (109,110).
Por este motivo, es imprescindible realizar una evaluacién toxicolégica amplia para
asegurar la biocompatibilidad tanto de los propios nanomateriales como la de sus

metabolitos.
3.1.1 Toxicidad de Nanomateriales

3.1.1.1. Toxicidad molecular

Una vez administradas, las NPs interactiian instantdneamente con las moléculas del
entorno bioldgico en el que se encuentran. El resultado de estas interacciones es la
adsorcidn superficial mayoritariamente de proteinas, generando una cubierta sobre las
NPs conocida como corona proteica (19,20,111-113). La estructura de la corona proteica
es de alta complejidad debido a la enorme biodiversidad de proteinas que la componen
pudiendo contener mds de 100 tipos diferentes (114). Estudios recientes han
demostrado que las caracteristicas fisicoquimicas de las NPs como el tamafio, la forma
o la carga tienen una gran influencia en su composicién y densidad (115). Por ejemplo,
Pustulka y cols. estudian las caracteristicas de la corona proteica resultante de la
incubacién de NPs proteicas de albimina y ovoalbumina con diferente grado de
hidrofobicidad y carga eléctrica superficial en suero fetal bovino. Sus resultados
apuntan a que estas caracteristicas fisicoquimicas van a afectar a la composicién y masa
de la corona proteica formada (116). Otra caracteristica fisicoquimica que también
parece afectar a las caracteristicas de la corona proteica y, en especial, a su densidad, es

el grado de porosidad de determinadas NPs como las NPs de silice mesoporosas (117).
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Se ha visto que también las caracteristicas del suero donde se encuentren las NPs van a
ser importantes (118). De esta forma, pueden existir ciertas diferencias en funcién del

estado fisiopatoldgico del paciente.

Una vez establecida la corona proteica en la superficie de las NPs, las propiedades
fisicoquimicas del complejo resultante pueden sufrir modificaciones drésticas (62,119).
Se ha visto como, la adsorcién proteica puede influenciar negativamente a la estabilidad
coloidal y formar agregados. También pueden producirse modificaciones en la carga
eléctrica superficial y otras propiedades fisicoquimicas. Estos cambios repercutirdn en

el perfil farmacocinético de las NPs (115,120).

Cuando las biomoléculas endégenas se adhieren a la superficie de las NPs pueden sufrir
alteraciones estructurales. Si los cambios conformacionales experimentados son lo
suficientemente grandes, la funcionalidad de la biomolécula podria verse afectada
negativamente 'y, con ella, determinados mecanismos fisioldgicos. Esta
desestructuraciéon ha sido observada principalmente en el fibrindgeno. Deng y cols.
estudiaron la cantidad de esta proteina plasmdtica que quedaba adherida sobre la
superficie de NPs de oro recubiertas con acido poliacrilico de tamafio 5 y 10 nm y con
una carga superficial negativa. Los resultados mostraron como, en ambos casos, la
corona proteica presentaba fibrindgeno. Sin embargo, solo las NPs de 5 nm parecian
afectar lo suficiente a la conformacién del fibrinégeno como para inducir una respuesta

inflamatoria (121).

Si bien la corona proteica generada sobre NPs con determinadas caracteristicas
fisicoquimicas puede inducir problemas en determinadas estructuras proteicas, en
lineas generales aumenta el perfil de seguridad de las NPs. Se ha establecido que, a
medida que aumenta densidad y la rapidez de formacién de la corona proteica sobre la
superficie de las NPs, se reducen los efectos téxicos al reducirse las interacciones con
otras biomoléculas. Por ejemplo, los complejos resultantes suelen mitigar los efectos
sobre las proteinas de las membranas celulares y prevenir la activacién plaquetaria y la

hemolisis inducida por NPs (26,122).
3.1.1.2. Toxicidad celular

Hasta ahora, la principal causa de toxicidad celular inducida por nanosistemas se debe
al aumento de generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y su relacién con

multiples patologias como el cancer, enfermedades neurodegenerativas o
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enfermedades inflamatorias. De esta forma, es frecuente observar ensayos dirigidos a
determinar la citotoxicidad inducida por el aumento de ROS, sobre todo en la

evaluacién de NPs inorganicas (110,123).
3.1.1.3. Toxicidad tisular e inmunogenicidad

La toxicidad a nivel tisular puede ser provocada como consecuencia de la extensién de
dafios generados a nivel molecular y/o celulares. Suele estar determinado por la
cantidad de NPs que llegan a un determinado 6rgano. En este sentido, serd necesario la
determinacién de una dosis segura. Alguno de los érganos expuestos a una mayor
acumulacién de los nanomateriales son el higado y el rifién en el caso de la via de
administracién intravenosa. Parte de las proteinas que se van a adherir a la superficie
de las NPs son opsoninas de tipo inmunoglobulinas. La funcién de las inmunoglobulinas
sera facilitar el reconocimiento de las NPs por parte de las células del SFM y su posterior
aclaramiento plasmatico y traslado a los érganos mencionados de forma mayoritaria
(26,112). Por otro lado, también hay opsoninas que son protefnas del sistema
complemento que lo activan induciendo una respuesta inmune. Recientemente se ha
identificado la interaccién de NPs con receptores de tipo Toll involucrados en la
regulacion de células presentadoras de antigenos. Esta via puede inducir
inmunogenicidad de forma independiente o contribuir y generar sinergia con la
activacién del sistema complemento (124-127). La toxicidad inmunoldgica se puede
manifestar en forma de reacciones de hipersensibilidad. Se determiné una potencial
relacién entre la activacién del sistema complemento y las reacciones de
hipersensibilidad sufridas por pacientes con la primera dosis de liposomas de
doxorubicina pegilados. Esta hipersensibilidad podfa manifestarse con la aparicién de
reacciones cutaneas, hipetensién, hipertensién o problemas respiratorios. A pesar de
esto, se vid que la activacién del complemento no siempre inducia sintomas clinicos

(125).
3.1.1.4. Evaluacién de Nanotoxicidad

Hay disponibles una gran cantidad de protocolos in vitro que pueden ser utilizados para
determinar los dafios inducidos por efectos téxicos a diferentes niveles. Estos podran
ser especificos del tipo de nanosistema (por ejemplo, organico o inorganico), de la via
de administracién o del tipo de aplicacién. En la mayoria de los casos, los ensayos estan

basados en la evaluacién de otro tipo de medicamentos que, con los pertinentes ajustes,
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pueden servir en la evaluacién de medicamentos constituidos por NPs. A pesar de esto,
el desarrollo de ensayos de toxicidad con mayor capacidad de prediccién y, que
permitan una mejor correlacidn con posteriores estudios in vivo, es el principal objetivo
de investigacién en el drea de Nanotoxicidad. En concreto, establecer la relacién entre
las caracteristicas fisicoquimicas de las NPs y las interacciones con las biomoléculas

(corona proteica) parece ser clave y estd siendo ampliamente investigado (26,110,119).

Considerando el potencial y el crecimiento de la Nanotecnologia, el Nanotechonology
Characterization Laboratory, que combina los esfuerzos de la FDA, National Cancer
Institute y National Institute of Standards and Technology propone una cascada de
ensayos para la determinacidn de la posible aplicacién clinica de medicamentos basados
en NPs (128). Ademds, tanto la FDA como la EMA han desarrollado guias de referencia
basadas en la experiencia adquirida en los medicamentos nanotecnoldgicos que han

conseguido pasar a ensayos clinicos e, incluso, superarlos (129,130).
3.1.2. Toxicidad de las NPs de Oxido de Hierro

Las NPs de 6xido de hierro como la Fe;0, y la y-Fe,0s, presentan una amplia variedad de
aplicaciones en Biomedicina. El éxito de su aplicacién en terapia, diagndstico e incluso
como agentes terandsticos se debe a su perfil biocompatible. Constituyen uno de los
nanomateriales inorganicos mdas seguros para su aplicaciéon en Medicina

(36,43,110,131).

El hierro es un nutriente esencial que se encuentra en el torrente circulatorio unido a
la transferrina en forma de idn férrico (Fe™). La transferrina serd la encargada de
transportar el hierro a la médula ésea donde pasa a formar parte del grupo hemo de la
hemoglobina de los eritrocitos en forma de i6n ferroso (Fe*) (fig. 20 ab). También la
transferrina serd la encargada de la llegada de este elemento al resto de tejidos donde
también es requerido. En los tejidos donde se requiere una alta cantidad de oxigeno
como, por ejemplo, el tejido muscular cardfaco, éste va a ser almacenado en la
mioglobina que también contiene un grupo hemo constituido por Fe* (fig. 20 a-c).
Cuando los eritrocitos mueren, los macréfagos del SFM seran los encargados de realizar
la aclaracién plasmadtica de los restos celulares transportdndolos mayoritariamente al
higado (fig. 20c). En estos 6rganos, el hierro serd almacenado en forma de ferritina, para
después ser transferido de nuevo a la transferrina. La ferritina puede aglomerarse y

formar hemosiderina que constituye una reserva de hierro donde la transferencia va a
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ser mucho mas lenta. A pesar de que no existe una via de excrecién regulada, el hierro
se pierde continuamente por la eliminacién de células de la mucosa intestinal y de la
piel o durante el sangrado y transpiracidn (fig. 20d). Estas ligeras pérdidas deben de ser
compensadas con la absorcién en el tracto gastrointestinal del hierro de la dieta (fig.
20). A nivel celular, la captacién de hierro determinard su entrada en los endosomas
celulares donde se producird la reduccién del Fe* a Fe*. En el citosol, la mayor parte del
hierro se va a encontrar almacenado en forma de ferritina aunque también hay una baja
proporcién que se encontrara libre de forma transitoria. También puede encontrarse

formando parte proteinas de especial relevancia en el metabolismo celular (132-134).
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Fig. 20. Esquema de Biodistribucién del hierro en el organismo. El hierro va a ser
transportado por la transferrina hacia la médula ésea (a) para formar parte de los eritrocitos
generados (b) que finalmente moriran. Sus restos llegaran al higado principalmente. El higado
va a contener las proteinas de reserva del hierro que podran pasar a la transferrina cuando sea
requerido (c). La transferrina también transportard este elemento al resto de partes del cuerpo
donde se requiere (d). La mayor parte del hierro es reciclado exceptuando las pérdidas cuando,
por ejempo, se eliminan las células de la mucosa intestinal. El hierro serd adquirido con la dieta

y absorbido en el tracto gastrointestinal (e).

La homeostasis del hierro estd intensamente regulada por mecanismos especificos a
diferentes niveles. A nivel celular, la desregulacidn del hierro conlleva danos celulares
que pueden llegar a culminar en un proceso de muerte programada especifico conocido
como ferroptosis (135). Cuando existe una homeostasis de hierro a nivel celular, las ROS
superdxido, O, y perdxido de hidrégeno, H,0, obtenidas en multiples procesos celulares
son detoxificadas por los sistemas antioxidantes de la célula. Por el contrario, su
excesivo aumento intracelular hace que se completen las proteinas de reserva y, en
consecuencia, aumente su concentracién citoplasmatica en forma libre. Es en esta

situacién cuando tiene lugar la reaccién de Fenton. La reaccién de Fenton estd
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catalizada por el hierro y consiste en la transformacién de superéxido, O, y perdxido
de hidrégeno, H,0, en otro ROS altamente reactivo, el radical hidroxilo, OH" (136-138).
Ademds, se ha visto como en estas condiciones de alto contenido de hierro la
concentracién celular de la especie reactiva de nitrégeno (RNS) 6xido nitrico, NO”
también se ve aumentada (139). El aumento de ROS y RNS produce lo que se conoce
como estrés oxidativo y nitrosidativo, respectivamente. Ambas condiciones se han visto
asociadas al dafio proteico y peroxidacién lipidica resultante. Estos mecanismos de

citotoxicidad son los que finalmente conduciran a la ferroptosis (134) (fig. 21).

Fig. 21. Mecanismo de ferroptosis. La entrada de magnetita (Fe;0,) se producird mediante su
internalizacién en el endosoma (a), donde tendrd lugar su degradacién y consecuente liberacién
de hierro (b). El hierro serd trasladado al citoplasma en forma de Fe** donde va a contribuir a la

formacién de ROS (reaccién de Fenton) y de RNS (c).

A nivel terapéutico es preferible una muerte celular programada como la ferroptosis
por sus limitadas posibilidades de desencadenar efectos nocivos en el resto de células
(140). Si a este hecho se le afiaden las posibilidades que ofrece la Nanomedicina para el

direccionamiento selectivo de agentes terapéuticos (23,141,142), el resultado puede ser
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un nuevo enfoque terapéutico. Dicha propuesta estarfa basada en el mecanismo

citotéxico del hierro en células patoldgicas como las tumorales (134,143,144).

Otro de los posibles efectos téxicos producidos por las NPs magnéticas de éxido de
hierro se debe a su posible aglomeracién en los vasos sanguineos de bajo calibre como
los capilares. De esta forma, puede generar trombos con las severas consecuencias

patoldgicas que éstos conllevan (36,145).

El disefio de las NPs de éxido de hierro para evitar la induccién de efectos téxicos tendra
que ser optimizado para asegurar una insuficiente captacién por parte de las células
sanas y evitar la aglomeracién en los vasos sanguineos. La dosis es, probablemente, el
pardmetro mds importante a determinar para asegurar la biocompatibilidad de este
tipo de nanosistemas (146,147). Pese a que se van a encontrar ciertas diferencias en
funcién del disefio del coloide magnético, las dosis utilizadas actualmente en la clinica
parecen ser adecuadas para asegurar tanto la seguridad como la eficacia de este tipo de

nanosistemas (148-150).
3.1.3. Toxicidad de las nanoparticulas de poli(e-caprolactona) y quitosano

Tanto la PCL como el CS son polimeros orgénicos con demostrada biocompatibilidad en
clinica. Actualmente, el uso de la PCL en suturas quirdrgicas bioabsorbibles esta
aprobado por la FDA. En el caso del CS, es utilizado en clinica en apdsitos de heridas y
en regeneracion tisular. Presentan un gran potencial en su aplicacién en Biomedicina
como nanosistemas demostrados en numerosos estudios tanto in vitro como in vivo.
Ademds, poseen una practicamente nula toxicidad por su naturaleza quimica y los
numerosos mecanismos enddgenos que llevan a cabo su degradacién. Todo esto
conduce a pensar su inminente introduccién en la clinica como nanomateriales de uso

seguro (151-153).
3.2. Metodologia y resultados

3.2.1. Ensayo de proliferacién celular

La citotoxicidad in vitro de las NPs de Fe;0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS se evalud en una linea
celular no tumoral y otra tumoral. La linea celular normal seleccionada fue la linea
fibroblastos de colon humano normal CCD-18 que deriva de la biopsia de colon de una

nifia de etnia africana de 2.5 meses (154). En el caso de la linea celular tumoral se utiliz4
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la linea epitelial de carcinoma de colon humano T-84, derivada de una metdstasis
pulmonar de un carcinoma de colon de un hombre de 72 afios (155). Ambas lineas
celulares fueron suministradas por el Banco de Células del Centro de Instrumentacién

Cientifica de la Universidad de Granada, Espafia.

El medio de cultivo usado fue el medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma-
Aldrich, Estados Unidos) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por
calor (FBS, Lonza Group AG, Suiza), 14 mM de bicarbonato sédico, 15 mM de 4cido 4-(2-
hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfénico (HEPES), 2 mM de L-glutamina (ThermoFisher
Scientific, Espafia), 40 ug/mL de gentamicina y 500 pg/mL de ampicilina (Antibidticos
de Leén S.L.U., Espafa). En primer lugar, se realizé el contaje celular utilizando una
camara de Neubauer. Las células se sembraron en cultivos monocapa en una placa de
96 pocillos con una densidad de 6 x 10° células/pocillo. A las 24 h el medio de cultivo
fue restituido por medio de cultivo fresco con los distintos tipos de NPs en un amplio
rango de concentracién (0.05 a 100 yg/mL). Se mantuvieron a 37.0 + 0.5 °C y una
atmdsfera con un 5% de riqueza de CO, (Incubador CO, con camisa de agua Autoflow
UN-4750; NuAire, Estados Unidos). Finalmente, se analizé la viabilidad celular a las 48 y
72 h con el ensayo colorimétrico de MTT (n = 3). Para ello, se adiciond 20 uL de la
solucién de MTT a cada pocillo (5 mg/mL en el medio de cultivo celular). Tras la
incubacién durante 4 h a 37.0 £ 0.5 °C, se retiré el medio de cultivo y los cristales de
formazén fueron disueltos en dimetilsulféxido (DMSO). La densidad ptica (DO)
resultante fue medida con un colorimetro Titertek multiscan (Flow Laboratories,
Estados Unidos) a 570 y 690 nm. El control estaba constituuido por la solucién de PBS
(tampédn fosfato salino o buffer fosfato saline) sin NPs y se utilizé para calcular la

viabilidad celular relativa (%) con la siguiente ecuacién (Ec. 14):

Viabilidad celular relativa (%) = [(DO células tratadas/OD células no tratadas (control)

x 100] (14)

Las Fe;0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS no indujeron toxicidad ni en la linea celular normal
(CCD-18) ni en la tumoral (T-84). La alta viabilidad celular de ambas lineas se mantuvo
a ambos tiempos de evaluacién (48 y 72 h) y en el rango completo de concentracién
ensayado (fig. 22). Los ligeros aumentos de viabilidad celular relativa respecto al control
en presencia de los nanosistemas estudiados parece deberse a la capacidad de las células

de seguir creciendo en presencia de éstos (156,157).
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Previos estudios obtuvieron resultados similares de viabilidad celular relativa cuando
utilizaban nanosistemas que contenfan PCL en un rango de concentracién similar y en
las mismas lineas celulares (77). En el caso de Fe;0,, estudios anteriores muestran
también una baja influencia sobre la proliferacién de estas lineas celulares cuando son
embebidos en nanovesiculas biocompatibles como los nanoliposomas (73). Pese a que
la citotoxicidad del CS no ha sido evaluada en las mismas lineas celulares, multiples
estudios sefialan su nula toxicidad por lo que su presencia en el nanocompuesto no va

a producir ninguna alteracién (158,159)(fig. 22bc).
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3.2.2. Evaluacion de hemocompatibilidad

El perfil de hemocompatibilidad de las NPs de Fe,0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS fue evaluado
mediante una bateria de ensayos constituida por la determinacién de la hemolisis, la
activacién de plaquetas, la activacién del sistema complemento y el tiempo de
recalcificacién plasmatica siguiendo protocolos ampliamente validados para este fin
(74,111,160-164). Se utilizaron muestras de sangre de tres voluntarias sanas (de 24 a 45

afios) anticoaguladas con 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) o citrato sédico.
3.2.2.1. Hemolisis

Para examinar la posible hemolisis inducida por los distintos tipos de NPs se utilizd
sangre coagulada con EDTA. La muestra de sangre fue sometida a dos ciclos de
centrifugacién (5 min a 2000 rpm). El sobrenadante constituido por plasma, leucocitos
y plaquetas fue sustituido por una solucién de NaCl 150 mM. El sedimento eritrocitario
resultante fue diluido en una solucién 1:10 de tampédn fosfato salino (PBS; Sigma-
Aldrich, Espana) e incubado con cada tipo de NP (2 x 108 eritrocitos/mL y 40 ug/mL de
NPs) bajo agitacién mecénica suave (200 rpm) a 37 £ 0.5 °C. Los grupos control utilizados
fueron una solucién de PBS y otra de Tritén X-100 (1%, p/v; Sigma-Aldrich, Espafia)
como control negativo y positivo para la lisis eritrocitaria, respectivamente. Para la
determinacién de la hemolisis, se midié la DO de la hemoglobina libre presente en el
sobrenadante resultante de la centrifugacién de la muestra (5 min a 2000 rpm) tomada
tras 2, 4, 8 y 24 h de incubacién (n = 4). Finalmente, el célculo de la hemolisis (%) se

realizé utilizando la siguiente ecuacién (Ec. 15):
% Hemolisis = [(DO muestra - DO control negativo) / DO control positivo] X 100 (15)
3.2.2.2. Activacién de plaquetas

El ensayo de activacién de plaquetas fue realizado mediante la determinacién de los
niveles de sP-selectina en plasma utilizando un kit Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
0 ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA; R&D Systems, Estados Unidos).
La sangre anticoagulada con citrato sédico fue sometida a un ciclo de centrifugacién (15
min a 950 rpm). El plasma rico en plaquetas (PRP) fue entonces obtenido de la dilucién
del sobrenadante con 1% de oxalato de amonio 1:100 (6 % 10° plaquetas/mL) e incubado

con 40 mg de NPs durante 1h a 37.0 + 0.5 °C. Para la determinacién de los niveles de sP-
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selectina la muestra fue previamente centrifugada (10 min a 4700 rpm) para retirar las
NPs. El plasma pobre en plaquetas (PPP) se obtuvo de la sangre restante sometida a otro
ciclo de centrifugacién (5 min a 3000 rpm) (n = 4). Se utiliz6 PBS como grupo control

negativo y PPP y PRP como grupos control positivos.
3.2.2.3. Activacién del sistema complemento

El andlisis de la activacién del sistema complemento fue realizado mediante la
determinacién de la escisién del componente C3a. En concreto, éste fue determinado
de forma indirecta mediante la cuantificacién de C3a-desArg, la forma resultante mas
estable de la escisién de la proteina C3a. Para ello, se utilizé un kit de ELISA para la
determinacién de C3a humano (BD OptEIA™, Estados Unidos). La sangre anticoagulada
con citrato sédico se incubé con cada tipo de NP (40 ug/mL) durante 1 h. Entonces, la
muestra se centrifugd (5 min a 2000 rpm) para obtener el plasma a analizar (n = 4). El

grupo control negativo seleccionado fue una solucién de PBS.
3.2.2.4. Tiempo de recalcificacion plasmdtica

El tiempo de recalcificacién plasmatica (TRP) fue determinado mediante el método de
Howell (164). La sangre anticoagulada con citrato se centrifugé a 8 + 0.5 °C (20 minutos
a 3000) para obtener el PPP. 0.1 mL de PPP y 40 mg de NPs dispersadas en PBS se
incubaron a 37 + 0.5 °C en una placa de 96 pocillos durante 5 minutos. Entonces, se
adicioné una solucién de 0.1 mL de CaCl, 0.025 M (n = 4). La coagulacién se control
utilizando un alambre de acero inoxidable en forma de gancho recubierto con silicona.

El TRP fue considerado como el tiempo en el que se detecta la formacién de la primera

hebra de fibrina.
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La via de administracién parenteral es la mas utilizada en Nanomedicina. La
administracién de los nanocompuestos va a suponer el contacto con la sangre lo que
conducird a la interaccién con los componentes de la sangre y una posible

hemotoxicidad.

Debido a que son las células mds numerosas de la sangre y presentan funciones
esenciales para el correcto funcionamiento del organismo, sera esencial determinar si
las NPs van a inducir la lisis de los eritrocitos. Por estas razones, la determinacién in
vitro de la hemolisis es uno de los ensayos de hemocompatibilidad més rutinarios en la
caracterizacién de NPs con potencial aplicacién en Biomedicina (41,81,165-168). La
evaluacién de los nanocompuestos de Fe,0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS presentaron una alta
hemocompatibilidad (hemolisis <5%) segtn el criterio internacional establecido por la
ASTM (169) (tabla 6). La baja induccién de hemolisis resultante se encuentra en la linea
de estudios de nanosistemas que contienen alguno de los materiales utilizados (Fe;0,,

PCLy Fe;0,) (170-173).

La agregacién plaquetaria tampoco debe de ser inducida por los nanocompuestos
puesto que podria conducir a la aparicién de complicaciones trombdticas (174). Una vez
activadas las plaquetas, hay multiples pasos que se tienen que dar para que se produzca
la agregacién plaquetaria. Esto abre un amplio abanico de posibilidades para la
evaluacidn in vitro de la agregacién plaquetaria (175). La determinacién de la liberacién
de la proteina soluble P-selectina es uno de los mas escogidos para la evaluacién de los
sitemas nanoparticulados (39,160,176). Debido a que los valores mostrados por las NPs
de Fe,0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS presentaban diferencias insignificativas con el grupo
control, a priori, no se espera una mayor agregacién plaquetaria debido a su

administracidn (tabla 6).

Una de los mecanismos que determinan la inmunogenicidad de las NPs es la activacién
del sistema complemento mediante la adhesién de proteinas del sistema coplemento
sobre la superficie de las NPs formando parte de la corona proteica. Por tanto, es de
especial relevancia informar si las NPs con fines farmacéuticos conducen a la reacciones
de hipersensibilidad inducidas por la activacién del complemento. Con este propdsito,
se analizé la liberacién de la anafilotoxina C3a para las NPs de Fe;0,/PCL y

(Fe;0,/PCL)/CS. La similitud de los resultados obtenidos para ambos nanocompuestos
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con el grupo control conducen a pensar que no existe una activacién anormal del

complemento (tabla 6).

Por ultimo, se analizaron la posibilidad de que las NPs interfieran con el curso normal
del fenémeno de coagulacién mediante el estudio de la recalcificacién plasmatica. En
concreto, se midio el tiempo que tardaba en formarse los coagulos en sangre
recalcificada incubada con NPs. En ninguno de los nanocompuestos ensayados (NPs de
Fe;0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS) se encontraron anormalidades en la coagulacién siendo
estos resultados ya reportados anteriormente para otras nanoplataformas magnéticas

(177,178).

3.2.3. Estudio de viabilidad y morfologia celular

La siguiente evaluacién de Nanotoxicidad de los nanocompuestos finales de
(Fe;0,/PCL)/CS fue realizada en la Unidad de Nanoimagen del Centro Andaluz de
Nanomedicina y Biotecnologia BIONAND bajo la supervisién de la Dr. Maria Luisa Garcia

Martin.

Los posibles efectos en la morfologia y la viabilidad inducidos por las NPs finales de
(Fe;0,/PCL)/CS fueron investigadas in vitro mediante un andlisis MTT y un andlisis de
imagen high-content para las en la linea celular HFF-1 de fibroblastos de prepucio normal
humano derivado de dos individuos sanos suministrada por American Type Culture

Collection (ATCC) Estados Unidos (179).

El medio de cultivo usado fue el medio DMEM suplementado con 10% de FBS, 2 mM de
L-glutamina y 1 % de penicilina/estreptomicina (Gibco™, Estados Unidos). En primer
lugar, se realiz el contaje celular utilizando una cdmara de Neubauer. Las células se
sembraron en cultivos monocapa en una placa de 96 pocillos con una densidad de 1 x
10* células/pocillo (200 pL/pocillo). Se mantuvieron a 37.0 £ 0.5 °C y una atmdsfera con
un 5% de riqueza de CO, y, tras 24 h, el medio de cultivo fue restituido con uno fresco
que contenfa las NPs en un rango de concentracién de 0.1 a 100 ug de Fe/mL excepto
los grupos control (solucién de PBS sin NPs). Tras 24 h de incubacién se adiciond Tritén
X-100 en los controles negativos. A las 24 h se restituyé otra vez con MTT (0.5 mg/mL)
y después de 2 h de incubacién en las mismas condiciones, se retird para después
disolver los cristales formados de formazan en 200 L de DMSO mediante agitacién. La

absorbancia de cada pocillo se obtuvo a 550 nm con un colorimetro Dynatech MR7000
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(Espana). Los grupos control utilizados fueron PBS y Tritén X-100 (1%, p/v; Sigma-
Aldrich, Espafia) como control negativo y positivo, respectivamente. Ambos grupos
control se utilizaron para calcular la viabilidad celular relativa (%) y la desviacién

estandar (o) con las siguientes ecuaciones (Ec. 14 y 15):

[Abs]test—[Abs]|Pos.Ctrl

0 —
RCV(/O) - ([Abs]Neg.Ctrl—[Abs]Pos.Ctrl) %100 (14)
[o]test [o]control
0, — " )2 L )2
Error(%) = RCVtest X \/([Abs]test) + (Cabslcontrol) (15)

Para la evaluacién de la proliferacién y morfologia celular mediante el andlisis de
imagen high-content se llevd a cabo la misma metodologia descrita para el ensayo de
MTT en la linea celular HFF-1. Tras la incubacidn de las NPs de (Fe;0,/PCL)/CS durante
24 h se adiciond el control negativo (Tritén X-100; 1%, p/v) y se dejaron 15 minutos.
Después, se adicionaron los colorantes fluorescentes 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI;
1:3000), calceina AM (1:10000) y yoduro TO-PRO®3 (1:10000) adquiridos de Sigma-
Aldrich, Esparia.

La evaluacién de la viabilidad y la morfologia de las células HFF-1 en presencia de las
NPs de (Fe;0,/PCL)/CS se realizé mediante un Andlisis Confocal Automatizado con
tecnologia High Content Screening utilizando un sistema de imagen Operetta CLS (Perkin
Elmer, Estados Unidos) dotado con una lente objetivo 20x de magnificacién, 0.45 de
apertura numérica que opera en un rango de largas distancias de trabajo (long working
distance, LWD). Se analizaron 5 réplicas de pocillos para cada condicién con 10 campos
de imdgenes aleatorios capturados por pocillo. Se obtuvieron imagenes de fluorescencia
para DAPI, calceina y TO-PRO-3 para cada campo mas una imagen de campo claro. Los
porcentajes de células muertas se obtuvieron usando el software Operetta Harmony.
Este fue ajustado para identificar la totalidad de nucleos, tanto de células vivas como
muertas, con la fluorescencia del marcador DAPI mientras que el porcentaje de células
muertas se determind la fluorescencia del marcador yoduro TO-PRO®3 y el de células

vivas se evalud con el marcador de calceina-AM.

El DAPI es un marcador azul fluorescente con alta permeabilidad celular y especificidad
de unidn al acido desoxirribonucleico (ADN). Se une a las regiones del ADN ricas en
adenina-timina formando un complejo de mayor intensidad de fluorescencia. También
puede formar un complejo con el ARN mediante la intercalacién selectiva del

dinucledtido adenina-uracilo. Este presenta una A mas larga que la del complejo DAPI-
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ADN. Ademds, es util para detectar cambios nucleares propios de la apoptosis o necrosis

(180).

El yoduro TO-PRO®3 es un marcador nuclear y cromosémico de fluorescencia roja. Se
usa como contratincién ya que es un indicador util de células muertas. Esto se debe a
que es impermeable a las células vivas ya que éstas presentan una membrana
plasmatica intacta. Por el contrario, van a marcar con una fluorescencia roja las células
muertas debido a que éstas presentan una membrana comprometida permitiendo su

internalizacién (181).

La calceina AM es un derivado acetoximetilado de la calceina. Si bien la calceina AM no
es fluorescente, al ser internalizada en la célula las esterasas citoplasmaticas la
hidrolizan dando lugar a la calceina que si presenta una alta intensidad de fluorescencia
en color verde. Puesto que las esterasas citoplasmaticas solo son activas en células vivas,
es un indicador de viabilidad celular. Ademas, debido a que es retenida cuando la

membrana plasmadtica estd intacta también demuestra su estado (182).

El uso de marcadores fluorescentes permite la exclusién de restos de células lo que evita
pasos de purificacién durante la preparacién de la muestra y, asi, mejorar la eficiencia
de la técnica. De esta forma, el sistema avanzado de imagen usado en combinacién con
los marcadores celulares simplifica y aumenta la velocidad y el R del recuento y la

medida de la viabilidad celular.

La citotoxicidad de los nanocompuestos finales de (Fe,0,/PCL)/CS fue examinada con
mayor profundidad mediante la investigacién de la viabilidad analizada utilizando dos
metodologias, el ensayo de MTT y el analisis de imagen high-content utilizando tres
marcadores celulares, DAPI, TO-PRO®3 y calceina AM. Los resultados de las dos
metodologias de andlisis, en concordancia con los obtenidos para las lineas celulares
CCD-18 y T-84, indicaban una citotoxicidad practicamente nula en todas las
concentraciones ensayadas, tal y como ya se habia observado con anterioridad para LA

PCL (49) y la Fe;0,(123,183) que conforman a estos nanocompuestos (fig. 23).
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Los mismos marcadores sirvieron también para investigar los posibles efectos de los
nanocompuestos finales sobre la morfologia de los fibroblastos HFF-1. Las células con
PBS (sin NPs) constitufan el grupo control negativo donde el ntcleo puede ser
identificado por la fluorescencia de color resultante de la formacién del complejo ADN-
DAPI. Ademas, en este control negativo los citoplasmas aparecen en verde fluorescente
caracteristico de la calcefna obtenida de la hiddlisis de la calceina AM (fig. 24a). Esta
reaccién la llevan a cabo unas enzimas celulares, las esterasas, cuya actividad indica
viabilidad celular. Es por ello que, en el caso opuesto representado por el grupo control
positivo (Tritén X-100), esta fluorescencia verde no aparece. Por el contrario, queda
patente la fluorescencia rosdcea caracteristica del marcador TO-PRO® 3 que confirma la
muerte celular debido a que éste Gnicamente puede interaccionar con el ADN cuando
las membranas celulares estdn deterioradas. Aunque en menor cantidad, también se
detecta fluorescencia azul del marcador nuclear DAPI (fig. 24b). Debido a la similar
fluorescencia que presenta la imagen del grupo control negativo con la imagen de las
células cultivadas con la méxima concentracién de nanocompuestos (100 ug/mL de Fe),
se deduce que tanto no se producen modificaciones sustanciales ni en la viabilidad ni

en la morfologia de las células (fig. 24c).
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Capitulo 4

Hipertermia magnética

antitumoral



4.1. Introduccién

El término médico de hipertermia se usa para referirse a un incremento anormal de la
temperatura corporal. Por este motivo, también se ha utilizado para referirse al enfoque
terapéutico en el que una determinada regidn corporal se somete a una temperatura
por encima de la temperatura fisioldgica. El éxito de esta terapia radica en la pobre
tolerancia al calor que presentan las células cancerigenas por motivo de su alta tasa
metabdlica y su defectuosa neovascularizaciéon que tiene lugar en el crecimiento

tumoral rdpido y descontrolado.

Se han desarrollado varias metodologias para inducir el aumento de temperatura
siendo la hipertermia magnética una de la mas utilizadas y validada clinicamente. El
éxito proviene, en comparacion con otras metodologias de hipertermia convencionales,
de su baja complejidad desde el punto de vista tecnoldgico y de su capacidad de generar
un efecto altamente localizado y de bajo caracter invasivo (184). El mecanismo de la
hipertermia magnética se basa en la utilizacién de NPs magnéticas capaces de producir
calor cuando se les aplica un campo magnético alterno (36,185,186). Se introdujo por
primera vez en 1957, afio en el que Gilchrist y cols. aplicaron la hipertermia localizada
con NPs magnéticas para destruir las células cancerigenas de los nédulos linfaticos con
el objetivo final de prevenir el proceso de metéstasis (187). Desde entonces, existe un
intenso trabajo de investigacién que ha experimentado grandes avances, sobre todo en
los dltimos 20 afios. Probablemente, uno de los eventos mas destacados en la trayectoria
de la hipertermia magnética ocurre en 2010, cuando MagForce AG se convierte en la
primera empresa en la obtencién de la Conformidad Europea para la hipertermia

magnética clinica de tumores cerebrales (43,188).

4.1.1. Principios fisicos de la hipertermia magnética

Cuando un sistema de coloides magnéticos se somete a un campo magnético alterno,
éstos absorben energia que serd después liberada en forma de calor. Este calor se disipa
entonces aumentando la temperatura de su entorno. En funcién de los fenémenos
fisicos implicados en dicha transformacién, vamos a encontrar distintos
nanomateriales magnéticos: las NPs ferromagnéticas y las NPs superparamagnéticas.
Para las NPs ferromagnéticas serd la pérdida de histéresis lo que determine la

produccién de calor. A nivel molecular, éstas poseen multiples dominios magnéticos.
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En ausencia de un campo magnético, los dipolos magnéticos de los multiples dominios
de los materiales ferromagnéticos estdn orientados de forma aleatoria. Cuando se aplica
un campo magnético externo, los dominios magnéticos de las particulas se alineardn
con éste. Cuando son sometidos ante un campo magnético alterno, y el campo
magnético oscila, los dipolos del material ferromagnético se orientaran de forma
opuesta al campo magnético pasando a un estado de energia mayor. La inversién de los
dipolos determinada por la vuelta a un estado de energia menor supone la liberacién de
la diferencia de energia en forma de energia térmica. Este fendmeno es conocido como
pérdida de histéresis (fig. 25a). Cuando disminuye el tamafio de particula de los
materiales ferromagnéticos la formacién de multiples dominios no es favorable
energéticamente. En consecuencia, las NPs de menor tamafio van a poseer un solo
dominio con un unico momento magnético. Es entonces cuando las NPs van a ser
superparamagnéticas. En este caso la liberacién de calor se produce mediante la
relajacién de los momentos magnéticos mediante el mecanismo de Néel y el mecanismo
de Brown. En la relajacién de Brown se produce calor como consecuencia de la friccién
resultante de la rotacién fisica de las particulas dentro de un medio cuando las
particulas intentan realinearse con el campo magnético alterno (fig. 25b) (184,185,189).
En el caso de la relajacién de Néel éste se produce tras los cambios en la orientacién de
los momentos magnéticos cuando se aplica un campo magnético alterno haciendo que
éstos se opongan a la estructura cristalina de la propia NP resultando en calor (fig. 25¢).
El predominio de un mecanismo u otro en las NPs superparamagnéticas estara dirigido
por las caracteristicas fisicoquimicas del nanosistema (por ejemplo, el tamafio del

nucleo superparamagnético, fig. 25).
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Fig. 25. Mecanismos de produccién de calor de los materiales magnéticos en funcién de
su tamafio al someterlos a un campo magnético alterno. a) Pérdida de histéresis
caracteristica de materiales ferromagnéticos con miltiples dominios magnéticos, b) relajacién
de Brown y c) relajacién de Néel caracteristicas de los materiales superparamagnéticos con un
solo dominio. La contribucidn de estos mecanismos dependera del tamatio de la nanoparticula
magnética como se indica en la parte derecha del esquema. Las flechas grises representan la
orientacién del campo magnético externo, las esferas grises representan la nanoparticula
magnética, las flechas negras representa la orientacién de los momentos magnéticos y las

flechas blancas el movimiento en la estructura cristalina (b) o en el medio externo (c).

Dentro de los dos tipos mostrados de NPs magnéticas inicamente las NPs magnéticas
superparamagnéticas son aplicables en Biomedicina por su mayor seguridad con
respecto a las ferromagnéticas (36,147,189). Por ello, el estudio realizado va a estar

dirigido exclusivamente a este tipo de NPs.
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4.1.2. Caracteristicas de un Sistema de Hipertermia Magnética
4.1.2.1. Equipo de Hipertermia Magnética

Para que la hipertermia magnética tenga lugar sera necesario un equipo capaz de
producir el movimiento de las NPs magnéticas (y/o de sus momentos magnéticos)

mediante la generacién un campo magnético alterno (190)(fig. 26).
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Fig. 26. Esquema de la creacién del campo magnético alterno requerido para la
hipertermia magnética. Los componentes que producen el campo magnético alterno (a) son
dos imanes permanentes (b) y un solenoide (c) donde serd introducida la regién corporal a

tratar siendo la temperatura monitorizada en este.

Los parametros mas importantes de este equipo son la magnitud del campo magnético
y la frecuencia. El aumento de éstos afecta positivamente a la capacidad calorifica de las
NPs magnéticas (36,43,190-192). A parte de las limitaciones técnicas y econémicas que
restringen las posibilidades de incremento de estas propiedades, también existen
importantes limitaciones biomédicas. Estos deben de ser cuidadosamente escogidos
para maximizar la diferencia de temperatura entre el tejido tumoral y los tejidos
fisiolégicos circundantes minimizando la corriente de Foucault. Esta es la corriente de
electrones que se genera cuando un material conductor se ve sometido a un campo
magnético alterno y producira pérdidas de energfa que se transforma en calor por el
efecto de Joule. Puesto que en el caso de los sistemas de hipertermia el material
conductor es el cuerpo humano, este proceso es el responsable de que se observe un
excesivo calor no especifico en tejidos fisioldgicos a partir de un limite de amplitud y

de frecuencia del campo magnético alterno aplicado. En 1988, Brezovich determiné
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experimentalmente que el producto de la frecuencia y la amplitud no debian superar
los 4.85 x 10® A/ms para evitar sobrepasar el limite de tolerancia de los pacientes. Se ha
de tener en cuenta que este valor se obtuvo de la tolerancia y molestias expresadas por
pacientes sanos sometidos a 1 h de tratamiento (191,192). Aunque este valor es
considerado, la comunidad cientifica no ha llegado a un consenso estandar siendo muy
variados los parametros seleccionados en los diferentes estudios preclinicos publicados
(de 110 a 710 kHz y de 1,2 a 20 kA/m para frecuencia y amplitud,
respectivamente)(138,143,193-195). La duracién y frecuencia del tratamiento y el drea
corporal tratada también van a influenciar significativamente a la seguridad del
tratamiento. Estudios mas recientes han encontrado tolerancias diferentes en funcién
del tejido evaluado. Por ejemplo, un ensayo clinico realizado en pacientes con distintos
tipos de tumor estudié la tolerabilidad en varias regiones corporales con un sistema de
hipertermia que presentaba una frecuencia de 100 kHz y amplitudes desde 2,5 a 18
kA/m. Se concluyé que la amplitud tolerada iba desde 3.0 - 6.0 kA/m en la pelvis, hasta
7.5 kA/m en el térax y el cuello y >10.0 kA/m en la cabeza (196). La determinacién de
que la mayor tolerancia se presenta en la cabeza probablemente haya contribuido a que
la primera entrada en la clinica de la hipertermia magnética antitumoral tenga como

indicacién el glioblastoma (Nanotherm®).
4.1.2.2. Medio de Dispersién

Puesto que las NPs magnéticas se encontrarian en la masa tumoral, bien en los espacios
intercelulares o intracelulares, la viscosidad caracteristica del medio de suspensién serd
alta y variable. El fendmeno de relajacién de Brown se ve afectado por este aumento de
viscosidad lo que reduce la eficacia de hipertermia de aquellas NPs que generan calor
por este proceso de forma predominante (fig. 27) (197). La influencia de la viscosidad
del microambiente de la NP ha sido analizada mediante la determinacién in situ del
mecanismo de relajacidén dentro de células vivas. En concordancia los efectos expuestos
en la fig. 27., cuando las NPs eran internalizadas en la célula no presentaban relajacién
de Brown que, tras la lisis celular, se recuperaba y podian volver a actuar (198). De forma
adicional, se ha evaluado cémo esta caracteristica parece influenciar a la temperatura
alcanzada en distintas lineas celulares (197). Por el contrario, esta disminucién del
aumento de la temperatura no se tan notable en aquellas NPs disenadas para que

liberacién de calor estd gobernada por la relajacién de Néel (199).
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Fig. 27. Influencia de la viscosidad en los mecanismos de relajacién involucrados en la

susceptibilidad de las nanoparticulas al campo magnético alterno (CMA). a)
Nanoparticulas dispersadas en un medio de baja viscosidad (agua). b) Nanoparticulas
dispersadas en un medio de alta viscosidad (glicerol). Reprinted (adapted) with permission from
(Soukup D, Moise S, Céspedes E, Dobson J, Telling ND. In situ measurement of magnetization
relaxation of internalized nanoparticles in live cells. ACS Nano. 2015;9(1):231-40). Copyright
(2015) American Chemical Society.

4.1.2.3. Caracteristicas de las nanoparticulas magnéticas

La capacidad calorimétrica de las NPs magnéticas utilizadas va a depender de sus
caracteristicas fisicoquimicas pues éstas van a definir sus propiedades magnéticas. El
tamario de la NP va a ser clave para el tipo de mecanismo de relajacién predominante

dado el entorno bioldgico en el que se van a encontrar (fig. 25). Se estima que el tamafio
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Sptimo sera aquel en el que predomine el mecanismo de Néel para evitar la limitacién
de eficiencia calorimétrica que sucede en microambientes bioldgicos donde las NPs se
inmovilizan (fig. 27). Los valores experimentales de tamafio Sptimos son aquellos que

se situan entre 12 y 25 nm.

La forma de las NPs es también de especial interés. Mas que una forma concreta, se ha
puesto en evidencia que es la variabilidad con respecto a una esfera perfecta el factor
mds determinante para la aplicacién en hipertermia. Los magnetosomas (Fe;O,
producida por bacterias magnetotdcticas) constituyen uno de los modelos de NPs

magnéticas mas estudiado para la comprensién de esta caracteristica.

Otro requisito es la estructura cristalina del nanomaterial. Este es uno de los principales
aspectos por el cual se investigan los coloides de éxido de hierro Fe;0, y maghemita (y-
Fe,0,) (fig. 4). El perfil cristalino de un material dependerd de la estructura y de la
composicidén del sistema. Se ha conseguido optimizar la eficiencia calorimétrica de
estos éxidos de hierro mediante la insercién de otros metales de transicién en su
estructura. A pesar de las interesantes propiedades magnéticas de los ferrofluidos
resultantes de estas aleaciones, las caracteristicas fisicoquimicas (por ejemplo,
estabilidad frente a la oxidacién), el perfil biocompatible y su aprobacién para su uso
en humanos por la FDA, siguen posiciondndolos como los materiales mas utilizados para

la hipertermia magnética en clinica.

En vista de estas caracteristicas fisicoquimicas, sera crucial utilizar una metodologia de
sintesis adecuada. De forma adicional a la forma, el tamafio y el perfil cristalino, ya se
ha visto que la seleccién de un procedimiento de sintesis es fundamental por otro
motivo, la homogeneidad de la dispersién coloidal resultante. indices de PdI bajos
aseguran la eficacia de hipertermia estimada mientras que se ha visto como ligeros
aumentos de la PdI de la muestra obtenida reducen enormemente el aumento de

temperatura (34,199-203).

Una vez sintetizadas las NPs magnéticas con las caracteristicas fisicoquimicas deseadas
estas deben de mantenerse en el entorno bioldgico. La principal estrategia utilizada
para asegurar una alta estabilidad de la dispersién coloidal, asi como su
biocompatibilidad, su biodistribucién especifica y alta internalizacién celular consiste
en el recubrimiento o funcionalizacién superficial de las NPs magnéticas. Se ha visto

que la composicién de la cubierta de las NPs es esencial para su estabilidad o estado de
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agregacion. También la concentracién y, por consiguiente, la dosis va a poder contribuir
al estado de agregacién. Esto parece deberse a que las interacciones dipolares
interparticulares aumentan a medida que disminuye la distancia entre las NPs lo cual
influye negativamente a las propiedades magnéticas y, por tanto, la capacidad de
producir calor. Esta es la hipétesis que se propone en multiples estudios al obtener
resultados desfavorecedores para la aplicacién de hipertermia al aumentar la
concentracién (o disminuir la distancia) y, consecuentemente, la agregacién
(197,203,204). En este sentido, la intensidad de estas interacciones puede ser disminuida
aumentando la distancia interparticular. Para ello, la funcionalizacién de las NPs con
polimero hidrofilicos constituye una de las estrategias mds estudiadas por el
incremento en el aumento de temperatura a pesar del aumento del R, que conllevan

(205-207).

Resultados contradictorios en cuanto a la eficiencia de hipertermia de dispersiones
coloidales en funcién de la formacién de agregados ha desencadenado el estudio del
comportamiento magnético colectivo. Cuando las NPs se aglomeran, las NPs
interactiian entre si y el comportamiento magnético colectivo se vuelve relevante. Asf,
el estudio de las propiedades fisicas de los agregados resultantes representa un nuevo
enfoque para la optimizacidn de las NPs magnéticas. Puesto que la formacién de estos
agregados debe de ser controlada para evitar problemas por el aumento de tamafio, se
ha propuesto el recubrimiento de éstos con polimeros, es decir, la formacién de
matrices poliméricas conteniendo mdaltiples NPs magnéticas. Esta estrategia presenta
la ventaja de aumentar la eficacia de hipertermia por estabilizacién del agregado ante
la aplicacién de un campo magnético alterno y al ser internalizados en la célula lo que
permite mantener sus propiedades magnéticas. Ademads, la formacidn de estos sistemas
multintcleo-cubierta también presenta el resto de ventajas que presentan la

funcionalizacién de NPs magnéticas de forma individual (203,208-211).

En conclusién, y a expensas de los nuevos avances en el drea, estas son las
caracteristicas de un sistema de hipertermia magnética que deben de ser controladas
de la forma mas precisa posible para conseguir optimizar su eficacia y reproducibilidad
(fig. 28). Para esto ultimo, se utilizan pardmetros que cuantifican el calor generado
siendo los mds comunes el indice de absorcidn especifico (specific absorption rate, SAR) y

la disipacién intrinseca de potencia (intrinsic los power, ILP)
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Fig. 28. Caracteristicas de un Sistema de Hipertermia Magnética. La eficiencia de esta
técnica va a poder ser controlada mediante la eleccién de las caracteristicas del campo

magnético, del medio de dispersién y de las nanoparticulas.

La medida experimental de SAR consiste en suspender cierta cantidad de NPs en un

liquido

La absorcién de energia durante la exposicién a una radiacién electromagnética se

expresa a través del SAR para los tejidos humanos (Ec. 16):
SAR=(ATc)/t (16)

Donde AT es el incremento de la temperatura, c el calor especifico del material que se
estd utilizando y t el periodo de tiempo del experimento. El uso de SAR para determinar
y comparar la capacidad calorimétrica de las NPs magnéticas utilizadas en hipertermia

estd ampliamente extendido.

Como se ha visto, el control de la produccién de calor se ve afectado por las
caracteristicas del campo magnético aplicado (apartado 4.1.2.1). E1 SAR es un pardmetro
dependiente del equipo utilizado y, por consiguiente, su valor dependera de los valores
de amplitud y frecuencia. Por este motivo, cuando estos valores sean diferentes, se
requiere un pardmetro mds riguroso para la comparacién de la eficacia de las NPs
magnéticas en hipertermia. Por la variabilidad existente actualmente de estas

condiciones, se ha propuesto el uso de la ILP descrito matemdticamente por la Ec. 17:

ILP = P/yH,f = SAR/H,F (17)
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Como vemos en la Ec. 17, ILP relaciona la densidad de potencia volumétrica, P, la
concentracién (y), la frecuencia a la que oscila el campo, f y la intensidad del campo
magnético alterno aplicado, H. Sin embargo, el establecimiento de este nuevo
pardmetro atn se resiente debido a los limites de su aplicacién a un rango determinado
de frecuencia e intensidades del campo magnético, asi como a las propiedades
magnéticas determinadas de las NPs unicamente de forma individual sin contar la

influencia del comportamiento magnético colectivo (43,202,212,213).
4.1.3. Eficacia de la hipertermia magnética antitumoral

La hipertermia ha sido ampliamente investigada y aplicada como tratamiento
anticancerigeno. Cuando el aumento de temperatura alcanza el rango de 41 a 46 °C y se
mantiene durante un tiempo suficiente, las células son dafadas irreversiblemente
pudiendo conducir a una muerte celular programada como, por ejemplo, la apoptosis.
El tiempo estimado para destruir la masa tumoral suele ser superior a los 30 minutos,
aunque dependera de la temperatura de hipertermia alcanzada. Por otro lado, a partir
de temperaturas superiores a los 50 °C el proceso se conoce como termoablacién. En
este caso, comienza a desencadenarse una serie de sucesos que difieren
significativamente de los anteriores comenzando con la coagulacién de la sangre, y
siguiendo con la rdpida muerte celular por necrosis y, finalmente, a la carbonizacién
del tejido. A diferencia de la muerte celular programada inducida por temperaturas
menos severas, la necrosis constituye una muerte inmediata a la que se ven asociados
procesos inflamatorios que pueden tener consecuencias graves en el paciente lo que
confiere a la termoablacidn un caricter mds abrasivo y menos seguro para el paciente

(36,185).

La eficacia de hipertermia va a estar definida por la temperatura minima y maxima
alcanzadas, asi como la duracién del tratamiento entre otros pardmetros. De aqui que
los sistemas de hipertermia deban de ir dotados de un sensor de temperatura capaz de

monitorizar el tratamiento (189,214).

La mayoria de autores sefialan la mayor sensibilidad de las células tumorales a la
hipertermia en comparacién con las células sanas (36,43,202). Puesto que no se han
demostrado diferencias consistentes en cuanto a los mecanismos moleculares
desencadenados por la hipertermia, parece que son las diferencias de la eficiencia del

proceso de termorregulacién lo que determina esta mayor afectacién de las células
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tumorales. Cuando los tejidos fisioldgicos son sometidos a un aumento de temperatura
que sobrepasa los valores fisioldgicos, tiene lugar la vasodilatacién de los vasos
sanguineos que los irrigan. La vasodilatacién permite la disipacién del calor en exceso.
Este mecanismo de termorregulacién estd muy limitado por la neovascularizacién
propia de tejidos tumorales. En primer lugar, la arquitectura defectuosa de la
neovasculatura impide la vasodilatacién en gran medida. En segundo lugar, su
distribucién heterogénea impide la llegada a determinadas dreas tumorales. En tercer
lugar, el menor flujo sanguineo disminuye la disipacién de calor requerida. Todo esto
parece contribuir a la sensibilizacidn al calor en tejidos tumorales. No obstante, las
diferencias estructurales que presentan los distintos tipos de tumores impiden en
muchos casos que esta deficiencia de termorregulacién sea suficientemente selectiva.
Asimismo, destaca la necesidad de la administracién intratumoral de las NPs
magnéticas siendo esta via de administracién la unica aprobada clinicamente hasta la
fecha. En consecuencia, un gran volumen de la investigacién preclinica pretende
posibilitar la administracién intravenosa de NPs magnéticas controlando su

biodistribucién para que se asegure la extravasacion exclusiva al tejido tumor.

La desnaturalizacién de proteinas se ha subrayado como principal mecanismo de accién
de la hipertermia debido a la consiguiente activacién o desactivacién de diferentes
cascadas de sefalizacién celular. Cada proteina presenta un umbral de temperatura
especifica para su desnaturalizacién. De esta forma, a mayor temperatura, mayor
cantidad de proteinas se desnaturalizardn. Esto parece contribuir al aumento de la
muerte celular resultante del aumento de la temperatura, incluso, con incrementos de
tan solo 0.5 °C. Ademds, la fraccién proteica que sufre el proceso de desnaturalizacién,
se ha visto que éstas pueden coagregar con proteinas nativas. La combinacién de la
desnaturalizacién y la coagregacién asociada serd importante para desencadenar
mecanismos de inhibicién de sintesis proteinas, de la progresién del ciclo celular y de
la reparacién del ADN (191,215,216). La desnaturalizacidén proteica en la célula puede
afectar al citoesqueleto, al reticulo endoplasmico, a la membrana plasmadtica, as{ como
otras membranas subcelulares afectando, por tanto, al trafico intracelular y al

procesamiento del ARN entre otras funciones esenciales para la célula.

Las NPs magnéticas generan un aumento de la produccién de ROS mediante la catélisis
de la reaccién de Fenton, lo cual constituye un efecto citotéxico (ver apartado 3.1.2.).

Recientemente, Clerc y cols. han publicado los resultados de un estudio donde las NPs
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magnéticas se acumulan en los lisosomas y, tras la aplicacién de un campo magnético
alterno durante 30 minutos, se produce un aumento de la catélisis de la reaccién de
Fenton que genera un aumento de ROS intralisosomal. Entonces, se produce la
degradacién de la membrana del lisosoma mediante la peroxidacién de los lipidos que
la constituyen. Finalmente, el contenido lisosomal es vertido al citosol lo que
desencadena la muerte celular (137). Otro estudio apoya esta teorfa puesto que observa
un aumento de 20 veces la citotoxicidad inducida a células de hepatocarcinoma
humano (HepG2) por produccién de ROS de las NPs magnéticas cuando estds son

sometidas a un campo magnético alterno durante 40 min (217).

Si bien todo esto puede conducir a la muerte celular, si la célula dafiada sobrevive, se
activardn mecanismos para adquirir tolerancia al calor. Entre ellos destaca la activacién
de proteinas de choque térmico (HSP) que estabilizan las proteinas mal plegadas, las
enzimas proteoliticas capaces de degradar y eliminar los agregados de proteinas o las
proteinas modificadoras de ADN y ARN que pueden reparar dafios en estas moléculas
(215,218-221). Se ha identificado que son las HSP 70 y 90 las que mds participan en el
proceso de sensibilizacién a la hipertermia y, por tanto, sus inhibidores farmacoldgicos
estan siendo estudiados para favorecer una respuesta suficiente a la hipertermia en la
clinica (138,222,223). Pese a esto, la estrategia con mayores posibilidades del
establecimiento de esta terapia en la clinica es su uso como adyuvante de otras terapias

anticancerigenas.
4.1.4. Hipertermia magnética antitumoral como tratamiento adyuvante

Son muy numerosos los estudios que apoyan la mejora del prondstico del paciente
cuando la terapia de hipertermia se combina con otro tipo de terapia. De hecho, se han
obtenido efectos sinérgicos en combinacién con quimioterapia, radioterapia e
inmunoterapia. Por ello, la hipertermia magnética se propone como un agente
sensibilizante siendo los mecanismos que llevan a esta hipétesis ampliamente

investigados.

Las caracteristicas defectuosas de la arquitectura y la pobre densidad de la
neovasculatura tumoral dan como resultado a una circulacién limitada en el
microambiente tumoral. Si a este hecho le sumamos el crecimiento exagerado de la
masa tumoral y, por ello, la alta tasa metabdlica, se obtiene como resultado unas

condiciones de bajo pH, privacién de energfa e hipoxia. La hipertermia magnética
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antitumoral se ha presentado como una estrategia de sensibilizacién ya que altas
temperaturas pueden facilitar la perfusién de quimioterdpicos y oxigeno en el tumor
asf como aumentar la migracidn de células efectoras inmunes, factores restrictivos de
la eficacia de la quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia, respectivamente (43,189).
Pese a esto, los mecanismos moleculares que produce la hipertermia parecen tener un

papel mas importante para aumentar la tasa de respuesta a otras terapias.

La radioterapia induce dafio en el ADN lo que conduce a un aumento de la muerte
celular. Ante esta situacidn, las células cancerigenas ponen en marcha mecanismos de
reparacion del ADN que pueden llegar a desencadenar la resistencia a este tipo de
terapia. Puesto que la hipertermia contribuye a la inhibicién de los mecanismos de
reparacion del ADN mediante la desnaturalizacién proteica, la citotoxicidad por

radioterapia puede verse incrementada (189,224).

El efecto de la hipertermia sobre la quimioterapia a nivel molecular depende del
mecanismo de accién del fidrmaco. Los agentes alquilantes del ADN como la
ciclofosfamida, los compuestos de platino y las nitrosoureas presentan una mayor
capacidad de alquilacién del ADN cuando la temperatura es aumentada probablemente
por la inhibicién de los mecanismos de reparacién del ADN. Por otro lado, la bleomicina
podria beneficiarse también de este efecto ademds del aumento de ROS. Por otro lado,
la mayor permeabilizacién de la membrana celular a los formacos parece aumentar la
internalizacién de firmacos hidréfilos (225-227). La combinacién de hipertermia y
quimioterapia también conocida como termoquimioterapia estd siendo ampliamente
investigada en ensayos clinicos debido a que es capaz de mejorar el prondstico y
disminuir las recaidas (capitulo introduccién> GEM + hipertermia). Ademds, la
hipertermia se ha propuesto como estrategia de liberacién selectiva de farmacos

antitumorales (capitulo firmaco).

La inmunoterapia es la terapia anticancerigena que pretende frenar el crecimiento
tumoral mediante el restablecimiento de los mecanismos citotéxicos del sistema
inmune bloqueados por las células tumorales. Se basan en el uso de anticuerpos
monoclonales que inhiben mecanismos de las células cancerigenas para desactivar el
sistema inmune del paciente conocidos como checkpoints. Si bien este nuevo enfoque
terapéutico presenta una gran selectividad y eficacia, su aplicacién estd limitada a

tumores con un microambiente tumoral con alta presencia de células inmunes como
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linfocitos y, por tanto, una alta respuesta inmune. En este sentido, la hipertermia parece
ampliar el espectro de tumores sensibles a la inmunoterapia. Esto se debe a que la
hipertermia puede desencadenar mecanismos que mejoran la inmunogenicidad e
inmunoreactividad del microambiente tumoral. De entre los mecanismos responsables
destaca el aumento de la expresién de las HSP ya que estdn altamente implicadas en
diferentes procesos inmunoldgicos. Esta hipdtesis ya esta siendo validada en la clinica
con el anticuerpo monoclonal del receptor de muerte programada pembrolizumab en

diferentes tipos de tumores (228-230).
4.2. Metodologia y resultados

4.2.1. Eficiencia de hipertermia

El calor inducido por las NPs de Fe;0,/PCL y de (Fe;0,/PCL)/CS en una dispersién
acuosa de 5 mL (10 mg/mL de NPs) fue investigada a una temperatura de 25.0 + 0.5 °C.
Con este fin, se compard con muestras control del mismo volumen (agua bidestilada sin
nanocompuestos). Todas las muestras fueron sometidas a un campo magnético alterno
inducido por una fuente de alimentacién equipada con un solenoide de 20 mm de
didmetro, 100 mm de longitud y 70 espirales (n = 3). El campo magnético alterno
resultante presentaba una frecuencia de 250 kHz y una intensidad de 4 kA/m, valores
intermedios ampliamente seleccionados (36,38,59,79,94,191) dentro del rango utilizado
en investigacién preclinica de la hipertermia magnética (de 110 a 710 kHz y de 1,2 a 20
kA/m para frecuencia y amplitud, respectivamente) (138,143,193-195). Puesto que no
sobrepasan el producto indicado por Brezovich para no superar limite de tolerancia de
los pacientes, estos pardmetros pueden ser considerados seguros a priori (191,192). La
determinacién de la temperatura se realizé con una sonda de fibra dptica para evitar
interferencias electromagnéticas con la medida. La monitorizacién de la temperatura

se llevé a cabo durante todo el experimento (3h).

La hipertermia magnética in vitro inducida por las dispersiones de NPs de Fe;0,/PCL y
(Fe;0,/PCL)/CS al ser sometidas a un campo magnético alterno se muestra en la fig. 28.
y 29, respectivamente. Puesto que ambos nanocompuestos presentan nicleos de Fe;0,
superparamagnéticos (ver apartado 2.2.3.1), se hipotetiza que el mecanismo de
liberacién de calor son la relajacién de Brown y de Néel (fig. 27b y c) (184,185,189). La

temperatura de hipertermia es alcanzada utilizando ambas dispersiones en un tiempo
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adecuado (= 30 min). Concretamente, la temperatura de 41 °C, la temperatura minima
de hipertermia, fue lograda tras la aplicacién del campo magnético alterno durante 20
y 30 minutos para la dispersién de NPs de Fe,0,/PCL y (Fe,0,/PCL)/CS, respectivamente.
Las modificaciones celulares inducidas a esta temperatura in vivo constituidos
mayoritariamente por la desnaturalizacién proteica han demostrado ser suficientes
como para destruir la masa tumoral si se mantienen durante un tiempo aproximado de
30 min (191,231-233). A partir de este momento, la temperatura siguié6 aumentando
hasta alcanzar la temperatura de 46 °C, la temperatura maxima de hipertermia, a los 38
y 40 min para la dispersién de NPs de Fe;0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/CS, respectivamente. Esta
temperatura se estabilizé hasta el final del experimento (3 h). De esta forma, se podrian
evitar los efectos adversos consecuentes de temperaturas de termoablacién donde los
danos inducidos generan la muerte celular por necrosis y, por tanto, numerosos efectos
secundarios. Ademas, esta temperatura maxima también es adecuada para evitar la
disipacién de temperaturas de hipertermia a los tejidos sanos circundantes

(36,185,189,234).

Probablemente, las ligeras diferencias obtenidas para las dispersiones de
nanocompuestos evaluadas sean debidas a la diferencia de contenido de hierro. Puesto
que se utiliza la misma concentracién de nanocompuestos, la dispersién de NPs de
Fe;0,/PCL contienen una mayor proporcién de hierro que aquella encontrada en la
dispersién de NPs de (Fe,0,/PCL)/CS. La eficiencia de hipertermia es 6ptima para estos
nanocompuestos asi como para otros publicados donde las NPs de Fe;0, son embebidas
directamente en CS (59,94). Esto podria ser debido la estabilidad conferida por la
funcionalizacién de CS en las NPs de (Fe,0,/PCL)/CS (ver apartado 2.2.2.5) que
contribuiria al mantenimiento de las propiedades magnéticas durante todo el

experimento (197,199,203,204).

Los resultados obtenidos para los nanocompuestos de Fe,0,/PCL son ligeramente
superiores a los obtenidos para otros nanosistemas constituidos por nucleos de Fe;0,
embebidos en una cubierta lipidica sometidos a las mismas condiciones de frecuencia,
amplitud y concentracién de nanocompuestos (73,79). Otros disefios constituidos por
NPs de Fe;0, embebidas en una nanomatriz de PCL subrayan la idoneidad de este
polimero como cubierta de NPs magnéticas de aplicacién en hipertermia in vitro (235-
237). Es interesante sefialar que experimentos de hipertermia in vivo donde se utilizan

nanocompuestos de PCL para embeber a los coloides de Fe;O, requieren ser
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funcionalizados con un polimero hidréfilo (mayoritariamente PEG) con resultados muy

prometedores para su traslacién a la clinica (238,239).
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Fig. 28. Eficacia in vitro de la hipertermia magnética antitumoral de las NPs de
Fe;0./PCL. a) Curva de temperatura en funcién del tiempo obtenida para una dispersién de
NPs de Fe;0./PCL (A, 10 mg/mL) y una muestra control (o, agua bidestilada sin
nanocompuestos) expuesta a un campo magnético alterno (250 kHz, 4 kA/m, n = 3). b)
Citotoxicidad inducida por la hipertermia producida cuando NPs de Fe;0./PCL son
adicionadas a un medio de cultivo de HT-29, T-84, y MCF-7. Los grupos experimentales
son células incubadas en presencia de NPs (0.4%, p/p) con aplicacién de un campo
magnético alterno (250 kHz, 4 kA/m) (columnas de color negro), o sin la aplicacién de éste
(grupo control, columnas de color gris claro), o células incubadas en ausencia de NPs con
aplicacién del campo magnético alterno (250 kHz, 4 kA/m) (grupo control, columnas de color
blanco), o sin éste (grupo control, columnas de color gris oscuro). Los datos son indicados como

el valor medio * la desviacién estdndar (n = 4).
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Fig. 29. Eficacia in vitro de la hipertermia magnética antitumoral de las NPs de
(Fe;0,/PCL)/CS. a) Curva de temperatura en funcién del tiempo obtenida para una dispersién
de NPs de Fe;0./PCL (A, 10 mg/mL) y una muestra control (o, agua bidestilada sin
nanocompuestos) expuesta a un campo magnético alterno (250 kHz, 4 kA/m, n = 3). b)
Citotoxicidad inducida por la hipertermia producida cuando NPs de Fe;0./PCL son
adicionadas a un medio de cultivo de HT-29, T-84, y MCF-7. Los grupos experimentales
son células incubadas en presencia de NPs (0.4%, p/p) con aplicacién de un campo
magnético alterno (250 kHz, 4 kA/m) (columnas de color negro), o sin la aplicacién de éste
(grupo control, columas de color gris claro), o células incubadas en ausencia de NPs con
aplicacién del campo magnético alterno (250 kHz, 4 kA/m) (grupo control, columnas de color
blanco), o sin éste (grupo control, columnas de color gris oscuro). Los datos son indicados como

el valor medio + la desviacién estdndar (n = 4).
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4.2.2. Evaluacién de la citotoxicidad de hipertermia magnética antitumoral in vitro

La citotoxicidad in vitro de la hipertermia inducida por las NPs de Fe,0,/PCL y de
(Fe;0./PCL)/CS se evalud en las lineas celulares humanas, la de carcinoma de colon T-
84 suministrada por el Banco de Células del Centro de Instrumentacién Cientifica de la
Universidad de Granada, Espafia, y la de adenocarcinoma de colon HT-29 y céncer de
mama MCF-7 obtenidas de ATCC, Estados Unidos. El medio de cultivo usado fue el DNEM
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos) suplementado con 10% de FBS (Lonza Group AG, Suiza),
14 mM de bicarbonato sédico, 15 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina (ThermoFisher
Scientific, Espafia), 40 ug/mL de gentamicina y 500 pg/mL de ampicilina (Antibidticos
de Leén S.L.U., Espana).

El disefio del experimento de la citotoxicidad inducida por hipertermia magnética esta
basado en estudios previos (79,240,241). En él, las condiciones del campo magnético
aplicado las mismas que las utilizadas para evaluar la capacidad calorimétrica de los
nanocompuestos y la citotoxicidad sera evaluada mediante la viabilidad celular relativa
determinando la actividad deshidrogenasa mitocondrial utilizando el ensayo de MTT.
En primer lugar, se realizé el contaje celular utilizando una cdmara de Neubauer.
Entonces, las células se sembraron con una densidad de 10* células/pocillo en una placa
de 24 pocillos e incubadas con una concentracién de 0.4% v/v NPs de Fe;0,/PCL o
(Fe;0,/PCL)/CS o en ausencia de estas (grupo control) durante 2 h a 37.0 + 0.5 °C.
Previamente a la exposicién al campo magnético alterno, la suspensién de células fue
centrifugada (10 min at 4000 rpm) para descartar las NPs no unidas o unidas débilmente
y el sedimento celular fue resuspendido en 200 pyL de medio de cultivo. Todas las
suspensiones celulares exceptuando las seleccionadas como grupo control fueron
sometidas al campo magnético alterno durante 1 h. Una vez acabado, se incubaron
durante 30 min a 25.0 + 0.5 °C, se lavaron dos veces con PBS y fueron suspendidas en
medio de cultivo para ser sembradas con las condiciones ya establecidas. Finalmente,
se analizé la viabilidad celular a las 48 h con el ensayo colorimétrico de MTT (n = 4). Para
ello, se adicion4 20 uL de la solucién de MTT a cada pocillo (5 mg/mL en el medio de
cultivo celular). Tras la incubacién durante 4 h a 37.0 £ 0.5 °C, se retird el medio de
cultivo y los cristales de formazan fueron disueltos en DMSO. La OD resultante fue
medida con un colorimetro Titertek multiscan (Flow Laboratories, Estados Unidos) a

570 y 690 nm. La viabilidad celular relativa fue calculada utilizando la ecuacién 14.
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La eficacia antitumoral de la hipertermia inducida por las NPs de Fe;0,/PCL y
(Fe;0,/PCL)/CS fue investigada in vitro en lineas celulares ampliamente utilizadas para
evaluar tratamientos frente al cancer de colon (T-84 y HT-29) y de mama (MCF-7). La
linea celular de carcinoma de colon humano T-84 deriva de una metdstasis pulmonar
de un carcinoma de colon de un hombre de 72 afios (155). La linea celular de
adenocarcinoma de colon humano grado I HT-29 deriva de células aisladas de un tumor
primario de una mujer caucasiana de 44 afos (242). La linea celular de adenocarcinoma
de mama humano MCF-7 fue establecida desde una efusién pleural de una mujer
caucasiana de 69 aflos y estd caracterizada por ser negativa a la expresioén del receptor
EGF y al receptor PAR1 de la trombina, pero positiva al receptor de estrégeno alfa (243).
Las tres lineas fueron escogidas por ser ampliamente utilizadas en estudios de
tumorigenicidad siendo todas ellas suministradas por el Banco de Células del Centro de

Instrumentacién Cientifica de la Universidad de Granada, Espana.

Los resultados demostraron una disminucién significativa de la viabilidad celular
relativa en comparacién con los controles utilizados en las tres lineas celulares
investigadas para ambos nanocompuestos (fig. 28 y 29). La nula toxicidad mostrada por
los grupos control permiten considerar que esta disminucién se debe inicamente a la
hipertermia inducida por los nanocompuestos cuando son sometidos a un campo
magnético alterno. Por lo tanto, se descarta la toxicidad per se de los nanocompuestos
lo que senala de nuevo la nula toxicidad de éstos. Por otro lado, también permiten
descartar un dafio celular debido a la frecuencia y amplitud seleccionadas para el campo

magnético alterno.

En vista de los resultados obtenidos y, de acuerdo con resultados previos de la literatura
cientifica tanto in vitro como in vivo en T-84 y HT-29, la hipertermia constituye una
estrategia con posibilidades en el tratamiento del cancer de colon (79,244). Ademas,
también reafirma la gran variedad de estudios recientes que demuestran el gran
potencial de este tipo de terapia para el tratamiento del cdncer de mama (MCF-7) tanto
in vitro como in vivo (81,165,245-247). En el caso de esta linea celular es de especial
interés que la mayor citotoxicidad observada puede deberse al efecto citotéxico
observado por las NPs de Fe,0, mediante el aumento de ROS (248) que podria ser
acentuado como se hipotetiza de forma preclinica por los mecanismos desencadenados

por la hipertermia (137,217).
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5.1. Introduccidén

5.1.1. Gemcitabina

5.1.1.1. Introduccidén

El grupo quimioterdpico de andlogos de nucledsidos es ampliamente utilizado en el
tratamiento de tumores. Estos compuestos utilizan las rutas de metabolizacién de los
nucledsidos y nucleétidos enddgenos para ser transformados en metabolitos activos
capaces de interferir con la sintesis de nuevos nucleésidos y nucleétidos ademas de

poder ser utilizados en la sintesis de acidos ribonucleicos.

La GEM (2’,2-difluorodesoxicitidina; dFdC) es un andlogo de la desoxicitidina (dC) (fig.
30) que ha mostrado efectividad en el tratamiento de diferentes tipos de cancer
incluyendo el cancer de pancreas, cancer de pulmén, cancer de préstata, cancer de
mama, cancer de colon, de cabeza y cuello y de ovarios (249-251). Puede ser utilizado
tanto en monoterapia como en terapia combinada. Las terapias combinadas utilizadas
en clinica estdn basadas en la asociacién de este firmaco con otro farmaco
quimioterdpico. Amplia investigacién preclinica y clinica acerca de posibles
combinaciones de GEM con tratamientos bioldgicos apuntan a un incremento en la

eficacia y a la ampliacién de su uso en otro tipo de tumores (252).

(a) NH, (b) NH, (c) 0
ONH
/& A N/&O
HO HO HO
0 0 o
Hon A Hon ¢H Hon #H

Fig. 30. Estructura quimica de nucleésidos y analogos. a) Desoxicitidina (dC), nucleésido
natural, b) 2’,2’-difluorodesoxicitidina (dFdC), agente quimioterdpico andlogo de dC y c)
difluorodesoxiuridina (dFdU), principal metabolito de dFdC.

5.1.1.2. Entrada en la célula

La internalizacién celular de GEM estd mediada por la familia de transportadores de

nucledsidos. Estas proteinas transportadoras de membrana permiten la entrada de
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nucledsidos, nucleétidos y también de este andlogo de nucledsidos. Los transportadores
de nucledsidos estan clasificados en funcién de sus requerimientos de sodio en dos
subtipos. Por un lado, se encuentran los transportadores de nucleésidos equilibradores
humanos (hENT) independientes de sodio. Por otro lado, los transportadores de
nucleésidos concentradores (CNT) dependientes de sodio. La GEM va a ser transportada
mayoritariamente por los hENT, aunque algunos CNT también contribuyen en baja
proporcién (253,254). Debido a la naturaleza hidréfila de la GEM, se requiere la
presencia de estos transportadores para poder pasar al interior celular donde se localiza
su diana farmacoldgica (255). De hecho, se ha visto que los pacientes que presentan una
alta expresidén del principal transportador de la GEM, el hENT1, presentan un mejor

prondstico (256).

5.1.1.3 Formacidn de los metabolitos activos

La GEM es un profirmaco que, una vez internalizado en la célula, requiere ser
fosforilado para su activacidn. La deoxicitidina quinasa (dCK) es la principal enzima que
cataliza este proceso. La primera fosforilacién de GEM a GEM monofosfato (dFdCMP)
por dCK constituye el paso limitante para las posteriores fosforilaciones que generan
GEM difosfato (dFACDP) y trifosfato (dFACTP), las formas responsables de la
citotoxicidad (257). Debido al importante papel de la dCK, la deficiencia de esta enzima
ha sido descrita como un mecanismo de resistencia intrinseca a este fArmaco (258). Por
otro lado, la timidina quinasa 2, una enzima mitocondrial que también se encarga de
fosforilar nucledsidos naturales, también puede llevar a cabo la fosforilacién. Sin
embargo, debido a la menor especificidad que presenta esta enzima por la GEM, su

contribucién serd baja (251).

5.1.1.4 Mecanismo de accién

La eficacia de la GEM se debe a su capacidad de actuar sobre diferentes dianas
intracelulares. dFdCTP actia como inhibidor de la ADN polimerasa al ser incorporado
como falso nucleétido al ADN y, asi, inducir la terminacién de la polimerizacién del ADN
y la rotura de una sola hebra. Esto ocurre tras la incorporacién de un nucledtido
adicional, lo que determina la posicién no terminal del dFdCTP que parece importante
para impedir su deteccién por las enzimas de reparacién del ADN. Es asi como la
incorporacién de este analogo nucleosidico al ADN podria adquirir resistencia al

mecanismo normal de reparacién del ADN (259). Puesto que este proceso tiene lugar
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en la fase S del ciclo celular, el dFACTP es un agente especifico de esta fase. Se ha visto
que este nucledsido es retenido intracelularmente durante un tiempo lo
suficientemente largo como para que la mayoria de la poblacién celular atraviese un
ciclo celular. Esta retencién intracelular de dFACTP durante largos periodos esta

relacionada con la sensibilidad al tratamiento (260).

La sinergia resultante de la combinacién de este fAirmaco antitumoral con otros cuyo
mecanismo de accidn se basa en la inhibicién de topoisomerasas sugiere su influencia a
este nivel. Ritcher y cols. estudiaron los mecanismos moleculares que conducen a esta
sinergia en el cancer colorrectal y encontraron que GEM podria inducir la

sobreexpresion de estas enzimas, principalmente de la topoisomerasa I (261).

El metabolito dFACTP parece que también podria ser incorporado al ARN aunque atin

no se conoce su implicacidn sobre la funcién celular (251).

Todos estos efectos descritos para la GEM van a estar acentuados por acciones
farmacodinamicas adicionales de dFdCDP y dFACTP. Estas acciones se conocen como
mecanismos autopotenciadores y se basan en la inhibicién de distintas enzimas. Los
efectos resultantes consiguen prolongar la presencia intracelular de altas
concentraciones de los metabolitos activos de GEM e inducir una disminucién de la
concentracion de los metabolitos naturales. Ambas acciones, aumentan
considerablemente la probabilidad de éxito de incorporacién de los metabolitos de GEM
en los 4cidos nucleicos. El mecanismo de autopotenciacién mas importante es la
inhibicién por el dFdCDP de la enzima ribonucleétido reductasa. Esto causa la reduccién
de la reserva celular de dCTP y, por consiguiente, la disminucién de su actividad
inhibidora de dCK. De esta forma, no solo hay menor cantidad de dCTP disponible para
la sintesis de ADN, también hay un aumento de la fosforilacién de GEM. En
consecuencia, se ve aumentada la incorporacién de dFACTP al ADN. También la
inhibicién de la enzima trifosfato de citidina (CTP) sintetasa y de la deoxicitidilato
desaminasa por dFACTP potencia el efecto de este farmaco al disminuir la presencia de

dCTP y disminuir el metabolismo de dFdCTP, respectivamente (262).

Todos estos mecanismos celulares van a producir citotoxicidad mediante la induccién
de apoptosis. Las vias de sefializacién que conducen a este tipo de muerte celular
programada han sido investigadas principalmente en lineas celulares de cancer

pancredtico cuya sensibilidad a la GEM es de especial interés debido a que la gran
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sensibilidad que presenta contrasta con otros tratamientos. La activacién de las
caspasas parece contribuir en gran medida. Por otro lado, se ha visto que la GEM induce
apoptosis en células tumorales a través de la activacién de la proteina quinasa p-38

activada por mitégeno (263,264).

5.1.1.5 Inactivacién y eliminacion

Existen multiples rutas de inactivacién de GEM. Una de ellas es la desaminacién de la
dFdC a dFdU y de la dFACMP a dFAUMP que produce la desoxicitidina desaminasa
(dCDA) y la desoxicitidilato (\CMP) desaminasa, respectivamente. Pese a que la dCDA
presenta la mitad de afinidad por la GEM que por su sustrato natural, su actuacién
constituye la principal forma de inactivacién y posterior eliminacién de GEM. Esta
desaminacidn tiene lugar en el higado y en la circulacién sistémica mayoritariamente y
puede producirse tanto en células sanas como tumorales (250,252,257). Es interesante
destacar que, a pesar de todo esto, dCDA no parece tener un impacto significativo en la
resistencia a este firmaco (265,266). De forma similar a la dFdC, dFdU puede ser captado
por las células por la accién de transportadores nucleosidicos como, por ejemplo, el
hCNT-1. Una vez dentro de la célula puede sufrir una serie de fosforilaciones que
resultan en la formacién de dFAUMP, dFdUDP y dFAUTP. Estudios in vitro han
demostrado la posible incorporacién de dFdUTP al ADN y al ARN y la inhibicién de la
timidilato sintasa por dFdUMP (267,268). Si bien estos estudios farmacodindmicos
sefialan la posible contribucién de dFdUTP y dFAUMP al efecto citotéxico de GEM, ésta
es aun cuestionable debido a los recientes estudios farmacocinéticos que revelan su

pobre presencia intracelular (269).

Mientras que la fosforilacién de GEM es la via de activacién principal de este fairmaco,
la desfosforilacién va a contribuir a su desactivacién. Tras la primera fosforilacién de
GEM a dFdCMP, se puede producir la desfosforilacién de este monofosfato volviendo a
ser transformado en el nucleésido dFdC oponiéndose a la accién de las enzimas
nucledsido quinasas como, por ejemplo, la dCK (fig. 31). Las enzimas que catalizan dicha
desfosforilacién son las 5’-nucleotidasas (5’-NT). Las 5-NT juegan un papel fundamental
en el balance de las reservas de dNTP. Ademas de esto, su influencia sobre el paso
limitante de la activacién de GEM realza la importancia de estas enzimas para la
consecucion de una citotoxicidad suficiente. De hecho, se ha observado que su actividad

aumenta en células resistentes a este formaco (251,254,266).
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Fig. 31. Metabolismo de la GEM. Reacciones metabdlicas que sufre la GEM una vez
administrada por via intravenosa y que permiten tanto su activacién para interaccionar con las

diferentes dianas intracelulares como su inactivacién para su posterior eliminacién.

5.1.1.6 Tratamiento con gemcitabina

El uso clinico de la GEM estd indicado en combinacién con otros agentes
quimioterdpicos en pacientes con metdstasis de cdncer de vejiga, de pulmén no

microcitico, de carcinoma epitelial de ovario y de mama. También es utilizado en
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monoterapia en el tratamiento de pacientes con adenocarcinoma del pancreas
metastdsico y en pacientes ancianos con cancer de pulmén no microcitico metastasico.
Con el objetivo de obtener un éptimo efecto terapéutico, una dosis de 1000 mg/m? (o
1250 mg/m?) de GEM es administrada en perfusién intravenosa durante 30 min. Aunque
puede variar ligeramente segtn la indicacién terapéutica y/o la posible combinacién
con otro agente quimioterapico, la administracion se realiza semanalmente en ciclos de

3 semanas seguidos de una semana de descanso (270).

La perfusién intravenosa de GEM provee de un dptimo efecto terapéutico. Esto parece
deberse a la acumulacién de altas concentraciones intracelulares de dFdCTP, el
principal metabolito activo de GEM. Se ha visto que este metabolito es retenido durante
un tiempo suficientemente largo como para que la mayoria de la poblacién celular
atraviese un ciclo celular y, asi, la fase S donde es activa la GEM. Esta retencién
intracelular de dFACTP se debe también a la dosis administrada y la posologia ya que

esta acumulacién celular de GEM parece ser saturable (250,251,262,269).

El éxito del tratamiento anticancerigeno con GEM puede verse comprometido como
consecuencia de una insuficiente eficacia y/o seguridad. La necesidad de altas dosis se
debe a su corto t,;,. Como la mayor parte de la GEM administrada sufre una rapida
metabolizacidn. Esto supone un t,;, de entre 7 y 14 min (269,271). A esto hay que sumarle
que su naturaleza hidréfila limita enormemente su internalizacidén celular al uso de
transportadores nucleosidicos por lo que su deficiencia de estos es un factor altamente
limitante de la eficacia de este firmaco (ver apartado 5.1.1.2)(272). La GEM es bien
tolerada por el paciente, pero debido a las altas dosis usadas se puede producir la
aparicién de toxicidad. Los cuadros de toxicidad hematolégica y, en concreto, la
mielosupresién con trombocitopenia y anemia, son los que limitan la posibilidad de
aumentar la dosis. A pesar de esto, son los no hematoldgicos los que se producen con
mayor frecuencia (por ejemplo, edema, toxicidad cutdnea, disnea y toxicidad
pulmonar) (273). Ademds, la elevada dosis de GEM también contribuye a aumentar la
frecuencia de aparicién de resistencias a este farmaco (254,258). Todas estas
limitaciones apuntan a la clara necesidad de nuevas formas farmacéuticas que permitan

una mejora en el perfil farmacocinético de este farmaco.
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5.1.1.7 Nanoparticulas de Gem

El firmaco y, en este caso la GEM, es el componente mds importante del medicamento.
Sin embargo, con frecuencia la administracién de la forma libre de GEM no ser4 ttil sin
un sistema de liberacién adecuado. Los sistemas de liberacién mds ampliamente
estudiados para la optimizacidn del perfil farmacocinético de la GEM son los basados en
NPs (250,252,274). Los nanotransportadores pueden ser de diferente naturaleza siendo
los poliméricos uno de los mds utilizados debido a las amplias posibilidades de
modificacién que ofrecen con el objetivo de conseguir la mayor parte de la liberacién
del fairmaco en la masa tumoral. De entre los polimeros mds utilizados para constituir

la estructura basica de NPs, la PCL presenta una gran multitud de ventajas (ver apartado

2.1.2).

5.2. Metodologia y resultados

La espectrometria de absorcién molecular ultravioleta/visible (UV/Vis) es una técnica
instrumental ampliamente utilizada para la cuantificacién de una gran variedad de
compuestos. Cuando la radiacién electromagnética de la regién de longitudes de onda
comprendida entre 160 y 780 nm incide sobre un compuesto con una energia adecuada,
ésta serd absorbida por dicho compuesto lo que supondra la promocién de un electrén
aun estado excitado de mayor energfa. Los pardmetros que describen este proceso son
la transmitancia (T) y la absorbancia (A). Sin embargo, ni la T ni la A van a poder ser
medidas en el laboratorio. Esto es debido a las pérdidas por reflexiones en las interfases
situadas entre el aire y la pared de la cubeta que contiene la disolucién con el compuesto
a determinar y entre esta pared y la disolucién y de las pérdidas que se pueden dar por
dispersidn en la disolucién. En su lugar, se determina la potencia del haz transmitido
por una cubeta que contiene solo el disolvente (P,) y por una cubeta con la disolucién

del analito (P), es decir, antes y después del proceso de absorcién (Ec. 18).
A=-log T =log P,/P (18)

Cada compuesto presentard una absorcion especifica de radiacién de determinadas A
que proporcionard informacién acerca de su composicién y estructura. Conociendo el
espectro de absorcién especifico de cada compuesto, se pueden realizar andlisis

cuantitativos. Esto se realiza mediante la aplicacién de la ley de Lambert-Beer (Ec. 19):
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A =abc=¢bc (19)

La ecuacidn 2, permiten relacionar de forma directa la A del compuesto a cuantificar
con su concentracién (c; g/L o mol/L). Para ello serd necesario conocer el camino ptico
de la radiacién (b) o distancia recorrida por la radiacién. La constante de absortividad
(a; Lg''cm™) o de absortividad molar (g; Lmol*cm™) define la capacidad intrinseca del
analito para absorber a una determinada A. La utilizacién de una constante u otra va a

determinar las unidades del valor de concentracién obtenido.

Existen numerosos instrumentos para realizar las medidas de absorcién de UV/Vis.
Pueden estar constituidos por diferentes componentes los cuales determinaran el grado
de complejidad. De forma general, presentan una fuente continua cuya potencia no
cambia bruscamente en un intervalo considerable de longitudes de onda. El haz
resultante (o haces si se utilizan divisores de haz), atravesara la cubeta que contiene la
disolucién con el compuesto a determinar. Las cubetas utilizadas deben de estar
constituidas de un material que deje pasar la radiacién de la regién de UV /Vis como el
cuarzo. Finalmente, la radiacién emergente no absorbida podra ser detectada por un

dispositivo de lectura con la ayuda de un amplificador (98,275).

El espectrofotémetro utilizado en el presente trabajo de investigacién fue un
espectrofotémetro UV/Vis Lambda 25 (Perkin Elmer, Estados Unidos) de doble haz
equipado con ldmparas de deuterio y de halégeno que permite trabajar en el intervalo

de longitudes de onda de 190 a 1100 nm. Las cubetas utilizadas eran de cuarzo.
5.2.1. Andlisis cuantitativo de clorhidrato de gemcitabina mediante espectofotometria
ultravioleta-visible

El andlisis cuantitativo de clorhidrato de GEM (fig. 32) mediante medidas de absorcién
se utiliz6 para determinar la capacidad de vehiculizacién de farmaco de las NPs de

Fe;0,/PCLy (Fe;0,/PCL)/Cs.
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Fig. 32. Clorhidrato de gemcitabina. Estructura molecular del clorhidrato de gemcitabina.

El clorhidrato de GEM, con un peso molecular de 299,66, es estable a temperatura
ambiente y soluble en agua (25 mg/mL) y en diferentes tampones (16 mg/mL y 15,3
mg/mL en tampdn 5y 7, respectivamente) (276,277). La determinacién de clorhidrato
de GEM tuvo lugar en diferentes disoluciones: agua bidestilada (pH 6.6), disolucién
acuosa tamponada con citrato con pH 7.4 + 0.1 y disolucién acuosa tamponada con
citrato a pH 5 £ 0.1. Por lo tanto, fue necesario tener en cuenta la influencia del pH de la
disolucidn en el espectro de absorcién en el barrido para seleccionar la A donde se iba a
producir el mayor pico de absorcidn, en la preparacién de la curva de calibrado y en la
validacién del método. En este caso, se utilizé la metodologfa validada por el grupo de

investigacidn para la cuantificacién de clorhidrato de GEM en pH natural y pH 7.4 (278).

5.2.2. Validacién del método espectofotométrico para disoluciones aciduladas de clorhidrato de

gemcitabina

Para establecer una metodologfa vélida para la cuantificacién de clorhidrato de GEM en
pH 5 * 0.5 se siguieron diferentes pasos. En primer lugar, se realizé un barrido de
longitudes de onda de entre 200 y 500 nm para un rango de concentraciones de entre

10°My 102 M (fig. 33).
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Fig. 33. Espectro de absorbancia de UV-Vis de disoluciones aciduladas (pH 5 * 0.5) de

clorhidrato de gemcitabina. Las concentraciones molares de este principio activo en orden
creciente de absorbancia son 10° M, 3 x 10° M, 5 X 10° M, 6 X 10° M, 7 x 10° M, 8 x 10° M, 9 x

10°M,10*M,2x10*M,3 x10*M,4 x10*M,5%x10*M, 7 x10*M, 10° M, 5 X 10° My 10* M.

Los resultados del barrido permitieron seleccionar 269 nm como la A donde se producia
el mayor pico de absorcién (A,..,) en la mayoria de concentraciones de acuerdo con
metodologias validadas previamente por el grupo de investigacién asi como otras
publicadas para la determinacién cuantitativa de este compuesto (59,193,277,278).
Permitié, ademds, descartar concentraciones superiores a 3 X 10* M. En dichas
concentraciones se observaban irregularidades en el espectro que imposibilitaban
determinar la A, (fig. 33). Entonces, se procedié a comprobar que el rango de
concentraciones seleccionadas cumplia la Ley de Lambert-Beer. Para ello, se determiné
su absorbancia a la A, seleccionada (n = 6) y se realizé la regresién lineal de los datos
obtenidos utilizando el método de los minimos cuadrados. Este andlisis permitié
obtener el valor de € y el coeficiente de correlacién lineal (fig. 34). Este ultimo

determina la linealidad del método.
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Fig. 34. Andlisis de los datos de absorbancia de las disoluciones de clorhidrato de

gemcitabina a pH 5 t+ 0.5. Representacién de los datos de absorbancia obtenidos de
disoluciones de clorhidrato de gemcitabinaa pH 5 + 0.5 de 10° M, 3 X 10° M, 5 X 10° M, 6 X 10
M, 7 %X 10° M, 8 X 10° M, 9 X 10° M, 10* M, 2 X 10 M, 3 X 10“M (n = 6) y de la recta obtenida de
su regresién lineal. Los coeficientes de correlacién lineal (r) y de absortividad molar ()

aparecen indicados en la esquina inferior derecha.

Para completar la validacién del método, se estudid su precisidn y exactitud tal y como
se muestra en la tabla 7 y 8, respectivamente. La precisién del método fue confirmada
por la obtencién de valores del coeficiente de variacién (CV) < 5% (tabla 7) calculados
con la Ec. 18 a partir de la media (X) y la desviacién estdndar (o) de los valores de

absorbancia obtenidos:

CV = (6/X) x 100 (18)

Tabla 7. Evaluacidén de la exactitud del método espectofotométrico. Absorbancia (A, media
+ 0) de las disoluciones de clorhidrato de gemcitabina de pH 5 * 0.5 para cada una de las

concentraciones (C) indicadas.

c (M) A CV (%)
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10” 0.093 +0.003 4.44
3x10° 0.298 + 0.009 3.12
5% 107 0.478 £ 0.008 1.75
6 X107 0.591 £ 0.010 1.64
7 X107 0.675 + 0.008 1.25
8 x10° 0.775 £0.011 1.46
9x10° 0.872 £0.009 1.01

10™ 0.951 + 0.009 0.84
2x10" 1.900 £ 0.009 0.46
3%x10" 2.766 £ 0.043 1.57

Por otro lado, se pudo concluir que se trataba de un método exacto en todas las
concentraciones estudiadas ya que el error relativo (ER) obtenido para cada una de ellas

era <5% (tabla 8). Los valores de ER se calcularon a partir de la concentracién verdadera

(Cy) y estimada (Cg) usando la siguiente ecuacién (Ec. 19):

ER = [(C; - Cv)/Ce] X 100
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Tabla 8. Evaluacién de la precision del método espectofotométrico. Comparacién
estadistica de las concentraciones verdaderas (Cy) de clorhidrato de gemcitabina en disolucién
acidulada (pH 5 + 0.5) con las concentraciones estimadas (C; X + ¢) de las determinaciones
espectofotométricas mediante la determinacién de los valores del error relativo (ER). También

se representa el coeficiente de variacién (CV) de la C;.

M) | c.x10°(M) | ER(%) | CV (%)
10° 0.09 £0.08 2.73 3.48
3%x10° 0.29+1.21 1.82 4.05
5x%10° 4,92 £1.09 1.07 2.22
6%x10° 6.18+1.11 2.86 1.80
7%x10° 7.08 £+1.03 0.93 1.46
8§ x10° 8.1+1.06 0.73 1.31
9x10° 9.2+1.09 1.57 1.19
10 10.1 £1.06 0.11 1.05
2%x10* 20.3+1.13 0.07 0.55
3x10* 29.4 £0.35 3.53 0.71

5.2.3. Estudio de la incorporacién de Gemcitabina en las Nanoparticulas de Fe;0,/PCL

Las caracteristicas de la incorporacién de un firmaco en una NP es un aspecto relevante
para poder evaluar sus posibilidades como sistema de liberacién controlada de farmaco
(45,279). Los pardmetros mds ampliamente utilizados y que mejor describen la
encapsulacién de los sistemas nanotransportadores son la carga de firmaco (drug
loading; DL %) y la eficacia de atrapamiento (entrapment efficiency; EE %) (Ec. 20 y 21,

respectivamente):

DL (%) = [(cantidad farmaco vehiculizado/cantidad total del nanosistema cargado) x

100] (20)
EE (%) = [(cantidad fdrmaco vehiculizado/cantidad total firmaco utilizado) x 100] (21)

Con el objetivo de optimizar estos parametros es importante determinar la etapa en la
que el firmaco se incorpora. La carga de firmaco en un nanovehiculo polimérico puede

darse mediante la adicién de fAirmaco en el momento de la formulacién dando lugar a
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la absorcién del firmaco en la matriz o mediante la incubacidén con el nanovehiculo
previamente obtenido lo cual determina la adsorcién superficial del firmaco (280). En
la metodologia de absorcién, las condiciones de la formulacién son de gran influencia

sobre el DLy el EE resultantes (39,74).

Existen multiples metodologias para determinar el DL y el EE que pueden ser clasificadas
como metodologias directas o indirectas en funcidn de si la cuantificacién de farmaco

se obtiene de la fraccién de fArmaco incorporada o no incorporada, respectivamente.

En el presente estudio se investigd la caracteristica de la formulacién de NPs de
Fe;0,/PCL cargadas con GEM evaluada fue la influencia de la concentracién inicial de
farmaco, el principal factor que influencia la captacién de principio activo en la matriz
de las NPs. Con tal fin, la GEM fue disuelto en la fase acuosa (concentracién final de
entre 10° a 10° M) donde se encontraban los coloides de Fe;0, y el Kolliphor® P-188 de
forma previa a la adicién de la fase orgdnica de PCL (ver apartado 2.2.1.2.). La
determinacién de los parametros de DL y EE en cada una de las condiciones establecidas
se realiz siguiendo una metodologia indirecta y otra directa (fig. 35). La metodologia
indirecta utilizada consistié en la determinacién de GEM residual en el sobrenadante
mediante espectroscopia de UV-Vis una vez que las NPs de Fe,0,/PCL fueron separadas
mediante la aplicacién de un campo magnético externo (0.4 T, 10 min). Para eliminar
posibles particulas restantes (por ejemplo, particulas de Fe;0, y/o de PCL con una baja
capacidad magnética), la muestra fue sometida a un ciclo de centrifugacién (40 min a
9000 rpm; Micro 21R Microcentrifugue, ThermoFisher Scientific, Estados Unidos)
(39,74). La metodologia directa utilizada consistié en la determinacién de GEM
resultante de la digestién de las NPs de Fe;0,/PCL cargadas con GEM. La digestién de las
nanoplataformas magnetopoliméricas se realizé en varios pasos. Primero, las NPs de
Fe;0,/PCL cargadas con GEM fueron aisladas mediante la aplicacién de un campo
magnético externo (0.4 T, 10 min). El sedimento resultante fue secado en una estufa a
35 £ 0.5 °C. En segundo lugar, se adicionaron 10 mL de un disolvente organico a la
muestra y la dispersién resultante fue sonicada durante 30 min (Branson Sonifier 450,
Emerson Electric Co., St. Louis, MO, USA). En concreto, el DCM fue seleccionado como
disolvente organico apropiado para la digestién de las NPs de Fe,0,/PCL cargadas con
farmaco debido a la solubilidad de PCL en este (45). En tercer lugar, se realizé la

extraccién del fAirmaco con agua bidestilada (3 % 10). Las fases acuosas resultantes se
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utilizaron para la determinacién de clorhidrato de GEM mediante espectroscopia de

UV-Vis (n=3)(281,282).

@ (b)

(d)

Fig. 35. Representacién esquematica de la metodologia directa e indirecta para la
determinacién de farmaco cargado de las nanoparticulas de magnetita/poli-(s-
caprolactona). a) Dispersién resultante del procedimiento de obtencién de las nanoparticulas
constituida por coloides de magnetita (particulas negras), clorhidrato de gemcitabina disuelto
(cruces grises) y nanoparticulas de magnetita/poli-(e-caprolactona) (esferas grises). b)
Separacién de las nanoparticulas de magnetita/poli-(e-caprolactona) mediante la aplicacién de
un campo magnético externo (0.4 T). ¢) Fraccién del sobrenadante obtenido en la etapa b). d)

Fraccién del sedimento magnético tratado para la extraccion del fairmaco encapsulado.

Los resultados de EE (%) y DL (%) obtenidos mediante la aplicacién de la metodologia
directa e indirecta fueron muy similares. Sin embargo, los resultados obtenidos con la
metodologia directa fueron un poco superiores probablemente debido a la posible
formacién de NPs de PCL puras o con insuficientes ntucleos de Fe;O, cargadas con GEM
que no pudieran ser tenidas en cuenta debido a su insuficiente atraccién magnética

(tabla 9). A pesar de esto, no se espera que sean relevantes debido al alto R (90%).
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Tabla 9. Comparacién de la determinacién de la incorporacién de clorhidrato de
gemcitabina mediante la metodologia indirecta y directa. Los valores de eficacia de
atrapamiento y carga de firmaco determinados por la metodologia indirecta son indicados
como EE; (%) y DL; (%) mientras que los de la metodologfa directa son indicados como EE, (%) y
DL, (%). La concentracién molar de clorhidrato de gemcitabina, [Gem] (M), hace referencia a la
concentracién de firmaco en la fase acuosa utilizada para el procedimiento de obtencién de las

nanoparticulas de magnetita/poli-(¢-caprolactona cargadas con clorhidrato de gemcitabina.

[Gem] (M) EE; (%) EE, (%) DL, (%) DL, (%)
10° 12.232+1.483 | 12.251+1.482 | 0.016 £0.012 0.016 + 0.011
5% 107 31.286 +1.014 | 29.662 +0.953 | 0.163 % 0.013 0.151 +0.011
10 56.007 + 0.264 | 49.901+0.202 | 1.094*0.185 0.972 £ 0.161
5% 10" 71.013 £ 0.994 | 65.654+1.154 | 6.433+1.141 5.941+1.142
10° 87.468 £ 0.332 | 84.903+0.142 | 11.174+3.222 | 10.843:3.171

La incorporacién de GEM en la matriz de PCL se hipotetiza teniendo en cuenta el estudio
electroforético de las particulas de PCL y Fe,O, descrito en el capitulo 1. En concreto,
debido a las fuerzas de atraccidn electrostaticas entre las cargas negativas de la PCL (=
-20 mV a pH 6 + 0.5) y las cargas positivas de los grupos amino protonados de la GEM
(fig. 32). De esta misma forma, no se espera que el clorhidrato de GEM se incorpore al
nicleo de Fe;0, de las NPs debido a que presenta una carga eléctrica positiva (= 43 mv
a pH 6 £ 0.5) al igual que la del fAirmaco lo que impediria una atraccién electrostatica
entre ambos. Tanto los valores de tamafio como los de { para las NPs de Fe;0,/PCL
cargadas con GEM resultaron casi inditinguibles que los obtenidos para las NPs de

Fe;0,/PCL sin cargar (= 130 nm y =-10 mV, respectivamente).

Como era de esperar, la concentracién de farmaco inicial utilizada tiene una influencia
claramente creciente sobre la capacidad de incorporacién de formaco (EE y DL, %). La
capacidad de carga de fairmaco resultante cuando se utilizé la concentracién mas alta
de fadrmaco (10°M) resultd ser la altamente adecuada siendo los valores similares a los
obtenidos para NPs puras de PCL cargadas con 5-fluorouracilo y considerablemente
superiores que los obtenidos para nanosistemas magnetopoliméricos de GEM
constituidas por una matriz de PLGA (283,284). Esto tiene especial relevancia ya que

apunta a que la capacidad de carga de firmaco de las NPs magnetopoliméricas es
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adecuada para el tratamiento quimioterdpico. La cantidad de firmaco incorporado en
el nanosistema estd estrechamente correlacionada con la eficacia terapéutica ya que la
respuesta farmacoldgica es una consecuencia de la dosis de firmaco administrada.
Consecuentemente, una alta presencia de fArmaco en el nanotransportador es esencial
para desencadenar el efecto terapéutico y minimizar la cantidad de nanomateriales

administrados (45,280).

5.2.3. Estudio de la citotoxicidad in vitro de las nanoparticulas de magnetuta/poli(e-

caprolactona) cargadas con gemcitabina

La naturaleza hidréfila de la GEM hace que la difusién simple a través de la membrana
plasmatica no pueda suceder. El acceso de este firmaco a su diana farmacoldgica se
encuentra, por tanto, limitado por el uso de determinados transportadores siendo el
principal transportador el hENT1 (250,254,255,272)(ver apartado 5.1.1.2.). La
encapsulacién de este firmaco en las NPs de Fe,O,/PCL podria aumentar su
internalizacién celular mediante la endocitosis de dicho nanosistema. Con el fin de
determinar la influencia de los nanosistemas desarrollados sobre el efecto
farmacolégico de este firmaco se realizé un ensayo de MTT siguiendo la misma
metodologia descrita en el apartado 3.2.1. utilizando la linea celular de adenocarcinoma
humano de mama MCF-7. Esta linea fue escogida en base a los estudios de hipertermia
donde se observé que los nanocompuestos desarrollados presentaban una mayor
citotoxicidad sobre esta. Por un lado, se estudid la posible citotoxicidad de los
nanocompuestos de Fe,0,/PCL en un amplio rango de concentraciones siendo la
concentracién médxima de 100 ug/mL (fig. 36a). Por otro lado, se investigd la
citotoxicidad de la Gem libre e incorporada en NPs de Fe;O0,/PCL a diferentes
concentraciones para as{ poder determinar la concentracién capaz de producir el 50%
de inhibicién celular (ICs,) y, de esta forma, la potencia mostrada por la GEM en cada

uno de los casos (fig. 36b).

La formulacién de NPs de Fe,0,/PCL cargada con Gem inhibia la proliferacién celular de
forma dosis-dependiente, al igual que la Gem libre. Esta inhibicién se debia inicamente
al formaco cargado y no a la NP per se ya que éstas no afectaban a la citotoxicidad en un
amplio rango de concentraciones (fig. 36a). En comparacién con la GEM libre, se
obtuvieron valores de citotoxicidad de MCF-7 mayores en cada una de las

concentraciones de farmaco ensayadas. La mayor potencia citotéxica de las NPs de
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Fe;0,/PCL cargadas con GEM fue confirmada con los valores de IC50. Concretamente, la
cantidad de Gem necesaria para la inhibicién de un minimo de 50% de las células de
cancer de mama estudiadas era de aproximadamente la mitad cuando se administraba
incorporada en NPs de Fe,0,/PCL (fig. 36b). Esto se debe probablemente a la mayor
penetracién celular de GEM cuando estd incorporada en la NP. Esto puede ser explicado
por la posible saturacién de los transportadores de este farmaco, un factor que afectara
en mayor medida en la entrada en forma libre. Esta mejora de internalizacién de
farmaco facilitada por la captacién celular de las NPs ya ha sido reportada en estudios

previos (285,286).
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Fig. 36. Estudio de citotoxicidad in vitro de la gemcitabina cargada en las nanoparticulas
de Fe;0,/PCL sobre MCF-7. a) Determinacidén de la viabilidad celular relativa (%) a las 48 h
(columnas negras) y 72 h (columnas blancas) en un amplio rango de concentracién (0.05 - 100
ug/mL) utilizando como control una solucién de PBS (sin NPs) (n = 3). b) Determinacién de la
viabilidad celular relativa (%) a las 72 h de concentraciones equivalentes de gemcitabina libre
(columnas negras) y de gemcitabina cargada en nanoparticulas de Fe;0,/PCL (n = 3). Tabla
insertada con los valores resultantes de IC50 de la gemcitabina libre y la gemcitabina

incorporada en nanoparticulas de Fe;0,/PCL.
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5.2.4. Estudio de liberacién in vitro de gemcitabina desde las nanoparticulas de Fe;0,/PCL y

(Fe;0,/PCL)/CS

A pesar de que el fAirmaco es el componente mdas importante del medicamento, éste no
sera util sin un sistema de liberacién adecuado. La liberacién de un firmaco con una
cinética de liberacién apropiada requiere de un alto entendimiento de las propiedades
fisicoquimicas del farmaco y del material de liberacién. Se han realizado avances
significativos para manipular las propiedades de las NPs para que puedan ser
administradas directamente en la sangre con la esperanza de que se pueda realizar la
mayor parte de la liberacién en el sitio de accién. Después de todo, el éxito del
tratamiento del tumor entre otras cosas, depende de la habilidad del sistema de

liberacién de firmaco de alcanzar la diana (11).

Una de las principales limitaciones de la Gem es, precisamente, su desfavorable perfil
farmacocinético. Una vez administrado, este firmaco va a sufrir una intensa
metabolizacién mediante la desaminacién llevada a cabo por la dCDA en el higado y en
la circulacién sistémica mayoritariamente. Como resultado, este firmaco va a ser
rdpidamente inactivado y eliminado mostrando un corto t,/, lo que constituye una gran

limitacién para su uso clinico (6.1.1.5. Tratamiento con Gemcitabina) (252,253,257).

Existe una enorme variedad de polimeros biodegradables propuestos para el desarrollo
de nanotransportadores. A pesar de sus posibilidades en esta area, serd necesario tener
en cuenta sus caracteristicas fisicoquimicas para estudiar su potencial aplicacién en el
diseno de nanosistemas de liberacién controlada de firmacos. Una de las estrategias
mas utilizadas para modular ciertas propiedades de los nanosistemas es la
funcionalizacién. Un ejemplo son los nanosistemas de PCL cuya funcionalizacién con
polimeros hidréfilos permite mejorar su estabilidad tal y como se ha demostrado en el

capitulo de formulacién y caracteristicas fisicoquimicas (47,48).

Una estrategia muy importante para el control avanzado de la liberacién de farmacos
estd constituida por la posibilidad de disefiar formulaciones capaces de responder a
determinados estimulos. En concreto, la Nanotecnologia Farmacéutica presenta una
enorme variedad de nanosistemas inteligentes capaces de activar la liberacién de
farmaco de forma practicamente exclusiva en el lugar diana por la presencia de
determinadas condiciones intrinsecas de la regién diana o creadas de forma externa

afectando especificamente a ésta (28).
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Para estudiar el perfil de liberacién de Gem desde las nanoplataformas desarrolladas de
Fe;0,/PCL y (Fe;0,/PCL)/Cs se tuvo en cuenta las condiciones del tejido diana. El
microambiente tumoral presenta ciertas diferencias respecto a tejidos fisiol4gicos. Una
de las més destacadas es la mayor tasa metabdlica que resulta en una mayor produccién
de protones. El control del pH intracelular es esencial para las funciones de la célula y,
por ello, ante esta situacidn, las células cancerigenas promueven la salida de protones
para el adecuado mantenimiento de éste. La masiva salida de protones al
microambiente tumoral es lo que finalmente produce un medio 4cido (29). Por otro
lado, se conoce la entrada en la célula de las NPs estd mediado por endocitosis. Las NPs
van a ser internalizadas a través de la formacién de vesiculas que después dirigiran su
trafico celular. Las vesiculas serdn transformadas en endosomas tempranos y pueden
llegar a constituir lisosomas. El contenido molecular de estas vesiculas estd
caracterizado por presentar un ambiente dcido y con altas concentraciones de enzimas

degradativas (287,288).

Dentro de las posibilidades de la liberacién de farmaco en respuesta a estimulos también
destacan aquellos que son generados de forma externa. Uno de los mas utilizados es el
aumento de calor en la regién diana de forma que el nanosistema sea sensible a la
temperatura producida. La hipertermia magnética es considerada como metodologia
para generar temperaturas capaces de degradar los nanosistemas de forma especifica
en la regién diana (28). Asi, el perfil de liberacién de la Gem desde las nanoplataformas

desarrolladas también ha sido estudiado en condiciones de hipertermia.

Las condiciones del medio de liberacién seleccionadas eran diferentes en funcién de las
caracteristicas a simular. Se utilizaron dos tampones, uno de pH 7.4 + 0.1 (tampén
citrico-fosfato) y otro de pH 5.0 + 0.1 (tampdn citrato-NaOH) para simular las
condiciones de pH fisioldgicas y del ambiente tumoral, respectivamente. La
temperatura también fue determinada con la ayuda de bafio marfa y un termémetro
segln se quisiera simular la temperatura corporal 37.0 + 0.5 ° C o la temperatura de
hipertermia 46.0 + 0.5 © C. La liberacién de Gem desde las NPs Fe;0,/PCL y de
(Fe;0,/PCL)/Cs se estudié en condiciones fisioldgicas (pH 7.4 + 0.1 y 37.0 + 0.5 ° C),
condiciones tumorales (pH 5.0 0.1y 37.0 + 0.5 ° C) y condiciones de hipertermia (pH 7.4
+0.1y46.0£0.5°C).
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Todos los ensayos de liberacién fueron realizados siguiendo el método de dialisis basado
en la utilizacién de una bolsa de diélisis con un tamafio de poro de 2000 Da (Spectrum®
Spectra/Por® 6 dialysis membrane tubing, USA) (n = 3). De esta forma, las bolsas de
didlisis utilizadas permitian el paso del firmaco disuelto al medio de disolucién
mientras que las NPs eran retenidas en su interior. Las bolsas de didlisis fueron
preparadas previamente mediante su incubacién en las condiciones del medio de
liberacién durante 12 h. Entonces, 2 mL de una dispersién de NPs cargadas con Gem (2
mg/mL) se introdujeron en la bolsa y, tras esto, se sellaron los extremos. Las NPs
seleccionadas para los ensayos de liberacién fueron aquellas formuladas a partir de la
méxima concentracién inicial de Gem. Finalmente, fueron introducidas en 150 mL de
medio de liberacién apropiado bajo una agitacién mecénica suave (100 rpm) (t = 0). La
liberacién de Gem fue monitorizada durante todo el experimento mediante la toma de
muestras del medio de liberacién y la posterior determinacién de firmaco mediante
espectroscopia de UV-Vis ya descrita. Para mantener las condiciones sink a lo largo del

experimento, se restituyd con nuevo medio de liberacién en las mismas condiciones.

La figura 37 recoge los valores de liberacién de Gem desde las NPs de Fe;0,/PCL. Con
respecto a liberacidn in vitro en condiciones de pH 5.0+ 0.1y 37.0+0.5°Cy pH 7.4+ 0.1
y 37.0 £ 0.5 ° C, se observd un proceso bifdsico caracteristico de la matriz polimérica
(289-291). En primer lugar, una fase de liberacién rapida que probablemente se deba a
la pérdida de farmaco asociado a la superficie o débilmente atrapado (hasta ~ 40% a pH
7.4,y = 60% a pH 5.0) tuvo lugar en las primeras 6 horas (fig. 37a) (39). Entonces, se
obtuvo una liberacién mas sostenida de Gem durante las siguientes 124 h a pH 7.4,
y 30 h a pH 5 (fig. 37b). La liberacién lenta del fairmaco en la fase sostenida podria
deberse a que la PCL presenta un proceso de degradacién muy lento en agua si se
compara con otros polimeros debido a su cardcter semicristalino (290,291). Ademds, el
método de obtencidn escogido, la disposicién interfacial de polimero, es el mas efectivo
para controlar la velocidad de liberacién de farmacos (292). Este perfil de liberacién
sugiere que la mayor fraccién de Gem es absorbida en la matriz polimérica de PCL. Se
puede concluir que la liberacién de Gem desde la matriz polimérica de PCL se encuentra
estimulada en condiciones de pH 4cido (fig. 37b) lo que podria estar asociado a una
mayor tasa de hidrdlisis de los enlaces éster de la estructura de PCL en este pH en
comparacién a lo que ocurriria en pH 7.4 (131,293). En cuanto a la liberacién de GEM

desde las NPs de Fe;0,/PCL en el medio de liberacién con un pH de 7.4 £ 0.1y 46.0 + 0.5
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° C, el perfil de liberacién estaba constituido por una tnica fase rapida. En este caso, la
degradacién del polimero parece estar estimulada por el aumento de temperatura, algo
ya observado en previos estudios (294). Una posible hipltesis para este
comportamiento es que el aumento de temperatura supone el acercamiento al punto
de fusién y a la temperatura de transicién vitrea de este polimero lo que podria
estimular la pérdida de rigidez de este sélido semicristalino (45,46,291). Probablemente,
todo esto conduzca a que la liberacién de Gem esté dirigida de forma practicamente
total por la matriz polimérica de PCL siendo la influencia de la funcionalizacién de CS

minima en el caso de las NPs de (Fe;0,/PCL)/CS (fig. 38).
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Estos ensayos demuestran que la utilizacién de la PCL permite conseguir una carga y
liberacién éptimas de Gem demostrandose asi la importancia de su inclusién en el

nanosistema.

Los nanosistemas resultantes de NPs de (Fe;0,/PCL)/Cs asegurarfan una menor
aparicién de efectos secundarios y/o cuadros téxicos debido a la menor presencia de
farmaco libre en el torrente sanguineo lo que favoreceria que mayor cantidad de
farmaco alcanzase la diana farmacoldgica. Ademads, la liberacidn rapida y completa del
principio activo en el tumor requerida para conseguir un tratamiento eficaz y evitar la
aparicién de resistencias estarfa estimulada por el ambiente 4cido del tumor y la
aplicacién de un campo electromagnético alterno a los nanosistemas desarrollados

generandose hipertermia.
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Capitulo 6

Agentes de contraste en
resonancia magnética de
imagen. Ensayo de

biodistribucién



6.1. Introduccidén

Las técnicas de diagndstico de imagen no invasivas son capaces de caracterizar y
determinar in vivo estructuras anatémicas y eventos fisiolégicos (295,296). De aqui
radica su utilidad clinica en la evaluacién de la mayoria de pacientes con tumores
sélidos. No solo facilitan el diagnéstico y la estadificacién, ademds van a ser esenciales
para evaluar la respuesta al tratamiento. En este sentido, van a constituir herramientas
claves para el diagndstico de recurrencias y la identificaciéon de complicaciones
fisiopatoldgicas debido al avance de la enfermedad o a la toxicidad producida por el

tratamiento (297).

Algunas de las herramientas para la obtencién de imagenes més relevantes en el control
del céncer son la tomografia computarizada (TC), la tomografia por emisién de
positrones combinada con tomograffa computarizada (TEP/TC) y la RML En la
actualidad, la TC es la modalidad mas utilizada en clinica debido a su gran resolucién de
imagen. A pesar de esto, permite obtener una limitada informacién molecular y una
baja resolucién espacial a lo que hay que afiadirle su alto coste. Por todo ello, las mejoras
en imagen molecular en RMI y TEP/TC serdn determinantes en la tendencia creciente

de sustitucién de TC (295,296,298).

En las dltimas tres décadas, el surgimiento de nuevas estrategias para la optimizacién
de las técnicas de diagndstico de imagen ha supuesto un avance notable que queda
reflejado en su entrada en un porcentaje bastante alto en estudios clinicos. De hecho,
varios agentes de diagndstico ya han conseguido ser aprobados y comercializados
(299,300). Todos estos esfuerzos tienen como objetivo final la consecucién de un
diagnéstico de imagen que permita una detallada caracterizacién del tumor para
identificar la patologia en estadios poco avanzados y no invasivos. Ademas, abren la
posibilidad para una monitorizacién a tiempo real que permita mejorar las estrategias
de tratamiento de la enfermedad contribuyendo, por lo tanto, a un enfoque clinico mas

personalizado (16,295,301).

Fue en 1973 cuando Paul C. Lauterbur y Peter Mansfield dieron los primeros pasos de la
RMI. Desde entonces, se ha producido un tremendo desarrollo que posiciona a esta
técnica como la modalidad de imagen in vivo mds versatil. Presenta la capacidad de, con
una excelente resolucién espacial, conseguir informacién anatdémica, fisioldgica y

metabdlica en una tnica sesidn. Lo hard mediante la utilizacién de radiacién no
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ionizante de excelente penetracidn en el cuerpo humano aunque inofensiva para éste

(302,303).

El principal obstdculo de la RMI es su menor sensibilidad con respecto a otras
modalidades. Los agentes de contraste de RMI convencionales presentan una
sensibilidad superior a la de aquellos de TC aunque significativamente inferior a la de
los usados para TEP (296,302). Los nuevos agentes de contraste de RMI, constituidos por
nanomateriales, presentan un enorme potencial para superar esta limitacién como se
estd demostrando con su exponencial aplicacién en clinica e investigacién traslacional

(300,304).

6.1.1. Principios fisicos de la resonancia magnética de imagen

La RMI es una tecnologia compleja que se fundamenta en la mecénica cudntica para
producir imagenes. Especificamente, se basa en el fenémeno de resonancia magnética
nuclear. Esto es, en la habilidad que presentan los ntcleos atémicos para absorber y
emitir energia de radiofrecuencia al aplicar un campo magnético. El 4tomo escogido, y
al que se debe la eficiencia de la técnica, es el hidrégeno. El hidrégeno es el 4&tomo mds
abundante del organismo ya que conforma el contenido acuoso asi como otros
componentes como la grasa corporal (los nicleos de hidrégeno 'H representan un 63%

del organismo) (302,305).

El niicleo de hidrdgeno esta formado por un tnico protén con una carga positiva. Este
protdn se encuentra constantemente girando de forma que la carga positiva gira con él
generando una corriente eléctrica que origina un campo magnético y presenta un
momento magnético propio (Fig. 39a). Cuando se aplica un campo magnético (B,), el
momento magnético del protén que se encontraba orientado aleatoriamente sin

presencia del campo magnético, pasa a quedar alineado con la presencia de este (Fig.

39b).
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(a) (b)

SS

~)

Fig. 39. Comportamiento del protén del 4tomo de hidrégeno. a) Un dtomo de hidrégeno
estd formado por un niicleo constituido por un tnico protén y un electrén alrededor de este. El
protén se comporta como un pequefio iman debido a que gira formando un campo magnético
y presenta un determinado momento magnético. b) En presencia de un campo magnético (Bo),
el momento magnético del protén se alinea con este al igual que la aguja de una brujula se alinea

con el campo magnético terrestre.

La alineacién del protén con B, se puede producir en paralelo (posicién up) o
antiparalelo (posicién down), las dos posiciones posibles del spin del hidrégeno segin la
mecénica cudntica (Fig. 40a). Como a la posicién up presenta una energfa ligeramente

menor a la posicién down, que serd por ello la forma més susceptible de adoptar (Fig.

SO UTIT
oy

Fig. 40. Posibles formas de alineacién de los protones ante la presencia de un campo

magnético externo B,. a) Posicién up y down. b) La distribucién de los protones entre las
posibles posiciones de alineamiento siendo mas numerosa el estado del protén en posicién

paralela o up.

Cuando un protdn se alinea con el campo magnético externo en paralelo y, otro protén
lo hace en antiparalelo, se anulara el momento magnético de ambos. Asi, para tener un
momento magnético se requiere que exista cierta polarizacién, esto es, un nimero de

spin diferente para la posicién up y down (Fig. 40). La polarizacién va a determinar la
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suma del campo magnético o suma de magnetizacién. Esta es conocida como
magnetizacién longitudinal ya que se refiere a la magnetizacién que se produce en la

direccién del campo magnético principal B, en el eje longitudinal (eje Z).

La precesion o el movimiento de precesion es el movimiento circular resultante de la
interaccién del momento magnético del protén y el campo magnético (Fig. 41a). El
hecho de que los protones se alineen con B, conlleva a este movimiento particular que
se adiciona al movimiento de rotacidén que produce el protén alrededor de su momento

magnético (Fig. 41b).

Fig. 41. Representacién del movimiento de un protdén ante la aplicacién de un campo
magnético. a) De forma similar al movimiento de cabeceo de una peonza debido a la influencia
del campo magnético terrestre, cuando se le aplica B, a un protén, se produce un movimiento
de precesién. b) El movimiento de precesién estard acompafiado por el movimiento de rotacién

o giro propio del protén.

El movimiento de precesion se produce a una frecuencia conocida como frecuencia de
Larmor o de resonancia, esto es, el nimero de veces que el protén gira por segundo y

estd determinado por la ecuacién de Larmor (Ec. 22):
(1)0 = YBO (2 2)

En RMI, la Ec. 22 determina que la frecuencia de Larmor (w,; MHz) va a estar
influenciada por el cociente giromagnético nuclear (y; MHz/T) y B, (T). Puesto que el

cociente giromagnético nuclear es igual para todos los protones de hidrégeno, se
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establece una relacién proporcional de la frecuencia de Larmor con la fuerza del campo

magnético.

Ante la aplicacién de un campo magnético se produce, debido a las singularidades del
entorno bioquimico, una ligera diferencia entre las frecuencias de precesién de los
protones. Lo que ocurre es que los nucleos de los dtomos del entorno molecular del
hidrégeno generardn pequeiios campos magnéticos que van a influenciar levemente al
ndcleo del hidrégeno debido a que producen una pequeia alteracién de la
homogeneizacién de B,. Es por ello que los protones de una muestra van a encontrarse

en desfase (302,306).

En la RMI, ademads de establecerse un campo magnético principal con los efectos sobre
los 4tomos de hidrogeno de la muestra ya comentados, se presenta otro componente
esencial, el gradiente de radiofrecuencia. Este componente va a generar pulsos de
radiofrecuencia que se activan y se desactivan con el objetivo de alterar la orientacién
del campo magnético de los protones para que dejen de estar alineados con B,
generando cambios en la polarizacién. Cuando el gradiente de radiofrecuencia es
aplicado desde el plano transversal y emite a una frecuencia igual a la frecuencia de
Larmor, los nucleos entran en resonancia (Fig. 42). Este es el fenémeno que le da el
nombre a la técnica de RMI ya que genera los cambios suficientes para que se pueda
detectar la sefial que pueda ser transformada en informacién dtil sobre la muestra. En
concreto, la resonancia es el resultado de la absorcién de energfa por parte de los
protones que se vera reflejado en un cambio de su comportamiento magnético. Por un
lado, la adquisicién de energia supondra el paso de un estado paralelo (menor energia)
a antiparalelo (mayor energia) (Fig. 42b). Esto va a hacer que la diferencia del niimero
de protones entre ambos estados disminuya y, por consiguiente, también lo haga la
suma de sus momentos magnéticos. Al igualarse los spines en posicién up y down se llega
a lo que se denomina estado de saturacién. El segundo efecto que produce sobre los
protones serd sobre su movimiento de precesidn. El fendmeno de resonancia va a
corregir el desfase de los protones debido a que genera un efecto sobre su movimiento
de precesiéon haciendo que estos presenten la misma direccién en el mismo momento
(misma velocidad o frecuencia) alinedndose, asi, en la frecuencia de Larmor (Fig. 42c).
El cambio de movimiento de los protones al entrar en resonancia supone una
separacidn respecto a la posicién de equilibrio, siendo la posicién de equilibrio la

alineacién con B,. Entonces, la posicién estard caracterizada por un angulo de
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inclinacién respecto a este que dependera de la potencia y del tiempo de emisién. Este

cambio en la magnetizacién resultante se denomina magnetizacion transversal.

(@)

Fig. 42. Fenémeno de RMI. a) Protones ante la aplicacién de un campo magnético B,
caracterizados por diferente frecuencia de Larmor (desfase), mayor niimero en posicién up que
down y con una contribucién de todos ellos a la magnetizacién longitudinal. b) Cuando se aplica
un pulso de radiofrecuencia se va a generar la absorcién de energia por parte de los protones
dando lugar al salto del estado up de menor energia al estado down de mayor energfa. c) Cuando
se aplica un pulso de radiofrecuencia y este presenta una frecuencia igual a la frecuencia de
Larmor, se va a inducir que los protones presenten una frecuencia igual a la de Larmor por lo
que pasan a estar en fase. Estos cambios van a determinar su contribucién a la magnetizacién
longitudinal, pero también a la transversal. d) Protones ante la aplicacién de un campo
magnético B, tras la desactivacién del pulso de radiofrecuencia cuando vuelven a entrar en
desfase y se presentan con mayor probabilidad en una posicién paralela o up respecto a Bo. Las

flechas grises simbolizan el comportamiento de los protones.

La magnetizacién longitudinal resulta de la aplicacién de un campo magnético B,
mientras que la magnetizacién transversal se da por la aplicacién del pulso de
radiofrecuencia. La magnetizacién transversal serd esencial para la RMI ya que supone
una corriente eléctrica que serd recogida por una antena receptora y con la que se
podrén obtener las imagenes. Sin embargo, la sefial medible no serd producto del paso
al estado de mayor energia de los protones. Al contrario de esto, la vuelta al estado de
equilibrio de menor energfa que sigue a la desactivacién del pulso de radiofrecuencia
sera el fenémeno determinante. La informacién resultante estara influenciada por la
densidad de los nicleos de hidrégeno existentes, pero también por las caracteristicas

de su entorno histoquimico.

El proceso de retorno a la magnetizacién longitudinal de equilibrio tras la excitacién en

resonancia con un pulso de radiofrecuencia queda descrito por la constante de
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relajacién longitudinal o tiempo de relajacién T, para un pulso de 90° siendo M, la

magnetizacién en el eje Z y M, el valor de la magnetizacién en equilibrio.

El intercambio energético del nicleo de hidrégeno con su entorno depende del tipo y
la movilidad de las moléculas que lo componen. Debido a que la energia liberada sera
del mismo orden que la que utilizan las moléculas para producir su movimiento
browniano, el intercambio energético estara correlacionado con el tipo y la cantidad de
movimiento que éstas presenten. En otras palabras, el movimiento del ambiente
molecular del protén determinard la capacidad de absorber la energia o, lo que es lo
mismo, el grado de dificultad que este presentard para liberarla. Para ser mds exactos,
el T, equivale al tiempo transcurrido a partir del pulso de RF inicial hasta que se
recupera un valor de 1-e” de la magnetizacién y es dependiente de la fuerza del campo
magnético externo longitudinal (Fig. 43a). Por los motivos expuestos anteriormente, no
todos los protones van a presentar la capacidad de hacerlo con la misma velocidad
siendo entonces un proceso continuo cuya representacion genera una curva
exponencial de donde podemos obtener la constante que describe la rapidez del

proceso, el tiempo de relajacién longitudinal (T,) y la tasa de relajacién longitudinal

1/Ty).

(a) (b)

M,(1-e?) | ==~
MXY

I
I

: 1

: Myye [~
I

1

It T, t

Fig. 43. Representacién grafica del tiempo de relajacién longitudinal (T,) y transversal

(T2). a) Curva de relajacién longitudinal (T,). b) Curva de relajacién transversal (T,).

La relajacién T, que se produce como consecuencia de los cambios de magnetizacién
longitudinales va a darse de forma simultdnea a la relajacién transversal (T,). A
diferencia de la T, y T, describe el proceso que sigue a la desactivacién de la emisién del
pulso de RF que producird, en ultima estancia, la anulacién de la magnetizacién

transversal. Tal y como hemos visto, los protones de la muestra ante un campo
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magnético externo principal y, por la afectacién local de los pequefios campos
magnéticos de los dtomos de alrededor (interaccién spin-spin), van a presentar una
frecuencia ligeramente diferente a la de Larmor (desfase). Estas diferencias inducidas
por el entorno local de cada protén hacen que se encuentren en desfase. Por el
contrario, la aplicacidén de un pulso de RF a la frecuencia de Larmor, acabara con estas
diferencias y, asf, conseguird la coherencia de fase. A pesar de que tras la aplicacién del
pulso de RF entran en fase, serd inmediatamente después de su finalizacién cuando
tenga lugar un desfase progresivo. En este, los protones liberaran la energfa adquirida
con el pulso de RF a una frecuencia que depende del campo magnético que percibe
localmente. La magnetizacidn transversal resultante sufrird una evolucién decreciente
por un factor de e hasta llegar un momento en el que se anula (Ec. 23). La representacién

grafica es, por tanto, una curva exponencial decreciente (Fig. 43b).
Myy = My, €/™ (23)

A nivel experimental, se obtiene un tiempo de pérdida de magnetizacién transversal
menor al esperado de forma tedrica. De aqui que T, sea considerado como el pardmetro
tedrico que no tiene en cuenta que el campo magnético principal no es absolutamente
homogéneo. Existirdn factores que afectaran a la homogeneidad del campo magnético
que pueden ser propios o intrinsecos del campo magnético externo o bien de las
influencias que produce el propio tejido u otros materiales localizados dentro del
campo. Por lo tanto, serd el pardmetro de tiempo de relajacién transversal experimental

(T,*) el que si tenga en cuenta los factores descritos (Ec. 24).
1/T;=1/T,+YAB, (24)

Esta ecuacién expone como T, se diferencia de T, por un valor resultante a las
heterogeneidades del campo magnético (AB,) por el cociente giromagnético (y)

(302,305-307).

6.1.2. Agentes de Contraste en Resonancia Magnética de Imagen

Uno de los requisitos fundamentales para las técnicas de diagndstico de imagen es el
adecuado contraste. El contraste de MRI es el resultado de la contribucién de
pardmetros extrinsecos como, por ejemplo, la fuerza del campo magnético B, e
intrinsecos como Ty, T, y T,. Una mayor fuerza del campo magnético B, va a permitir

una mayor sensibilidad debido a que contribuye a la mejora de la relacién sefal/ruido
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y alaresolucién espacial y temporal de las imagenes obtenidas. Los campos magnéticos
que se utilizan actualmente en la clinica suelen ser de entre 1.5 y 3 T. Sin embargo, ya
se he aprobado el uso en la clinica de RMI con campos magnéticos de hasta 7 T. En
estudios preclinicos ya se estdn usando sistemas de RMI con campos magnéticos de
intensidad de hasta 10.5 T (308). En cuanto a los pardmetros intrinsecos, estos ultimos
dependeran del agente de contraste (309). La técnica de RMI presenta como agente de
contraste enddgeno los protones del dtomo de hidrégeno (305). En concreto, la
relajacién magnética nuclear de los protones serd lo que determine la aparicién de una
sefial caracteristica para cada microambiente bioldgico (apartado 9.1.1.). Por ejemplo,
las modificaciones en los valores de T, de la fisiologfa colorrectal son ttiles para el
diagndstico y la estadificacién del cancer colorrectal. Pese a que las imagenes médicas
obtenidas con RMI por si sola son bastante detalladas, la realizacién de un diagnéstico
basado Unicamente en estas puede ser poco preciso debido a las escasas diferencias en

el tiempo de relajacién que presentan los tejidos patoldégicos de los sanos (Fig.

44)(310,311).

A B

Fig. 44. Imagenes T, obtenidas por RMI sin agentes de contraste exdgenos. Tanto en la
imagen A como en la imagen B se observa una masa tumoral rectal (flecha blanca) que se
expande mds alld de la pared rectal (flecha negra). Reproducido de Moreno y cols. 2017.

Copyright Elsevier 2017.

No obstante, se pueden utilizar agentes de contrastes exdgenos para aumentar las
diferencias de intensidad de sefial entre determinados tejidos mejorando
considerablemente la sensibilidad de esta técnica y, proporcionando, asi, un alto valor

diagndstico (311). Su mecanismo de accién depende de su interaccién con los protones
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de hidrégeno que les rodean. Concretamente, su eficacia dependera de su relajatividad
longitudinal (r,) y transversal (r,) que quedara definida por el aumento de relajacién de

los protones (Ec. 24 y 25) producida por 1 s'mmol'L.
r=1/T, (24)
r,=1/T, (25)

Los valores de r, y r, dependerdn de las caracteristicas fisicoquimicas del agente de
contraste ademds de la accesibilidad de los protones de hidrégeno al centro magnético

(Ec. 26):
Ritobs) = 1/ Ti(obs)- 1/ Tigiam*riC; 1= 10 2 (26)

siendo Rigny ¥ 1/Tibs la relajatividad total del medio (s™), 1/Tigam la relajatividad del
medio previamente a la adicién del agente de contraste, r; y C la concentracién del

agente de contraste (mmol/L)(312).

Atendiendo a las propiedades magnéticas, los agentes de contraste se dividen en dos
grupos principales: agentes de contraste paramagnéticos y agentes de contraste
superparamagnéticos. Los agentes de contraste paramagnéticos modifican r,
conduciendo a un aumento de la sefial en imagenes ponderadas en T, preferentemente.
Por esta razén son agentes de contraste positivos que producen una sefial brillante. Por
otro lado, los agentes de contraste superparamagnéticos de este tipo son capaces de
modificar r, de forma que afectan predominantemente a las imdgenes ponderadas en
T,. Por ello, se les dominé agentes de contraste T, aunque desde entonces también se
han sintetizado agentes de contraste superparamagnéticos como agentes de contraste
T, y T, eficaces. Son agentes de contraste negativos por obtener imdgenes oscuras

(305,309,311).

Desde el establecimiento de esta técnica hasta la fecha ha existido siempre una intensa
investigacién enfocada al desarrollo de nuevos agentes de contraste (309). De hecho,
desde finales de los afios 80, se han comercializado mas de 20 agentes de contraste
exdgenos de RMI (tabla 10). Los agentes de contraste convencionales son iones
metdélicos con cardcter paramagnético debido a que presentan electrones desapareados
con un cociente giromagnético muy superior al del protén. Ejemplos de estos son el
manganeso (Mn* y Mn*) y el gadolinio (Gd*). Los agentes de contraste con gadolinio

son los mas abundantes y mds utilizados en el &mbito clinico debido a que presenta el
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mayor nimero de electrones desapareados (tabla 10). De hecho, el 4cido gadopentético,
comercializado en el afio 1987, fue clave para el desarrollo de esta primera generacién

de agentes de contrastes (299).
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La administracién intravenosa de quelatos de Gd** favorece su eliminacién via renal por
filtracién glomerular pasiva. La mayorfa de estos presentan una biodistribucién
extracelular que determina su corto t,;, deseado para evitar la alta toxicidad del Gd* en
su forma libre. Ademds, como consecuencia de su bajo peso molecular, van a presentar
una alta permeabilidad capilar que conduce a una acumulacién inespecifica en tejidos
fisiopatoldgicos. Esto ocurre especialmente en aquellos tejidos con permeabilidad

aumentada tales como tejidos inflamados o neoplasicos, lo que intensifica su sefial.

Existen quelatos de Gd** que constituyen lo que se conocen como agentes de contraste
intravasculares o blood pool. Son agentes de contraste con una alta acumulacién en
sangre debido a mecanismos tales como una alta unién a la albdmina sérica. De esta
forma, alcanzan un mayor t,;, que los de biodistribucién extracelular. Esto permite la
obtencién de imagenes del sistema vascular por lo que son utilizados especificamente

en angiografia por resonancia magnética (tabla 10)(304,305,311,313-316).

Estudios de farmacovigilancia concluyeron en 2017 que el riesgo de formacién de
depésitos de Gd* existe también con el uso de quelatos. En estos dltimos estudios se han
identificado acumulaciones principalmente a nivel cerebral que permanecen durante
meses o incluso afios. Pese a que las consecuencias exactas son aun desconocidas, la
EMA ha limitado significativamente su uso y ha retirado del mercado numerosos
agentes de contraste de este tipo (317). Puesto que estos constituian la inmensa mayoria
de agentes de contrastes de RMI, el nimero de estos se ha visto drasticamente reducido

dejando insuficientes opciones disponibles tal y como se puede observar en la tabla 10.

Como resultado del progreso en Nanotecnologia, una segunda clase de agentes de
contraste en RMI se ha desarrollado, las NPs de éxido de hierro. Mientras que los
agentes de contraste de primera generacién paramagnéticos no presentan
magnetizacién en ausencia de un campo magnético, las NPs de éxido de hierro
superparamagnético presentan una alta susceptibilidad magnética capaz de persistir
incluso cuando el campo magnético ha sido retirado (309). En concreto, la alineacién de
los momentos magnéticos que ocurre en los iones de hierro en las NPs de éxido de
hierro superparamagnéticas da como resultado un momento magnético
significativamente mayor que el que se da en los iones de Gd* paramagnético. Esta

diferencia de propiedades magnéticas determina la superior capacidad de relajacién de
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las NPs de 6xido de hierro frente a la de los quelatos de Gd y, por lo tanto, la mayor

sensibilidad que ofrecen (309,311).

El perfil de biodistribucién de las NPs de 6xido de hierro superparamagnéticas también
difiere notablemente de los agentes de contraste paramagnéticos. Estos son
internalizados por las células del SFM lo que permite el acceso selectivo al higado, bazo,

ganglios linfaticos, macréfagos asociados a tumores y la médula ésea (318).

Multiples agentes de contraste superparamagnéticos de NPs de 6xido de hierro han sido
desarrollados y comercializados, pero actualmente muy pocos siguen estando
disponibles (tabla 10). Aunque no se conocen los motivos exactos de la retirada de estos,
varios autores apuntan a que los resultados de sensibilidad eran menores de los
esperados y no satisfacen el gran escuerzo econémico realizado para su desarrollo

(318,319).

Pese a estas limitaciones y como consecuencia de la reciente necesidad de nuevos
agentes de contraste de RMI, las NPs de 6xido de hierro siguen siendo ampliamente
investigadas (110). En un amplio rango de dosis, carecen de toxicidad ya que constituye
un nutriente esencial para el funcionamiento del organismo (véase capitulo
Nanotoxicidad). Por ello, representan una potencial alternativa segura a los agentes de

contraste paramagnético (320,321).

Los objetivos de los nuevos agentes de contraste formados por NPs de éxido de hierro
teniendo en cuenta la gran experiencia que se posee en este campo (322), son los

siguientes:

a) Propiedades fisicoquimicas adecuadas para asegurar una alta sensibilidad
(eficacia)

b) Nula toxicidad y alta biocompatibilidad (seguridad)

c) Biodistribucién selectiva que asegure su acumulacién exclusiva en el tejido

patoldgico

6.1.3. Biodistribucién de nanoparticulas de éxido de hierro

Conocer el perfil de biodistribucién de las NPs de 6xido de hierro es esencial para
evaluar la selectividad por la diana bioldgica y, asi, poder predecir su eficacia. Por otro
lado, también permite determinar el riesgo de aparicién de posibles efectos secundarios

e incluso posibles cuadros de toxicidad, es decir, su seguridad. La biodistribucién de las
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NPs va a ser el resultado de su extravasacién a los érganos deseados y su aclaramiento

plasmatico.

Las NPs de 6xido de hierro administrada por via intravenosa va a estar dominada por el
SFM, a no ser que sean disenadas para evadirlo. El SFM estd formado por monocitos y
macréfagos de la circulacién sanguinea y macréfagos localizados en diferentes érganos.
Las células precursoras de macréfagos se forman a partir de células madre
hematopoyéticas en la médula ésea que van a ser liberadas al torrente sanguineo como
monocitos. Después, los monocitos serdn extravasados a través del endotelio y migran
a tejidos donde se van a diferenciar en varios tipos de macréfagos. Dentro de los
diversos macréfagos que se pueden formar se encuentran las células de Kupffer en el
higado, los macréfagos alveolares en los pulmones, los osteoclastos en los huesos, los
histiocitos en tejidos conectivos intersticiales, macréfagos de O6rganos linfoides
secundarios como el bazo y los ganglios linfiticos o macréfagos de los sitios
inmunoldgicamente privilegiados como la microglia del cerebro, los ojos y los
testiculos. Puesto que el SFM forma parte de la respuesta inmunoldgica su papel
principal serd mantener al organismo libre de patégenos y sustancias extrafias como

son las NPs (36,241).

El higado y el rifidén serdn los drganos prioritarios donde acaben los macréfagos del SFM
tras captar a las NPs constituyendo de esta forma las principales vias de eliminacién de
estas. Aunque esto ocurre en la mayoria de los casos, existe riesgo de que cuando las
dosis administradas no pueden ser completamente atrapadas por los macréfagos del
higado y el hierro estas pueden ser acumuladas en otros tejidos ricos en macréfagos

como los pulmones y el tejido adiposo (323).

El atrapamiento de las NPs por el SFM puede ser deseado o no en funcién de la
indicacién deseada. Es un mecanismo que favorece la acumulacién de las NPs en tejidos
tumorales incluyendo metéstasis de cancer de ganglios linfaticos. Sin embargo, en casos
en los que se desee un largo t,;, en el organismo como es el caso de la angiografia

vascular una baja captacién por parte de los macréfagos es primordial (241).

El mecanismo por el cual los macréfagos son capaces de captar a las NPs viene
determinado principalmente por el proceso de opsonizacién. Una vez que las NPs
entran en contacto con fluidos bioldgicos van a interaccionar con estos. Como

consecuencia, seran modificadas superficialmente mediante la deposicién de diferentes
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proteinas lo que se conoce como formacién de la corona proteica u opsonizacién. Va a
dar lugar a un cambio significativo de las propiedades fisicoquimicas incluyendo
tamafio, carga superficial y estado de agregacién y, consecuentemente, a la
identificacién por parte de los macréfagos, pero también por las células diana. Por ello,
diferentes estrategias estdn siendo utilizadas para reducir esta adsorcién proteica y, asf,
aumentar el t,;, de las NPs (21). Es bien conocido que las caracteristicas de la corona
proteica van a depender de las caracteristicas fisicoquimicas de las NPs pero también
por otros numerosos factores ambientales (concentracién de proteinas, temperatura,
origen humano o murino, fuente -suero fetal, suero bovino o plasma bovino-, presencia

de anticoagulante...) y del estado fisiopatoldgico del paciente (19,20).

6.2. Metodologia y resultados

Todos los experimentos de biodistribucién se realizaron en el Laboratorio de
Resonancia Magnética Biomédica dirigido por la Dr. Marfa Luisa Garcfa Martin en el

Centro Andaluz de Nanomedicina y Biotecnologia BIONAND.
6.2.1. Relajatividad in vitro

La r, de las NPs de (Fe;0,/PCL)/CS se evalué utilizando una dispersién acuosa de un
rango de concentracién de NPs con un contenido de hierro de entre 0.25 y 2.0 mM. Para
la determinacién del contenido de hierro de las NPs de (Fe;0.,/PCL)/CS, se utilizé el
espectrometro de masas de alta resolucién de plasma acoplado inductivamente (ICP-
HRMR) de doble enfoque con sector magnético y electrostatico ICP-HRMS Element XR
(Thermo Fisher, Estados Unidos) de los Servicios Centrales de Apoyo a la investigacién
(SCAI) de la Universidad de Mdlaga. Previamente, se realizé la digestién de la muestra
en agua regia. El agua regia fue preparada utilizando tres partes de HNO, y una parte de
HCl. Se adicionaron 2.5 mL de agua regia a 25 pL de una dispersién de NPs de
(Fe;0,/PCL)/CS. Tras 12 horas en contacto, el volumen se complet con agua bidestilada

hasta alcanzar un volumen de 25 mL.

El anélisis de r, de las NPs de (Fe;0.,/PCL)/CS se realizd utilizando un sistema de
resonancia magnética nuclear de dominio temporal (TD-NMR) Bruker Minispec MQ-60
(Bruker, Estados Unidos). Este equipo contaba con un campo magnético permanente de
1.4 T y operaba a una frecuencia de 60 MHz. Las medidas fueron obtenidas bajo

condiciones de fisioldgica mediante el uso de un medio de dispersidn de solucién salina
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fisioldgica y fijando la temperatura a 37 + 0.5 °C. Las medidas fueron determinaras

usando la secuencia Carl-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG).

La dispersién de NPs de (Fe;0,/PCL)/CS produjo relajatividades de 0.2 mM s y 70.6 mM"
's? (fig. 45) para r, y r,, respectivamente utilizando concentraciones con un contenido
de hierro de entre 0.25 y 2.0 mM. Esto resulté en un alto cociente r,/r,. Todo esto

confirma el uso de estas NPs como agentes de contraste T,.

160

140 +

20 - r,=70.6 mM s
: : : : .

0 1 2 3

Concentracién de hierro (mM)
Fig. 45. Analisis de la relajatividad transversal de las NPs de (Fe;0./PCL)/CS in vitro. El

valor de relajatividad r, de la dispersién de NPs fue calculado determinando los valores de
relajatividad de la dispersién de NPs con concentracidn de hierro creciente usando un campo

magnético de 1.4 T (n =3).

La cubierta polimérica con PCL y la posterior funcionalizacién con CS confiere una gran
variedad de ventajas a las nanoplataformas permitiendo una multitud de aplicaciones.
En particular, la capacidad que presentan la nanomatriz de PCL de contener varios
ndcleos de Fe,0, embebidos completamente en su interior probablemente contribuya
al alto valor obtenido de r, con respecto al que presentarian las particulas de Fe;0, de
forma individual (328). Ademds, la funcionalizacién con CS determina la presencia de
moléculas hidréfilas en la superficie de las NPs de (Fe,0,/PCL)/Cs, lo que podria

contribuir a la estabilizacién de moléculas de agua alrededor de estas nanoplataformas.
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Estas hipétesis se corroboran con diferentes estudios de nanoplataformas de estructura
similar donde ntcleos superparamagnéticos de Fe;0, estaban embebidos en una micela
copolimérica de PCL y otro polimero de naturaleza hidréfila. Ademds, los resultados
presentados por dichas investigaciones presentan una gran similitud con los obtenidos
para las NPs de (Fe;0,/PCL)/CS a pesar de las ligeras diferencias experimentales que
tienen lugar (329-332). Teniendo todo esto en consideracidn, se puede concluir que, una
vez mas, el disefio final de la nanoplataforma es determinante para su uso potencial

como agente de contraste de RML
6.2.2. Resonancia magnética de imagen in vivo

Todos los experimentos in vivo fueron realizados en el Servicio de Experimentacién
Animal deL Centro Andaluz de Nanomedicina y Biotecnologia BIONAND, aprobados
previamente por el Comité local de cuidado animal en conformidad con la legislacién
espariola de acuerdo con la Directiva de la Unién Europea UE 2010/63/UE (2010).. Se
utilizaron ratones macho de la cepa Balb/c con un peso aproximado de 22 g (Janvier
Labs, Le Genest-Saint-Isle, Francia; n = 3). Los experimentos se realizaron en un equipo
de RMI animal Bruker BioSpec 94/20 (Bruker, Estados Unidos) con una fuerza del campo
magnético de 9.4 T, un gradiente de campo de 400 mT/m y un resonador de deteccién
en cuadratura de 40 mm de didmetro a 298 K. Se siguié el protocolo descrito por Carlos

Caroy cols. (311).

En primer lugar, el animal fue anestesiado por via inhalatoria en una cdmara de
induccién con un flujo de aire fijado a 1-1,5 mL y 1% de isoflurano. Entonces, se realizé
la canulacién de la vena de la cola con un catéter de calibre de 26G y una solucién salina
con heparina (fig. 46b). Tras esto, se cambié el flujo de anestesia al soporte para
animales del equipo de RMI (fig. 46a) y, rdpidamente, se introdujo al animal
previamente posicionado en la cama especifica (fig. 46d). El ratén se colocé de forma
que el abdomen se encontraba en el centro de la bobina de radiofrecuencia (fig. 46). La
cama del ratén estaba dotada de un sistema de monitorizacién que controla la
respiracién y la temperatura corporal durante todo el experimento siendo esta tltima
mantenida entre 36 y 37.5 © C (Small Animal Monitoring and Gating System, acoplado al
software PC-SAM 32 v8.02; fig.46d). Cuando los sensores de la respiracién y la
temperatura rectal estaban correctamente ajustados, se revisé la unidad de control. La

anestesia fue ajustada durante todo el experimento para mantener el ritmo de la
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respiracién de 50 a 80 respiraciones por minuto. La dispersién de nanocompuestos (5
mg de hierro/Kg determinados por ICP-HRMS; ver apartado 9.3.1.) se administré por via

intravenosa.

(b)

(a)

Fig. 46. Representacioén del experimento de RMI in vivo. a) Canal de entrada de aire. b)
Equipo de RML. ¢) Adaptador de flujo de anestesia. d) Cama con sistema de monitorizacién de

respiracién y temperatura corporal. e) Catéter. f) Puerta de acceso al 4rea de RML.

Una vez calibrado el equipo de RMI, se obtuvieron las imagenes de referencia (imdgenes
coronales ponderadas en T, y mapas de T,). En concreto, en este tipo de estudio se
escogieron imagenes ponderadas en T, y no en T,* porque estas ultimas se ven mas
facilmente interferidas por el movimiento, el aire, etc. Luego, se comenzd con el
protocolo de obtencién de imdgenes para la cinética a tiempo corto basado en la
obtencién de imdagenes cada 25 segundos con el fin de conocer el tiempo de
aclaramiento plasmatico de los nanocompuestos y su llegada a los érganos del SFM
fundamentalmente el higado y el rifién. Finalmente se obtuvo un mapa de relajatividad

en T, y otra imagen coronal del abdomen (t = 1h).

Las imagenes de alta resolucién ponderadas en T, fueron adquiridas mediante una
secuencia dindmica turbo-RARE (Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement) con
control de movimiento respiratorio de tiempo eco (TE) = 16 ms, tiempo de repeticién
(TR) = 1000 ms, 4 medias, 156 um de resolucién de plano y 1 mm de grosor de corte. Las
medidas cuantitativas de T, fueron realizadas usando una secuencia eco de espin multi-
eco TEs desde 7 ms a 448 ms, TR = 3500 ms, field of view (FOV) = 4cm, tamafio de matriz
=192 x 192, grosor de corte = 1 nm). Las cinéticas a tiempos cortos se siguieron usando

una secuencia dindmica turbo-RARE con los mismos parametros indicados antes, pero

- 155 -



con sélo una media por imagen mejorar la resolucién temporal (1 imagen cada 30
segundos). El esquema de adquisicién fue el siguiente: imagen ponderada en T,, T,
cuantitativa, inyeccién intravenosa de la dispersién de nanocompuestos, cinética de 1
hora, T, cuantitativa y ponderada en T,. Al cabo de 35 minutos, las cinéticas fueron

analizadas de forma semicuantitativa usando la siguiente expresién (Ec. 27):

RE = ’3"0 % 100 (27)

0

donde RE es el mddulo del incremento relativo de sefial (relative enhancement), 1, es la
intensidad de sefal a tiempo determinado tras la inyeccién de las NPs, e I, es la
intensidad de la sefal antes de la inyeccidn. Las cinéticas a largo plazo se midieron
utilizando los mapas de T, cuantitativos a t = Oh, t = 1h y t = 24 h. Todos los célculos de
cinéticas, a tiempo corto y largo, se hicieron a partir de los valores promedio dentro de
regiones de interés (region of interest; ROIs) trazadas sobre higado, rifién, bazo y musculo

de forma similar a lo que se observa en la fig. 46.
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Fig. 46. Seleccidn de las Regiones de interés (ROI). Imdgenes de RMI ponderadas en T, donde
se han determinado las ROI (sefialadas con lineas blancas discontinuas) en el higado (imagen
superior) y la corteza renal (imagen inferior). A la derecha de cada una de las imédgenes se
encuentra representada la intensidad de la sefial en unidades arbitrarias en funcién del tiempo
desde que empieza el experimento en segundos de las ROI. Reproducido de Caro y cols. 2018.

Copyright Springer 2018 (4963800100780).

Las ROIs fueron dibujadas en la primera imagen de la secuencia. La seleccién de las ROIs
fue realizada cuidadosamente evitando el borde de los drganos y, asi, una
sobreestimacién o subestimacién de los valores reales. Esto podria ocurrir debido a que
son imagenes dindmicas y no se corrige el movimiento. Una vez determinadas, se
identificaron los promedios de los valores de intensidad en el tiempo. Entonces se
normalizaron los valores de intensidad arbitrarios para obtener los valores relativos

optimizados usando la ecuacién 28 y 29:
M, (1) =M, @1-e™") (28)
M () =M e ™™ (29)
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Donde la M, y la M,, son las sefiales de intensidad en TR o TE, y M, es la intensidad de

sefial en equilibrio.

Cuando termind el experimento, el animal fue retirado del soporte. Se mantuvo en un
lugar célido unos 2-3 minutos hasta que se despertase momento en el cual se devolvié

asujaula.

El andlisis estadistico de los valores de T, in vivo se realiz6 usando el paquete de SPSS
(SPSS Inc., Chicago, Illinois). Se utilizé la prueba t de Student o el andlisis de varianza
bidireccional para determinar las diferencias significativas. El nivel de significacién se

fijé en p < 0,05.

Durante el primer periodo de evaluacién de la cinética de los nanocompuestos mediante
RMI se observé un aumento de la variacién relativa de la sefial en el higado. En concreto,
a los 5 minutos de que la suspensién de nanocompuestos fuera administrada, aumenté
en un 30% y, a partir de aqui, aumenté hasta alcanzar un 40% tras lo que se mantuvo
estable durante todo el experimento (Fig. 47). Probablemente, esto sea consecuencia a
la actuacién de SFM, concretamente al papel que juegan las células de Kupffer en el
aclaramiento plasmatico de los nanocompuestos (323,333). Por otro lado, en los rifiones
se produce un aumento dréstico a los 5 minutos que después se mantiene (Fig. 47). Este
comportamiento puede sefialar la retencién de nanocompuestos en este dérgano
durante esta primera evaluacién de 35 minutos. Estos resultados sugieren que, tal y
como se ha observado en otros estudios de NPs superparamagnéticas de 6xido de hierro
(241,334), de NPs superparamagnéticas con estructura core-shell funcionalizadas con CS
(329,335), y en NPs poliméricas de CS (336), el SFM es el principal factor que determina

la biodistribucién de los nanocompuestos desarrollados.
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Fig. 47. Andlisis semicuantitavo de la cinética in vivo de las NPs de (Fe;0./PCL)/Cs.
Representacién del incremento relativo de la sefial en funcién del tiempo en (a) el mdsculo e

higado, (b) misculo y bazo y (c) musculo y rifién.
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El andlisis cualitativo de la farmacocinética realizado con las imdgenes ponderadas en
T, mostré un claro oscurecimiento a 1h y 24 h (fig. 48b y fig. 48¢, respectivamente). Por
otro lado, los mapas cuantitativos en T, revelaron el decaimiento estadisticamente
significativo en higado y rifiones (p<0.05),con3,9y 8 msat=1h,y 8,9y 157 msat=24
h, respectivamente (fig. 48d). Los cambios en T, en el bazo fueron menores. En el
musculo no se observaron cambios significativos en todo el experimento lo que
demuestra que los nanocompuestos no fueron acumulados es este y, por tanto, carecen
de potenciales efectos téxicos. Estos resultados demuestran la potencia de las NPs de

(Fe;0,/PCL)/CS como agentes de contraste T, con potencial aplicacién en Biomedicina.
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Fig. 48. Analisis cualitativo y cuantitativo de la farmacocinética in vivo de las NPs de
(Fe;0./PCL)/Cs. (a) Imagen T;at=0h, (b) imagen T, at=1hy (c) imagen T,a t = 24 h. (d) Valor

de AT, en musculo, higado, bazo y rifidnat=0,1y 24 h (n=3).
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6.2.3. Histologia ex vivo

El andlisis histoldgico se llevé a cabo a las 24 h de la administracién intravenosa de la

dispersién de nanocompuestos.

El animal fue anestesiado y posteriormente sacrificado. Se le extrajo para su posterior
estudio el higado, el rifidn, el bazo, el pulmén y el corazdn. Finalmente, se trataron las
muestras para su posterior observacién. El tratamiento consistié en la fijacién en una
solucién de paraformaldehido al 4% p/v con tampén de pH 7 (Panreac, Espafia) durante
48 h siendo renovada la solucién fijadora a las 24 h. Entonces, las muestras fueron
lavadas y deshidratadas pasando a través de una serie de soluciones de etanol de
concentracidn creciente hasta alcanzar un 100%. Inmediatamente, fueron aclaradas con
xileno y embebidas en parafina durante 2 h a una temperatura de 56 °C bajo agitacién
y en condiciones de vacio. Tras esto, se cortaron en un micrétomo con un grosor de 7
um, se desparafinaron con xileno y deshidrataron con una serie de soluciones de etanol
de concentracién decreciente. Finalmente, fueron tefiidas para permitir su examen con
azul de Prusia y hematoxilina-eosina (HE) con el objetivo de identificar posibles

depésitos de hierro y efectos de toxicidad en la estructura tisular, respectivamente.
6.2.3.1. Tincién de Azul de Prusia para la Deteccion Cualitativa de Hierro

Este ensayo permitié determinar la presencia de Fe* ya que estos reaccionan con
ferrocianuro potdsico en presencia de dcido clorhidrico. El producto de la reaccidén que
confirmaria la presencia de éstos es el ferrocianuro férrico, una sal compleja insoluble
de color azul. Con el fin de conseguir una identificacién visual mas precisa de los
depésitos de hierro se realizé una contratincién con rojo nuclear sélido - sulfato de
alumnio. Este colorante de contraste dcido permitid llevar a cabo una tincién nuclear

sencilla en color rojo (324,325).

Concretamente, muestras de higado, rifién y pulmén fueron tefidas con azul de Prusia
y contratefiidas con rojo nuclear sélido. Primero, se sumergieron en una solucién de
4cido clorhidrico (20%, v/v) y ferrocianuro potasico (10%, p/v). A continuacién, fueron
lavadas con agua bidestilada y tefiidas con rojo nuclear sélido. Para confirmar que el
decaimiento de T, y, por tanto, el contraste conseguido en las imdgenes se debia
precisamente a la acumulacién de las NPs de (Fe;0,/PCL)/CS, se realizé una evaluacién

histoldgica utilizando la tincién de azul de Prusia. En concreto, se extrajeron muestras
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de los drganos que habian presentado un mayor incremento relativo de la sefial, el
higado y el rindn (fig. 49). Ademds, también se analiz la posible extravasacién de las
nanoplataformas finales al pulmén, que ya ha sido observada en previas investigaciones

de NPs superparamagnéticas (323) y de NPs de CS (336) (fig. 50)

En las muestras de higado y rifién (Fig. 49d y e) eran apreciables puntos de color azul
intenso que correspondian a los depdsitos de hierro. En el caso del higado eran un poco
mas acentuados y todos ellos se situaban en los sinusoides hepdéticos situados en la
periferia de los hepatocitos, uno de los canales vasculares del higado. Mas
concretamente, los depdsitos de hierro se encontraban en el interior de las células de
Kupffer**, Ademads, se puede confirmar que estos depdsitos de hierro provenian de las
NPs de (Fe;0,/PCL)/CS por su ausencia en las muestras extraidas de los ratones a los que
no se le habfan administrado (control) (fig. 49 a y b). Estas observaciones confirman los
resultados obtenidos en el ensayo de biodistribucién in vivo. Esta captacién hepética ha
sido también observada en un reciente estudio de NPs magnéticas recubiertas con CS.
En este estudio se resalta que, a pesar de dicha captacién hepatica, la capacidad de

contraste permanece durante 7 dias (335).

La nula presencia de la tincién azul de Prusia en las secciones de pulmén permitié
concluir que no se producia el transporte de las nanoplataformas a este érgano (fig. 49

cy )(326,327).
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6.2.3.2. Tincién de hematoxilina-eosina

La técnica de HE es una de las mas utilizadas en preparados histoldgicos e
histopatoldgicos. Esta basada en el uso de hematoxilina como colorante principal y la
eosina como colorante de contraste. La hematoxilina es un colorante bésico capaz de
teflir las estructuras dcidas en un tono violdceo como los nucleos (alto contenido en
ADN). Al contrario, la eosina es un colorante 4cido que tifie las estructuras basicas de
color entre rosa y rojo palido como el citoplasma (alto contenido proteinas bésicas) y

componentes de la matriz extracelular (326,327).

Las muestras de higado, bazo, rifién, pulmén y corazdn fueron tefiidas con HE. Primero

se uso la hematoxilina, agua bidestilada para limpiarla y, después, la eosina.

A las 24 h de la administracién de las NPs de (Fe;0,/PCL)/CS, se extrajeron secciones de
higado, rifién, bazo, pulmén y corazdn, se tifleron con HE y se analizaron con un
microscopio Optico para evaluar la apariencia de efectos tdxicos potenciales. En
ninguno de los érganos analizados aparecen sefiales de dafio tisular (fig. 50). La figura
50f, que corresponde a una seccidn de tejido hepatico, presenta en la parte inferior
células de Kupffer situadas en los espacios sinusales y teflidas con hematoxilina. Esto
confirma que los depdsitos de hierro identificados con la tincién de azul de Prusia se
encontraban internalizados en estas células y, por tanto, que éstas contribuyen a la
aclaracién plasmatica de los nanocompuestos. Estos resultados han sido también
obtenidos en previas investigaciones utilizando el CS como material de recubrimiento

de NPs magnéticas (335).
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Capitulo 7

Conclusiones



En vista de los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacién se concluye
que las NPs (Fe;0,/PCL)/CS constituyen una herramienta biomédica multifuncional
(quimioterapia optimizada + hipertermia + agente de contraste de RMI) de alto interés
en el tratamiento del cédncer. Las principales aportaciones que conducen a esta

conclusidn se resumen en este capitulo.
En relacidn a la formulacién, funcionalizacién y caracterizacién

Se ha disefiado y optimizado un procedimiento de obtencién reproducible y de alto R
de NPs de Fe;0,/PCL. El tamario de estas NPs fue estudiado mediante las técnicas de
dispersiéon dindmica de luz y microscopfa de transmisién de electrones de alta
resolucién y resulté ser altamente apropiado para la via de administracién parenteral
(= 125 nm). La estabilidad coloidal de las NPs de Fe;0,/PCL en términos de tamafio
hidrodindmico, Pdl y ¢ puso en evidencia una temprana aglomeracién de estas NPs. La
posterior funcionalizacién de las NPs de Fe;0,/PCL con CS permitié vencer dicha
limitacién y conferir una estabilidad adecuada in vitro a la vez que mantenia un

adecuado tamafio (= 300 nm).

La evaluacién de las propiedades eléctricas y termodinamicas superficiales confirmaba
que los coloides magnéticos de Fe,O, se encontraban embebidos completamente en la
matriz polimérica de PCL. La determinacién de la carga eléctrica superficial constituyé

también una prueba cualitativa de la eficacia de la funcionalizacién con CS.

La estructura de las NPs de Fe;0,/PCL y Fe;0,/PCL funcionalizadas con CS fue

extensamente caracterizada mediante EDX, FTIR y XRD.

Los espectros obtenidos por XRD de las NPs de Fe;0,/PCL y Fe;0,/PCL funcionalizadas
con CS sefialaban el mantenimiento de la estructura cristalina de Fe;O, responsable de
su adecuado cardcter magnético que fue posteriormente validado mediante el estudio
de su ciclo de histéresis. La adecuada capacidad de respuesta de la dispersién de ambos
tipos de NPs desarrolladas fue comprobada mediante la aplicacién de un campo

magnético in vitro.
En relacién a la nanotoxicidad

Las NPs desarrolladas de Fe,0,/PCL y Fe;0,/PCL funcionalizadas con CS han demostrado

una insignificante citotoxicidad per se en los ensayos de MTT de lineas celulares

- 168 -



normales (CCD-18) y tumorales (T-84). De esta forma, se presume su perfil

biocompatible.

Los ensayos de hemolisis, activacidén de plaquetas, activacién del sistema complemento
y tiempo de recalcificacién plasmatica resultaron en una insignificante alteracién de
los pardmetros fisiolégicos por parte de las NPs desarrolladas de Fe;0,/PCL y Fe;0,/PCL
funcionalizadas con CS. Por tanto, se puede concluir que ambos nanosistemas son

hemocompatibles y, asf, aptos para ser administrados por la via parenteral.

La alta biocompatibilidad de los nanocompuestos de Fe,0,/PCL funcionalizadas con CS
fue estudiada confirmada mediante el estudio de proliferacién y morfologia de las

células normales HFF-1 mediante MTT y andlisis de imagen high-content.
En relacién a la hipertermia magnética

La aplicacién de un campo electromagnético a las dispersiones acuosa de NPs
desarrolladas de Fe;0,/PCL y Fe,0,/PCL funcionalizadas con CS resultaba en un
aumento de la temperatura lo que determinaba la capacidad de hipertermia magnética

de ambos tipos de nanoplataformas.

La citotoxicidad de la hipertermia magnética inducida por los nanocompuestos de
Fe;0,/PCL y Fe,0,/PCL funcionalizadas con CS se ensayé mediante MTT en lineas
celulares cancerigenas de colon (T-84 y HT-29) y mama (MCF-7). En todos los casos, se
observé una pronunciada reduccidén de la viabilidad celular relativa (= 30%) lo que
sefiala el potencial de estos nanosistemas para llevar a cabo tratamientos

anticancerigenos basados en hipertermia magnética.
En relacién a la vehiculizacién de GEM

La formulacién de NPs de Fe,0,/PCL cargadas con GEM fue optimizada en funcién de la
concentracién inicial de fArmaco utilizada. La mayor concentracién inicial de GEM
utilizada en la formulacién de estos nanosistemas resulté en los valores maximos de
eficacia de atrapamiento y carga de farmaco. Para dicha optimizacién del proceso de
formulacidn, se estudid la incorporacién de fAirmaco en estos nanosistemas mediante la

determinacién de la cantidad tanto de forma directa e indirecta resultando la via
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directa la mas apropiada. La medida de la cantidad de clorhidrato de GEM se llevé a cabo

utilizando un método de espectrofotometria UV/Vis previamente validado.

La citotoxicidad de las NPs de Fe,0,/PCL cargadas con GEM fue determinada mediante
MTT en la linea celular de cdncer de mama MCF-7 y comparada con la del formaco libre.
La concentracién inhibitoria 50 obtenida disminuia para la GEM cuando este era
incorporado a las NPs de Fe;0,/PCL lo que sefalaba el potencial de estas NPs para el

transporte de este firmaco.

La cinética de liberacién de la GEM desde las NPs de Fe;0,/PCL y de Fe;0,/PCL
funcionalizadas con CS se examind in vitro en diferentes condiciones que simulaban las
condiciones fisioldgicas, el microambiente tumoral y la hipertermia magnética. Los
resultados obtenidos permiten predecir que ambos nanotransportadores constituyen
sistemas de liberacién de firmacos sostenidos en condiciones fisioldgicas que pueden
ser activados permitiendo una liberacién mas pronunciada en determinadas
condiciones del microambiente tumoral como es el pH 4cido y en condiciones de
hipertermia (aumento de temperatura). De esta forma, estas NPs podrian mejorar el

perfil farmacocinético de la GEM.

En vista de los resultados obtenidos en el presente capitulo y en el capitulo de
hipertermia, serfa interesante estudiar la sinergia de la hipertermia y quimioterapia

producida por estos nanocompuestos tanto in vitro como in vivo.

En relacién a la eficacia como agentes de contraste de RMI y al estudio de

biodistribucién in vivo

Los resultados del ensayo de relajatividad in vitro sugirieron el potencial de las
nanoplataformas de Fe,0,/PCL funcionalizadas con CS como agentes de contraste T2
confirmado después con el experimento de biodistribucién in vivo mediante RMI. El
posterior andlisis histoldgico ex vivo permitié corroborar el adecuado comportamiento
cinético que presentaban las nanoplataformas desarrolladas. Ademads, éste demuestra
la nula apariencia de dano tisular y, por tanto, confirman el perfil biocompatible y

seguro estudiado en el capitulo de nanotoxicidad.
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Chapter 7

Conclusions



Taking into consideration the results obtained in the current research work, it may be
concluded that [magnetite/poly(e-caprolactone)]/chitosan nanoparticles constitute a
multifunctional biomedical tool (advanced chemotherapy + hyperthermia + magnetic
resonance imaging contrast agent) with great interest in the treatment of cancer. Main

contributions to that conclusion are summarize in this chapter.
Relating to formulation, functionalization and characterization

A reproducible and high production performance procedure has been designed for
magnetite/poly(e-caprolactone) nanoparticles. Dynamic light scattering and high-
resolution transmission electron microscope were used for nanoparticle size
determination which resulted highly adequate for parenteral administration (= 125
nm). Magnetite/poly(e-caprolactone) nanoparticles colloidal stability assay was
performed in terms of hydrodynamic size, polydysity and zeta potential. It evidenced
an early nanoparticle agglomeration phenomenon. Later functionalization of this
nanoparticles with chitosan was appropriated to beat such limitation and to maintein
of in vitro stability at the same time that a moderate size increasement took placed (=

300 nm).

Magnetite colloids embedded into the polymer poly(e-caprolactone) matrix was
demonstrated by particles surface electrical charge and thermodynamic properties
evaluation. In addition, surface electrical charge determination was valid to prove

functionalization procedure efficacy.

Magnetite/poly(e-caprolactone) nanoparticles and magnetite/poly(e-caprolactone)
nanoparticles functionalized with chitosan were extensively characterized by electron

dispersive X-ray, Fourier-transform infrared spectroscopy and X-ray diffraction.

Magnetite/poly(e-caprolactone) nanoparticles and magnetite/poly(e-caprolactone)
functionalized with chitosan nanoparticles X-ray diffraction spectra revealed
magnetite typical crystallinity responsible for its adequate magnetic character which
was further validated by means of hysteresis cycle. Appropriate magnetic
responsiveness of both nanocomposites was also proved in vitro by the application of a

magnetic field.
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Developed magnetite/poly(e-caprolactone) functionalized with chitosan nanoparticles
demonstrated negligible cytotoxicity when an MTT assay was performed with normal
(CCD-18) and tumoural (T-84) cell lines. Therefore, it may be indicative for the

biocompatible profile of both nanosystems.

Haemolysis, platelet activation, complement system activation and plasma clotting
time assays magnetite/poly(e-caprolactone) nanoparticles and magnetite/poly(e-
caprolactone) functionalized with chitosan nanoparticles resulted in almost null
modification of physiological parameter. Then, a high blood compatibility could be
concluded for both nanoparticles and, therefore, high suitability for parenteral

administration.

MTT and high-content imaging analysis were used for HFF-1 cells proliferation and
morphology evaluation in the presence of magnetite/poly(e-caprolactone)
functionalized with chitosan nanoparticles. Those studies confirm the high

biocompatibility of these nanoparticles.
Relating to magnetic hyperthermia

Submission of the aqueous dispersions of magnetite/poly(e-caprolactone)
nanoparticles and magnetite/poly(e-caprolactone) functionalized with chitosan
nanoparticles to an applied electromagnetic field resulted in the temperature

increment pointing out the magnetic hyperthermia capacity of both nanocomposites.

Magnetic hyperthermia cytotoxicity of magnetite/poly(e-caprolactone) nanoparticles
and magnetite/poly(e-caprolactone) functionalized with chitosan nanoparticles was
evaluated by means of an MTT assay of colon (T-84 y HT-29) and breast (MCF-7) tumour
cell lines. A significant reduction of cell viability was observed for all the tested (= 30%)
highlighting antitumoural magnetic hyperthermia capability of both designed

nanosystems.
Relating to the gemcitabine vehiculization

Gemcitabine loaded Magnetite/poly(e-caprolactone) nanoparticles formulation
procedure was optimized in terms of initial concentration of the drug used. Highest
initial concentration of the gemcitabine hydrochloride used for the nanoparticle

formulation gave the maximum values of entrapment efficiency and drug loading. For
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that goal, drug incorporation in the nanoparticles was evaluated by means of an
indirect and direct method. Direct method was found to be the most appropriate
procedure for that analysis. Ultraviolet visible spectroscopy previously validated was

used for the performance of these measurements.

Gemcitabine loaded magnetite/poly(e-caprolactone) nanoparticles cytotoxicity
against MCF-7 breast cancer cell line was tested by means of an MTT assay and
compared with free drug. Inhibitory concentration 50 obtained was lower for
gemcitabine loaded in the nanoparticles in contrast to the free drug pointing out the

value of the developed nanosystems for drug delivery.

Gemcitabine release kinetic from magnetite/poly(e-caprolactone) nanoparticles and
magnetite/poly(e-caprolactone) functionalized with chitosan was investigated in vitro
in different conditions namely physiological conditions, tumoural microenvironment
conditions and magnetic hyperthermia conditions. Gemcitabine release profiles
resultant showed sustained drug delivery capacity of nanoparticles in physiological
conditions. Drug leakage from nanoparticles could be stimulate in tumoural acid pH
and hyperthermic temperature. Therefore, designed nanocomposites could improve

gemcitabine pharmacokinetic profile.

Taking drug vehiculization and hyperthermic capabilities of the engineered
nanoparticles alltogether, it could be of high interest to study chemotherapy and

hyperthermia combination for treating cancer both in vitro and in vivo.

Related to the efficacy as contrast agent for imaging magnetic resonance and in vivo

biodistribution study

In vitro tranversal relaxivity of magnetite/poly(e-caprolactone) functionalized with
chitosan suggested their capability as T2 contrast agents for magnetic resonance
imaging. This magnetic behaviour was also demonstrated with an in vivo magnetic
resonance experiment which also allowed to gain a deepest understanding of the
biodistribution and safety profile of this nanoparticles. Histological ex vivo assessment
corroborated the in vivo kinetic obtained for the developed nanoplatforms.
Furthermore, it demonstrated negligible tissue damage confirming the biocompatible

profile previously determined.
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