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RESUMEN

El trabajo de investigacion que constituye esta Tesis Doctoral tiene como objetivo el disefio,
optimizacion y desarrollo de un sistema en la escala nanométrica con potencial aplicacién en
Biomedicina, concretamente en el diagndstico y tratamiento del cancer. El tratamiento actual de
tumores sdlidos y su diagnostico temprano estan ligeramente limitados, y la Ciencia que aporta
soluciones a estos problemas es la Nanotecnologia. En este contexto, se ha disefiado, optimizado
y desarrollado de manera reproducible una nanoestructura hibrida
((inorganica/organica)/organica) compuesta por nicleos magnéticos (maghemita) embebidos en
una matriz polimérica (poli(D,L-lactida-co-glicolida) recubierta por un polimero hidréfilo y
mucoadhesivo (quitosano). Concretamente, las nanoparticulas (maghemita/poli(D,L-lactida-co-
glicolida))/quitosano (core/shell)/shell (y las respectivas nanoestructuras basicas de referencia) han
sido sometidas a una extensa caracterizacion, que incluye tamafio, propiedades eléctricas y
termodinamicas superficiales, composicion quimica y estructura cristalina y elemental, y
propiedades magnéticas. La optimizacién de los procedimientos de formulacion de las
nanoparticulas garantizé unas adecuadas caracteristicas fisicas, quimicas y fisicoquimicas, que
repercutieron en su estabilidad coloidal, biocompatibilidad, toxicidad, y en sus capacidades como
agentes de contraste T2 en resonancia magnética de imagen y agentes terapéuticos (quimioterapia
dirigida e hipertermia magnética antitumoral). Estudios experimentales realizados confirmaron
la inclusiéon de los nucleos de maghemita en la matriz de poli(D,L-lactida-co-glicolida y el
recubrimiento de estas nanoestructuras maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida (core/shell) por
quitosano (tamafio medio = 330 nm, rendimiento = 50%). Se realizaron determinaciones de
tamarfio y propiedades electrocinéticas que probaron una adecuada estabilidad a corto plazo del
coloide, mientras que su adecuado magnetismo se demostrd in vitro obteniendo el ciclo de
histéresis de las nanoestructuras y visualizando su comportamiento microscépico y
macroscopico frente a un campo magnético de 0.4T. El andlisis de seguridad y biocompatibilidad
de las nanoparticulas se basd en estudios in vitro de hemocompatibilidad, estudios de
citotoxicidad en las lineas de fibroblastos HFF-1 y CCD-18, y de células de adenocarcinoma de
colon T-84; y en estudios ex vivo de toxicidad en muestras de tejido de ratones Balb/c. Las
nanoparticulas (maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida))/quitosano contaron con valores de
relajatividades transversales comparables a las de algunos agentes de contraste basados en 6xidos
de hierro, pudiendo ser adecuados agentes de contraste T2 en resonancia magnética de imagen.
El procedimiento de incorporacion del antitumoral cisplatino en la matriz de poli(D,L-lactida-co-

glicolida de las nanoparticulas gener6 adecuados valores de carga (=15%), y se comprobd que las



nanoparticulas presentaban unos perfiles de liberacién de farmaco que respondian a cambios en
el pH y a la temperatura (hipertermia): = 4.7 veces mas rapido a pH 5.0 y 45 °C en comparacién
con pH 7.4 y 37 °C. La concentracién inhibitoria media (ICs0) de las nanoparticulas cargadas con
cisplatino fue = 1.6 veces menor que la caracteristica de este antitumoral en células tumorales A-
549 de adenocarcinoma de pulmoén. Por otro lado, se evalud la capacidad para generar calor de
las nanoparticulas (maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida))/quitosano cuando estas eran
expuestas a un gradiente electromagnético alterno. Se comprobd como una dispersioén acuosa de
estas particulas alcanzaba una temperatura maxima constante de = 46°C en menos de 50 min.
Ante estos resultados, se realizaron tests de hipertermia antitumoral en la linea celular T-84 de
adenocarcinoma de colon humano, observandose una importante reducciéon en la viabilidad
celular (hasta= 39%) si se trataban con este coloide de particulas (core/shell)/shell y se empleaba
este campo electromagnético. Finalmente, los resultados obtenidos en ensayos de resonancia
magnética de imagen in vivo y en estudios histologicos ex vivo de determinaciones de depdsitos
de hierro permiten postular la eficacia del recubrimiento final de las nanoparticulas con quitosano
en la obtencion de nanoestructuras con propiedades de circulaciéon extendida (long circulating
nanoparticles), que retardan el reconocimiento por el sistema fagocitico mononuclear. A la vista
de los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion puede concluirse que se ha
desarrollado una  nanoplataforma  (maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida))/quitosano
biocompatible y con propiedades de circulacion extendida. Estas nanoparticulas (core/shell)/shell
presentan prometedoras aplicaciones teranosticas frente al cancer. En concreto, la nanoestructura
magnetopolimérica ha probado una més que adecuada capacidad para el transporte sensible a
estimulos de farmacos antitumorales (magnetismo, pH y temperatura), la hipertermia magnética
antitumoral, y para su uso en imagen biomédica (agentes de contraste T2 en resonancia magnética

de imagen).
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C1. Antecedentes, state of the art, hipdtesis y justificacion

1.1. Antecedentes del cancer y la nanotecnologia

Desde su introduccidn, la nanotecnologia ha ido escalando puestos dentro de las diferentes
areas del conocimiento. En el area biomédica, la tecnologia de los nanomateriales ha tenido
durante décadas un enorme impacto que continta en la actualidad. Concretamente, el disefio y
desarrollo de nanosistemas particulados permite la introducciéon de nuevos tratamientos o

estrategias de prevencion, y técnicas de diagndstico, o potenciacién de los convencionales.

1.1.1. Cancer

El cancer engloba una serie de patologias en las que estan implicadas células de distintos
tejidos y organos del organismo con habilidad para dividirse y multiplicarse de manera
descontrolada [Miller M.E., 2018]. Segtin la American Cancer Society (ACS) el cancer se inicia en
el momento en el que algunas de las células de nuestro organismo comienzan a crecer y dividirse
sin ningtn tipo de control. En alguin tipo de cancer las células acaban formando masas de células
malignas o masas tumorales malignas (tumores sélidos) provocando el desplazamiento de las
células sanas e impidiendo el normal funcionamiento de los tejidos y 6rganos del organismo. Las
células pueden diseminarse hacia otros tejidos u érganos vecinos dando lugar a metastasis, es
decir una fase del cancer mas peligrosa [Miller M.E., 2018, American Cancer Society. ACS: Learn
About Cancer. [Online].;2022]. El mecanismo por el cual se inician estos procesos no se conoce
mas que parcialmente, aunque si se ha consensuado que tiene un origen genético [Bunz F. y
Vogelstein B., 2018]. Alteraciones genéticas como translocaciones, deleciones, inserciones o
duplicaciones cromosdmicas o mutaciones puntuales en los genes encargados de controlar el
crecimiento, la division y la diferenciacién celular podrian ser las responsables del origen del
cancer [Hall J.E., 2011]. Estas alteraciones pueden ser consecuencia de una serie de errores
aleatorios en la replicacion, en la reparacién del acido desoxirribonucleico (ADN) o exposicion a
agentes mutagénicos como radiaciones ionizantes, irritantes fisicos o sustancias quimicas, incluso
por infecciones viricas [Bunz F. y Vogelstein B., 2018]. Finalmente, todo ello contribuye al
desequilibrio del balance entre factores positivos de la regulacion del ciclo celular y factores
negativos del ciclo celular derivando en la pérdida total del control de la division celular y, por
ende, las funciones celulares [peligrosa [Miller MLE., 2018]. Ademas, en el cancer se promueve la
invasion histica o metastasis y la angiogénesis, es decir la creacién de nuevos vasos [Clark ] W.y

Longo D.L., 2018] (Figura 1).
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Figura 1. Desarrollo de un tumor cancerigeno, seguido del proceso de metastasis y angiogénesis (neo-

vasculatura). Reproducido de Miller M.E., 2018 y Clark J.W. y Longo D.L., 2018.

La transformacion de una célula sana a una cancerigena tinicamente se desencadena cuando
las mutaciones se dan en determinados genes celulares: los proto-oncogénes y los genes
supresores de tumores o anti-oncogénes [Hall ].E., 2011; Bunz F. y Vogelstein B., 2018; Miller M.E.,
2018]. Los proto-oncogenes son capaces de, bajo ciertas circunstancias, mutar y convertirse en
oncogenes capaces de estimular el crecimiento y divisién celular (reguladores positivos del ciclo
celular), mientras que los genes supresores de tumores son los genes encargados de interrumpir
o retrasar el proceso de division celular (reguladores negativos del ciclo celular) por medio de la
supresion de la activacion de los oncogenes. El desequilibrio entre estos factores desencadena
una desregulacion en el ciclo celular y finalmente, la generaciéon de una masa tumoral que
interacciona con el medio adyacente [Bunz F. y Vogelstein B., 2018; Miller M.E., 2018]. Para que
una masa tumoral evolucione de benigna a cancerosa se requieren multiples alteraciones
acumulativas en estos genes clave, junto con mutaciones en genes asociados con la reparacion del
ADN [Bunz F. y Vogelstein B., 2018]. A medida que se acumulan, la masa tumoral se vuelve cada
vez mas agresiva, hasta el punto de diseminarse por circulacién sanguinea o sistema linfatico
hacia otros tejidos u érganos formando nuevas masas tumorales en otras regiones del organismo.
Las células de estas nuevas masas tumorales no reaccionan a las sefiales de inhibicion de
crecimiento tumoral y, por tanto, evaden la muerte por apoptosis [Miller M.E., 2018].

Las células tumorales cancerosas se rodean de un microambiente caracteristico por su

complejidad. El microambiente tumoral esta constituido por otro tipo de células como las
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estromales (fibroblastos y células inflamatorias), una matriz extracelular, un bajo drenaje linfatico
intratumoral y una vasculatura tumoral propia [Shetab Boushehri M.A. y cols., 2020;
Aznavoorian S. y cols.,, 1990; Ohtani H., 1998; Talekar M. y cols., 2015]. Como se indica
previamente, en algunos tipos de cancer se producen unos factores especiales, denominados
factores angiogénicos, que van a promover el desarrollo de nuevos vasos sanguineos
(angiogénesis) en el microambiente tumoral a partir de los vasos ya existentes. Uno de los grupos
mas potentes de factores angiogénicos son los factores de crecimiento endotelial vascular (vascular
endothelial growh factors, VEGF). Los VEGF favorecen la proliferacion y posterior migracion de
células endoteliales sanas hacia el microambiente tumoral. Esta nueva vasculatura
(neovasculatura) aportara a la masa tumoral muchos mas nutrientes, oxigeno y factores
importantes para el crecimiento celular, favoreciendo aiin mas su supervivencia [Talekar M. y
cols., 2015; Clark J.W. y Longo D.L., 2018]. La activacion de la angiogénesis se desencadena
cuando el equilibrio entre factores a favor de la angiogénesis y factores en contra de la
angiogénesis se inclina por los primeros. Factores desencadenantes de la angiogénesis son la
inflamacion, la hipoxemia y alteraciones en los oncogenes o en los genes supresores de tumores
[Talekar M. y cols., 2015].

La vasculatura del microambiente tumoral se diferencia de la sana en su arquitectura y flujo
sanguineo. Concretamente, el flujo sanguineo tumoral es variable y los vasos sanguineos
tumorales se caracterizan por ser estructuras “defectuosas” con didmetros irregulares, muy
ramificados, con fistulas u orificios y una membrana basal discontinua o inexistente. Estos
defectos en la vasculatura del microambiente tumoral se deben a su rapido crecimiento [Hollis
C.P. y cols., 2013]. Estas caracteristicas suponen una alta permeabilidad de los vasos sanguineos
[Shetab Boushehri M.A. y cols., 2020; Clark ].W. y Longo D.L., 2018].

Las consecuencias del bajo drenaje linfatico, vasculatura poco desarrollada y defectuosa, y
un flujo sanguineo variable se engloban dentro del denominado efecto de permeabilidad y
retencion aumentada (enhanced permeability and retention, EPR). El EPR generalmente se asocia con
sustancias lipidicas y macromoléculas en tumores sélidos, y como se vera a continuacién tiene

un alto valor en el desarrollo de estrategias terapéuticas y diagnosticas [Maeda H. y cols., 2000].

La importancia de un diagnostico precoz y un tratamiento seguro y eficaz estd marcada por
las cifras: el cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. Segiin datos
recogidos por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS 6 Worl Health Organization, WHO), en
2018 el cancer repitié puesto, siendo de nuevo la segunda causa de muerte a nivel mundial con

una cifra aproximada de 9,6 millones de muertes (1/6 muertes es por cancer). La OMS cifra en 5
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los tipos de cancer mas comunes en los hombres: pulmdn, préstata, colorrectal, estdmago e
higado; y en otros 5 en mujeres: mama, el cancer colorrectal, de pulmén, de cuello uterino y de
tiroides. El cancer de pulmon y colorrectal son los mas habituales en ambos sexos [Worl Health
Organization: WHO [Online]; 2022]. Esta misma tendencia se ve a nivel nacional, segtin el
Instituto Nacional de Estadistica las muertes por tumores fueron el segundo porcentaje mas alto
de muertes en 2019 y 2020 en Espafa. Curiosamente, si se analizan las cifras por sexo, el cancer
en Espana es la primera causa de muerte en hombres [Instituto Nacional de Estadistica. INE
[Online]; 2021]. Estos datos ayudan a comprender el grado de importancia que tiene el cancer en

la sociedad actual y el porqué de la continua investigacion en esta rama de la biomedicina.

El tratamiento del cancer en los hospitales es de caracter multidisciplinar. Se trata de
combinar una serie de terapias con el objetivo de aumentar la eficacia del tratamiento del cancer.
Algunas de las mas empleadas son la quimioterapia, radioterapia y cirugia, ademas de la
hormonoterapia, terapias con farmacos biologicos y terapias dirigidas [Asociacién Espafiola
Contra el Cancer. AECC. [Online].; 2021; WHO [Online]; 2022]. La cirugia es, de entre las tres
terapias mas habitualmente aplicadas, la mas antigua y una técnica bastante eficaz en tumores
muy localizados. Se realiza con tres objetivos: aliviar la sintomatologia asociada a la presencia de
la masa tumoral en el organismo (ejemplo: dolor), extirpar la masa tumoral por completo y en
caso de no poder hacerlo en su totalidad, la cirugia puede emplearse como tratamiento
coadyuvante reduciendo, previo al tratamiento complementario, el tamafio del tumor [National
Institutes of Health. NIH [Online].; 2015a]. La radioterapia y quimioterapia también alivian la
sintomatologia del cancer reduciendo el tamafio de la masa tumoral, pero ademas ralentizan el
desarrollo de este. Como su nombre indica, la radioterapia implica la aplicacion de altas dosis de
radiacidon sobre regiones concretas del organismo con el fin de destruir células tumorales,
mientras que la quimioterapia consiste en la administracion de altas dosis de agentes terapéuticos
capaces de inhibir la divisién celular en células de rapido crecimiento. Estas terapias estan
limitadas entre otras cosas por su baja especificidad provocando el deterioro de células sanas y
efectos secundarios al tratamiento. En el caso concreto de la quimioterapia, las células de la
médula 6sea, del tracto gastrointestinal y del foliculo piloso también pueden verse afectadas
debido a que también presentan elevadas tasas de crecimiento celular [NIH [Online].; 2015b;
Pérez-Herrero E. y Fernandez-Medarde A., 2015].

La administracion de farmacos quimioterapicos es a dia de hoy, junto con el empleo de
hormonas y terapias bioldgicas, la opcion habitual para el tratamiento de canceres metastasicos

[Pérez-Herrero E. y Fernandez-Medarde A., 2015], a pesar de la variedad de limitaciones que
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presenta y que se indicardan mds adelante en esta memoria (capitulo 8 “Vehiculizacién del
farmaco cisplatino”). Por ello la quimioterapia supone un reto en el tratamiento convencional del
cancer.

Las técnicas actuales para el diagnostico del cancer son técnicas basadas en la generacién de
imagenes de areas internas del organismo. Las imagenes se pueden obtener mediante la
tomografia computarizada (TC), tomografia nuclear, tomografia por emisién de positrones (TEP),
ecografia, rayos X, ultrasonidos, gammagrafia 6sea y la resonancia magnética (RM) [Zhang Y.y
cols., 2019]. Al igual que el tratamiento convencional, estas técnicas se ven también limitadas
debido a la poca sensibilidad a la hora de detectar células cancerosas y, por ende, baja eficiencia
para un diagndstico precoz [Chinen A.B. y cols., 2015]. La introduccién de emisores de sefales o
agentes de contraste como luminéforos, radiondclidos o agentes de contraste RM podrian
suponer una mejora de la sensibilidad de las técnicas, pero al igual que los agentes terapéuticos

también estén expuestos a las mismas limitaciones.

1.1.2. Aplicacion de la nanotecnologia en cincer

El abordaje farmacoterapéutico, y en menor medida el diagndstico, del cancer se encuentran
notablemente limitados por la capacidad de los farmacos antitumorales y/o agentes de
diagnoéstico de interaccionar con la diana terapéutica o regién a evaluar mediante el diagndstico
por imagen. Concretamente, se ha demostrado que a raiz de esto estos agentes se acumulan
escasamente en el lugar de interés, ademas se ha visto que cada vez en mas comun la aparicion
de resistencias asociadas a estos agentes por las células [Wei G. y cols.,2021]. En el caso del
tratamiento del cancer, esto ha llegado a influir en la eficacia de las tan utilizadas quimioterapias
combinadas, suponiendo un también un limitado tratamiento contra el cancer. Las limitaciones
de la terapia con fdrmacos quimioterapicos y beneficios de la terapia basada en aproximaciones
nanotecnologicas estan descritas con mayor detalle en el capitulo 8 de esta memoria (capitulo 8
“Vehiculizacion del farmaco cisplatino”). Como se indicaba anteriormente, en el caso de las
técnicas de diagnostico convencionales que emplean luminoéforos, radiontclidos o agentes de
contraste para RM, la baja sensibilidad a la hora de distinguir células cancerosas, la limitada
eficacia para dar un diagnoéstico precoz y un limitado seguimiento del cancer también suponen
un desafio. En el capitulo 9 “Agentes de contraste en resonancia magnética de imagen: Ensayos
de farmacocinética y biodistribucion in vivo” se exponen algunas de las limitaciones de los
agentes de contraste convencionales y beneficios de las aproximaciones nanotecnoldgicas

aplicadas al diagnostico.
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El empleo de aproximaciones nanotecnoldgicas busca superar las limitaciones asociadas al
tratamiento y diagnostico del cancer [Zhang Y. y cols., 2019; Stephen B ]. y cols., 2020; Wei G. y
cols.,2021]. Concretamente, uno de los objetivos del disefio de nanosistemas con fines biomédicos
es optimizar la cantidad de agente terapéutico o de diagndstico que alcanza y se acumula en la
region diana. De esta forma se potencia la eficacia del tratamiento y se minimizan las reacciones
adversar asociadas a una distribucién indiscriminada por todo el organismo. El desarrollo de
nanoestructuras con potencial aplicacién en cancer no solo se plantea para afrontar las
limitaciones del tratamiento y diagnostico convencionales, sino que también aportan otros
beneficios o aplicaciones alternativas como la hipertermia de fluido magnético (HTFM) (ver
capitulo 7 “Hipertermia de fluido magnético antitumoral”), terapia fototérmica o terapia
fotodinamica [Hou X. y cols., 2018; Liu Y. y cols., 2018].

Los nanosistemas biomédicos con potencial aplicacion en cancer se pueden disefar en base
a dos estrategias de transporte distintas orientadas a la optimizacién de su llegada a la region
diana: estrategia de transporte pasivo (passive targeting) y estrategia de transporte activo (active
targeting) [El-Hammadi M.M. y Arias J.L., 2019; Brusini R. y cols., 2020] (Figura 2). Las estrategias
de transporte pasivo se aprovechan del EPR aumentado y las caracteristicas fisico-quimicas
intrinsecas de las nanoestructuras. Estas son disefiadas con el fin de conseguir nanosistemas que
logren permanecer un tiempo prolongado en la circulaciéon sanguinea (propiedades stealth) y asi
propiciarles la posibilidad de llegar y acumularse en el lugar de acciéon aprovechando el EPR
[Sebak A.A.y cols. 2021]. Las técnicas empleadas se resumen en recubrir superficialmente la
nanoestructura basica con un polimero hidrofilo, como el ampliamente utilizado poli(etilenglicol)
(PEG), para proteger al nanosistema del proceso de opsonizacién y posterior eliminacién de la
circulacién sanguinea (ver capitulo 9 “Agentes de contraste en resonancia magnética de imagen:
Ensayos de farmacocinética y biodistribucion in vivo” para mas informacion) [Gajbhiye K.R. y
cols., 2020]. EI EPR en tumores sélidos es una propiedad caracteristica y especifica de esta
enfermedad, por ello, se ha convertido en una herramienta fundamental en el disefio de
nanosistemas transportadores de agentes activos dirigidos hacia una masa tumoral [Maeda H. y
cols., 2000]. Estos van a ver favorecida su acumulacion en el microambiente tumoral gracias al
EPR [Shetab Boushehri M.A. y cols., 2020], y esta a su vez, va a incrementar la concentracion de
agente activo en el microambiente tumoral [Wei G. y cols., 2021]. Concretamente, el EPR favorece
la permeabilidad intratumoral de particulas con tamafos determinados, generalmente <400 nm
[Bazak R. y cols., 2014], y la retencién de las particulas en la regién tumoral debida, en parte, al
pobre drenaje linfatico [Shetab Boushehri M.A. y cols., 2020]. Destacar que, una administracién

repetida de nanoestructuras recubiertas superficialmente con PEG, concretamente liposomas
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pegilados, se ha visto que puede resultar en un efecto rebote, es decir, en un aclaramiento
plasmatico acelerado debido a la produccion de anticuerpos anti-PEG (inmunoglobulinas M anti-
PEG) tras las primeras dosis [Ishida T. y Kiwada H., 2008; Nicolas J. y cols., 2013]. Esto hace
patente la necesidad del refuerzo con las segundas estrategias de transporte de nanosistemas
terapéuticos y/o diagndstico. Las estrategias de transporte o direccionamiento activo se pueden
clasificar en dos sub-estrategias: (a) direccionamiento mediado por ligandos: consiste en
funcionalizar la superficie de las nanoestructuras al incorporar moléculas, o restos de ellas,
capaces de interaccionar con ligandos expresados tnicamente por las células cancerosas diana
[El-Hammadi M.M. y cols., 2017; Cho K.S. y cols., 2018]; y (b) direccionamiento mediado por
estimulos: consiste en la inclusion de materiales sensibles a estimulos dentro del disefio del
nanosistema, convirtiéndolo en un sistema con capacidad de respuesta a estimulos tanto internos
(pH, fuerza idnica, temperatura) como externos (radiaciones, campos electromagnéticos). La
respuesta a estimulos de un nanosistema supone alteraciones en su estructura y caracteristicas
fisicoquimicas. Si el nanosistema en cuestion transporta algiin agente activo, este se liberara de
manera controlada en respuesta al cambio en las condiciones del medio ambiente (estimulos)
[Baker A.y cols., 2020; Majumder ]. y Minko T., 2020], y lo hara tinicamente en la region diana,
en el caso concreto del cancer, en la célula cancerosa [Kamaly N. y cols., 2016]. La combinacién
de ambas estrategias da lugar a la construccion de nanosistemas capaces de aunar una gran
variedad de funcionalidades de transporte in vivo que repercuten en un diagndstico mas sensible

y un tratamiento mas eficaz [Arias J.L., 2013; Jain V. y cols., 2020; Li H. y cols., 2020].
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Figura 2. Representacion de transporte pasivo y activo de nanosistemas. Las estrategias de transporte
pasivo se basan en aprovechar el efecto EPR, mientras que las estrategias de transporte activo emplean
ligandos que se unen a receptores especificos en las células tumorales favoreciendo la internalizacion del
nanosistema en la célula y su posterior degradacion y liberacion del farmaco. Reproducido de Pérez-Herrero

E. y Fernandez-Medarde A., 2015.

La variedad de nanosistemas con potencial aplicacién en biomedicina es inmensa: micelas,
liposomas, quantum dots, nanoparticulas (NPs) organicas como las poliméricas o lipidicas, e
inorganicas como las basadas en materiales magnéticos (6xidos de hierro), metales
semiconductores, oro o plata, hidrogeles, dendrimeros o nanotubos de carbono [Conde J. y cols.,
2014; Pérez-Herrero E. y Fernandez-Medarde A., 2015; Nicolas J. y cols., 2013; Wei G. y cols.,
2021], y el interés de todas ellas reside en sus propiedades fisicas, quimicas y fisicoquimicas
tnicas [Wei G. y cols., 2021], las cuales pueden ser modificadas en funcion de la aplicacion que
se le quiera otorgar al nanosistema. De forma general, todos los nanosistemas deben cumplir una
serie de caracteristicas basicas que hacen de ellos unos sistemas nanométricos ideales en
biomedicina: ser biocompatibles y biodegradables, tener un tamafio nanométrico y propiedades
superficiales adecuadas seguin la aplicacion, elevada capacidad de incorporacién de agentes
activos, proteccion ante la degradacion de los agentes activos y frente efectos nocivos de estos en

el organismo, tiempos de circulacion en sangre prolongados que permitan la posibilidad de
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alcanzar los lugares de accién dentro del organismo y acumularse, y un metabolismo y
eliminacién correctos [Bertrand N. y cols., 2014].

Las NPs magnéticas de 6xido de hierro (magnetita; FesOs y maghemita; y-Fe20s3 [Reddy L.H.
y cols., 2012]) constituyen una aproximacion nanotecnoldgica muy prometedora puesto que
pueden contribuir notablemente en la mejora del diagndstico y tratamiento del cancer, e incluso
se ha llegado a postular la posibilidad de aunar ambas funciones en una sola, la teranosis [Arias
J.L., 2011a; Arias J.L. y cols., 2011b; Reddy L.H. y cols., 2012; Dadfar S.M. y cols., 2019]. Se pueden
definir como nanoplataformas avanzadas capaces de combinar su respuesta a diversos estimulos
(campos magnéticos y electromagnéticos) dando lugar al direccionamiento magnético de agentes
activos hacia el tumor y su liberacién controlada y desencadenada por respuesta a estimulos
[Duran J.D.G. y cols., 2008; Reddy L.H. y cols., 2012; El-Hammadi M.M. y AriasJ.L., 2015; Lorente
C. y cols., 2018; Curcio A. y cols., 2019; Benyettou F. 2020; Mansur, A.A.P. y cols., 2020; Dhas N.
y col.,, 2021], con su poder como agentes en hipertermia magnética antitumoral [Kalber T.L. y
cols.,2016; Das P. y cols., 2019; Mosiniewicz-Szablewska, E. y cols., 2020; Moskvin, M. y cols.,
2021] y como agentes de contraste en resonancia magnética de imagen (RMI) [Bakhtiary Z. y cols.,
2016; de Gouw D.J.J.M. y cols., 2020; Sneha K.R. y cols., 2021; Xie Q. y cols., 2021], permitiendo no
solo visualizar tejidos y masas tumorales, sino que también confirmar el perfil farmacocinético y
de biodistribucion, ademas de visualizar su acumulacién en el lugar de accion [Xie Y. y cols.,
2010]. Generalmente, el disefio de nanosistemas magnéticos comprende la inclusion de estas NPs
de o6xido de hierro en nanoestructuras organicas con una construccion de tipo
nucleo/recubrimiento (core/shell). Como bien indica esta denominacion, esta construccién implica
un nticleo magnético y un recubrimiento matricial que habitualmente es de tipo polimérico [Arias
J.L. y cols., 2012; Garcia-Garcia G. y cols., 2020] o lipidico [Mufioz de Escalona M. y cols., 2016;
Lorente C. y cols., 2018]. Este recubrimiento no alterara su biocompatibilidad ni su inexistente
toxicidad per se y sin embargo si aportara estabilidad coloidal, seguridad, una semivida
plasmatica aumentada, una buena biodisponibilidad, carga de agentes activos y liberacién

controlada de estos [Aguilar Z.P., 2013].

1.2. State of the Art, hipotesis y justificacion

Los primeros farmacos antitumorales fueron aprobados por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de los Estados Unidos (Food and Drug Administration, FDA) entre los afios 40
y 50. A partir de aqui han ido sucediendo importantes descubrimientos y aplicaciones

antitumorales como las quimioterapias combinadas, las terapias adyuvantes y la continuada

13



C1. Antecedentes, state of the art, hipdtesis y justificacion

aprobacion de farmacos quimioterapicos cada vez mas potentes como el cisplatino (CDDP) y el
paclitaxel (PTX) [Dasari S. y Tchounwou P.B. y cols., 2014; Pérez-Herrero E. y Fernandez-
Medarde A., 2015].

En la actualidad son varios los medicamentos basados en aproximaciones nanotecnologicas
aprobados para su uso en clinica en el tratamiento del cancer. En la Tabla 1 se indican los
nanomedicamentos aprobados hoy en dia por la FDA y la Agencia Europea de Medicamentos
(European Medicines Agency, EMA). Ademas, una larga lista de nanomedicamentos con potencial
en el tratamiento del cancer estan siendo evaluados en distintos ensayos clinicos y estando en
distintas fases del proceso (Tabla 2). Para la elaboracion de las tablas, ademas de referencias
bibliograficas, se consultaron los buscadores de las paginas webs de la FDA, EMA y la pagina de

ensayos clinicos a nivel mundial de la NIH de Estados Unidos: Clinical Trials.
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Explorando esta informacion se puede ver como la gran mayoria de sistemas aprobados en
clinica son de naturaleza lipidica y polimérica, ademas de micelas, NPs metalicas y ciclodextrinas.
Destacar la introduccion de NPs metalicas como los 6xidos de hafnio y los dxidos de hierro
superparamagnéticos. Concretamente, la nanoformulacion NanoTherm® esta constituida por
NPs metalicas de Oxido de hierro superparamagnético recubiertas de aminosilano. El
recubrimiento aporta estabilidad a las NPs de éxido de hierro, pero, ademas, al presentar un
grupo amino (-NH2), este favorece la interaccion con biomoléculas y células tumorales. El
tratamiento del cancer con NanoTherm® se basa en la hipertermia o ablacién tumoral localizada
cuando este nanomedicamento, una vez en el lugar de accion, se expone a un campo magnético
e incrementa la temperatura intratumoral. Si el tiempo de exposicion al campo magnético es bajo
el incremento de temperatura sensibilizara las células tumorales para un posterior tratamiento
quimioterapico (hipertermia), mientras que si el tiempo de exposicion es alto el incremento de
temperatura va a destruir directamente la masa tumoral (ablacién térmica) [Weissig V. y cols.,
2014].

La falta de nanosistemas magnetopoliméricos multifuncionales en clinica junto con la
realidad de que una quimioterapia y técnicas de diagndstico convencionales limitan en gran
medida el tratamiento y diagndstico de segtin qué tipo de canceres, promueve nuevos proyectos
de investigacion en el area. En este contexto, las NPs magnéticas incorporadas en estructuras
organicas como las poliméricas o lipidicas que pueden a su vez transportar otros agentes
terapéuticos como los farmacos quimioterapicos y otros agentes de diagndstico como
lumindforos, radionuclidos y agentes de contraste para RMI, representan aproximaciones
nanotecnologicas prometedoras con potencial en la medicina actual. La investigacion en el area
biomédica del cancer es una investigacion dindmica en constante avance. A pesar de esto son
varios los aspectos asociados al desarrollo de nanoestructuras con potencial aplicacion en esta
area aun por estudiar. La completa optimizaciéon de nanocompuestos magnéticos que permitan
la llegada efectiva de agentes activos y su maxima acumulacidon en la region diana es aun
necesaria. La busqueda bibliografica de trabajos cientificos relacionados corrobora la necesidad
de una extensa caracterizacion fisicoquimica de los nanosistemas, base fundamental para
entender su comportamiento in vitro e in vivo; de estudios toxicologicos en mayor profundidad;
y de resultados significativos en cuanto a eficiencia terapéutica (efecto quimioterapico e
hipertermia) combinada con técnicas de diagnostico mas sensibles (RMI), que den una idea sobre
el potencial de los nanosistemas en la teranosis.

El disefio de nanosistemas multifuncionales comprende la inclusion de nicleos magnéticos

capaces de dirigir magnéticamente al nanosistema hacia la region diana y una vez ahi poder
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ejercer el efecto de hipertemia magnética (HTM), también descrito para el nanomedicamento
NanoTherm®. Un recubrimiento polimérico o lipidico incrementa la estabilidad de los nticleos
magnéticos y mejorar su biodistribucion al dotar al nanosistema de una barrera frente a proteinas
y aumentar el tiempo de circulacion en sangre [Lee H. y cols., 2006; Aguilar Z.P., 2013 ; Badran
M.M. y cols., 2018; Caban-Toktas S. 2020], pero también supone una nanoestructura capaz de
incorporar agentes activos de distinta naturaleza (farmacos, material genético, péptidos,
proteinas y anticuerpos [Diana Sousa y cols., 2019]). De esta forma, el nanosistema
magnetopolimérico disefiado puede tratar un tumor cancerigeno mediante dos terapias distintas
pero que se pueden combinar (tratamiento combinado). Finalmente, los nticleos magnéticos,
agentes de contraste en resonancia magnética nuclear (RMN), incluidos en una nanoestructura
polimérica o lipidica aportan al nanosistema la capacidad de poder aplicarse en el diagndstico

del cancer por RMI [Blanco-Andujar C. y cols.,2018].
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C2. Objetivos

2.1. Objetivo principal

El objetivo principal del trabajo de investigacion propuesto como Tesis Doctoral es el
desarrollo de una metodologia reproducible para la formulacién de nanoplataformas
biodegradables y biocompatibles caracterizadas por una estructura mixta capaces de vehiculizar
farmacos antitumorales. Esto es, ntcleos de éxido de hierro superparamagnéticos (maghemita;
y-Fe203) embebidos en una matriz polimérica de poli(D,L-lactida-co-glicolida (PLGA), y todo ello
recubierto de otro polimero, el quitosano (QS): (y-Fe20s/PLGA)/QS. Los ntcleos magnéticos
proporcionaran al nanocompuesto una eficiente respuesta a campos magnéticos externos y, por
tanto, la posibilidad de ser guiados a la regién diana mediante su exposicién a un iman. Ademas,
la naturaleza superparamagnética de estos dxidos de hierro aportara a la nanoestructura final la
capacidad para la HTM antitumoral; esto es la destruccion de las células cancerosas mediante
generacion de calor bajo la influencia de un campo electromagnético alterno (CEMA). Esta
propiedad de respuesta frente a la exposicion a un CEMA (HTM) podria incluso aprovecharse
para activar la liberacién del agente terapéutico vehiculizado (por degradacion de la matriz
copolimérica en la que estd incorporado). Por otro lado, los 6xidos de hierro como la maghemita
son bueno agentes de contraste T2 en RMI, propiedad a aprovechar en el disefio de una
nanoherramienta para el diagndstico por RMI. En cuanto al polimero PLGA su inclusion en el
disefio del sistema nanométrico se requiere pues es en la matriz polimérica donde los agentes
antitumorales se absorberan para ser vehiculizados. Ademas, una de las principales
caracteristicas del PLGA es que asegura una liberacion prolongada de las moléculas de farmacos
que porta. El tercer elemento de la nanoestructura, el QS, aportara una mayor estabilidad coloidal,
un mayor control de la liberaciéon de los agentes antitumorales y una potencial propiedad stealth,

la cual favorece una adecuada biodistribucion in vivo.

2.2. Objetivos especificos

Como objetivos especificos pueden destacarse los siguientes siete coincidiendo con los siete

capitulos centrales del trabajo de investigacion (capitulos 3 a 9):

1.- Definicién de una metodologia reproducible que permita la formulacién de nanosistemas
constituidos por ntcleos superparamagnéticos de o6xido de hierro (maghemita; y-FexOs)
embebidos en una matriz de polimérica de PLGA [A. Bee y cols., 1995; B. Pérez-Artacho y cols.,

2012; E. Pretel y cols., 2019], y toda esta estructura recubierta por el polimero QS [J.L. Arias y cols.,
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2010; J.L. Arias , L.H. Reddy y cols., 2011; ]J.D. Unciti-Broceta y cols., 2015]. La eleccion de la
particula éptima, es decir, aquella que retina una morfologia, tamano y propiedades superficiales
adecuadas para la via de administraciéon parenteral, y que ademas se genere en cantidades
razonables, constituye el primer y primordial paso del trabajo de investigacién propuesto como

Tesis Doctoral.

2.- Realizacion de una completa caracterizacion fisica, quimica y fisicoquimica que
demuestre que efectivamente se obtienen las nanoestructuras propuestas, con las caracteristicas
deseadas. Esta caracterizacion consistira en evaluar el tamafio de particula (espectroscopia de
correlacion de fotones), estructura, composicion y analisis elemental (microscopia electronica de
transmision de alta resolucion (HRTEM), microscopia electrénica de barrido-transmision de
campo oscuro anular de alto angulo (HAADF-STEM), microscopia electrénica de barrido-
transmision de campo claro anular (ABF-STEM), espectroscopia de dispersion de energia de
rayos X (EDX)), propiedades eléctricas superficiales (electroforesis), propiedades termodinamicas
superficiales (goniometria y modelo de van Oss), estructura mineral o grado de cristalinidad
(difractometria de rayos X) y composicion quimica (espectroscopia de infrarrojos por
Transformada de Fourier; FTIR). Esta caracterizacion proporcionara informacion suficiente para
predecir el comportamiento in vitro e in vivo del nanocompuesto, y para mejorar su disefio. Los
nanosistemas intermedios (y-Fe:0s, PLGA, QS y y-Fe203/PLGA), seran utilizados como control
cuando sea preciso. Parte de estos experimentos se realizaran en colaboracion con el grupo de
investigacion “Fisica Aplicada y Sistemas Coloidales dirigido por el Dr. Fernando Gonzalez
Caballero de la Facultad de Ciencias, Universidad de Granada” y el “Centro de Instrumentacién
Cientifica del Campus Universitario de Fuente Nueva, Universidad de Granada”. Dentro de este
objetivo destaca la demostracién de las propiedades magnéticas de las NPs. Una completa
caracterizacion magnética es necesaria para demostrar que las particulas tienen una respuesta
magnética eficiente que asegurara el guiado magnético de los agentes antitumorales hasta la
region diana, la capacidad para la HTM y su potencial aplicaciéon como agentes de contraste T
en RMI. La caracterizaciéon magnética consistira en analizar su naturaleza superparamagnética
(ciclo de histéresis), evaluar macroscépicamente y microscépicamente la respuesta magnética in
vitro frente a un iman (0.4 T). Estas metodologias se seguiran gracias a la colaboracién con el
grupo de investigacion “Fisica Aplicada y Sistemas Coloidales dirigido por el Dr. Fernando

Gonzalez Caballero de la Facultad de Ciencias, Universidad de Granada”.
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3.- Evaluacién de la estabilidad de los sistemas coloidales con el tiempo. Esto es, analizar la
evolucion de propiedades fisico-quimicas relevantes con el tiempo y bajo unas determinadas
condiciones de almacenamiento (pH 6; 4.0 + 0.5 °C). Los parametros considerados de referencia
para evaluar la estabilidad coloidal son los siguientes: tamafio de particula e indice de
polidispersion (PdI), y las propiedades eléctricas superficiales (potencial zeta; C) [L.H. Reddy y
cols., 2012]. Estos resultados se obtendran mediante las técnicas de espectroscopia de correlacion

de fotones y electroforesis, respectivamente.

4.- Determinacion de la biocompatibilidad y toxicidad de las nanoestructuras. Para ello, sera
necesaria la evaluacién de la hemocompatibilidad de las particulas y la evaluacion de su actividad
toxica per se in vitro e in vivo. La hemocompatibilidad de las particulas se determinara estudiando
determinados parametros implicados en los procesos de hemdlisis, activacién plaquetaria,
activacién del complemento y recalcificacion plasmatica o coagulaciéon plasmatica. La
citotoxicidad de las particulas per se frente a lineas celulares sanas y tumorales se evaluara
mediante el ensayo de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) (ensayo de
proliferacion MTT) y la observaciéon de fluorescencia mediante microscopia High Content. Por
ultimo, el estudio de la toxicidad de las particulas per se en cortes histologicos de ratones macho
(cepa Balb/c) se llevara a cabo por el Servicio de Experimentacion Animal del Centro Andaluz de
Nanomedicina y Biotecnologia (BIONAND) empleando tinciéon hematoxilina-eosina (H&E).
Estas técnicas experimentales se realizardn en colaboracion con el grupo de investigaciéon
“Nuevas Tecnologias Aplicadas a la Investigacion Biomédica dirigido por el Dr. José Carlos
Prados Salazar de la Universidad de Granada” y el “Laboratorio de Resonancia Magnética
Biomédica dirigido por la Dr. Maria Luisa Garcia Martin en el Centro Andaluz de Nanomedicina

y Biotecnologia (BIONAND), Mélaga”.

5.- Estudio de la capacidad para la HTM antitumoral de los nanocompuestos in vitro. En este
punto, resulta fundamental demostrar si la nanoplataforma tiene capacidad para generar calor
en la zona tumoral dentro de unos rangos determinados de temperatura bajo la influencia de un
CEMA, y si esta accidon hipertérmica se asocia a una eficacia anticancerosa en lineas celulares

tumorales. La viabilidad celular se determinard mediante la aplicacién del ensayo MTT.
6.- Analisis de la vehiculizacién del agente antitumoral CDDP por los nanocompuestos.
Debe desarrollarse una metodologia que permita la maxima carga del fdrmaco y, conjuntamente,

una liberacion sostenida y controlada de este. Se pondra especial atencion en estudiar la
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liberacién controlada por estimulos externos. El medio acido caracteristico del ambiente tumoral
y las altas temperaturas asociadas a la capacidad para la hipertermia del nanocompuesto
deberian facilitar la aceleracion de la liberacion del farmaco vehiculizado en el momento y lugar
deseado (lugar de accion). La carga del agente antitumoral en los nanocompuestos debe suponer
un beneficio respecto al agente antitumoral libre en cuanto a su actividad anticancerosa in vitro.
Por ello, se demostrara que el CDDP cargado en los nanocompuestos desarrolla una eficaz
actividad antitumoral en comparacion con el farmaco libre (ensayo de viabilidad celular MTT; en
colaboracion con el grupo de investigacién “Nuevas Tecnologias Aplicadas a la Investigacién

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

7.- Investigacion de la capacidad como agentes de imagen para RMI de las particulas
magnetocopoliméricas. Estudios in vitro e in vivo son precisos para alcanzar este objetivo. Como
prueba preliminar de su potencial en RMI, se deberan determinar los valores de las
relajatividades longitudinal (r1) y transversal (r2) (campo magnético de 1.44 T). Tras comprobar
que los valores de las relajatividades r1 y r2 para los nanocompuestos son adecuados, estos se
evaluaran como agentes de contraste RMI en ratones macho (cepa Balb/c). Concretamente se
analizaran los perfiles de su biodistribucion in vivo a corto y largo plazo. Los ensayos de RMI se
llevaran a cabo dentro de las instalaciones del “Laboratorio de Resonancia Magnética Biomédica
dirigido por la Dr. Maria Luisa Garcia Martin en el Centro Andaluz de Nanomedicina y

Biotecnologia (BIONAND), Malaga”.
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C3. Formulacién de los nanosistemas

3.1. Introduccion
3.1.1. Maghemita

La maghemita (y-Fe20s) es un 6xido de hierro superparamagnético de importante relevancia
en el disefio y formulaciéon de nanosistemas avanzados de aplicacion en biomedicina,
concretamente en el tratamiento y/o diagndstico del cancer [Reddy L.H. y cols., 2012; El-
Hammadi M.M. y cols., 2015; Mansur A.A.P. y cols., 2020; Taheri-Ledari R. y cols., 2020; Dhas N.
y cols., 2021]. El caracter superparamagnético de este material dota a los sistemas coloidales de
unas determinadas propiedades como lo son la posibilidad de dirigir selectivamente al
nanosistema hacia la region diana en respuesta a un campo magnético (direccionamiento
magnético) [Duran J.D.G. y cols., 2008; Reddy L.H. y cols., 2012; El-Hammadi M.M. y cols., 2015;
Lorente C. y cols., 2018; Curcio A.y cols., 2019; Benyettou F. y cols., 2020] y con ello a los fAirmacos
incorporados (vehiculizacion de farmacos) en su estructura, todo ello en combinacién con su
versatilidad como agentes tanto en hipertermia magnética antitumoral como en RMI (agentes de
contraste T2) [Bakhtiary Z. y cols., 2016; de Gouw D.].J.M. y cols., 2020]. La capacidad para la
hipertermia magnética (HTM) puede desencadenar también la liberacién de los farmacos
incorporados en la estructura del nanosistema. Como consecuencia, la inclusion de y-Fe:0zen la
estructura de un nanosistema con aplicacion en el cancer, se considera de gran interés cuando se
disefian NPs terandsticas contra el cancer [Arias J.L., 2011a; Reddy L.H. y cols., 2012; Dadfar S.M.
y cols., 2019]. Este disefo inteligente asegura la visualizacion de tejidos (ej. tejido tumoral) por
contraste en RM], la aplicacién en HTM antitumoral y la capacidad de orientacién magnética y
entrega selectiva de farmacos. En vista de su aplicacion in vivo, dentro de la categoria de
materiales 6xidos de hierro destacan la y-FexOs y la magnetita (FesOs) por sus propiedades

biodegradables y su biocompatibilidad [Durdn J.D.G. y cols., 2008; Laurent S. y cols., 2008].

Todos los materiales presentan propiedades magnéticas pero su comportamiento frente a un
campo magnético va a depender del comportamiento magnético de cada atomo, y este a su vez
va a depender de la disposicion de sus electrones en el tltimo orbital. La estructura magnética
mas elemental es el momento magnético y esté esta asociado con el momento angular del electron
(movimiento orbital del electron en torno al nticleo del atomo) y con la rotacion del espin del
electron. En vista de esta informacion podemos clasificar a los materiales en diamagnéticos,
ferromagnéticos, ferrimagnéticos y paramagnéticos entre otros. En los materiales diamagnéticos
(momento magnético resultante de cada atomo es = 0) cuando se aplica un campo magnético
externo, se inducen en los 4tomos corrientes que crean un campo magnético en cada uno de los

atomos que se opone al campo aplicado, es decir el momento magnético inducido se opone al
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campo que lo induce. Los materiales diamagnéticos son repelidos por el campo magnético
externo. Por el contrario, en los materiales ferromagnéticos hay un comportamiento colectivo en
el que el momento magnético de cada atomo se alinea con el de los demds a través de un
fenémeno denominado acoplamiento de intercambio [Reddy L.H. y cols., 2012]. Este fenémeno
provoca la apariciéon de una magnetizacion en regiones macroscopicamente pequenas y
caracteristicas del material ferromagnético, denominadas dominios. Esta magnetizacion global es
nula, pero si se aplica un campo externo los diferentes dominios se alinean y producen una fuerte
magnetizacion capaz de permanecer aun cuando el campo externo desaparece. De manera
similar, en los materiales ferrimagnéticos, en donde se tiene mas de un elemento distinto con
momentos magnéticos # 0 y distintos para cada elemento, tiene lugar un fendmeno en el cual las
contribuciones de estos momentos magnéticos desiguales se alinean de forma antiparalela
[Cornell RM y Schwertmann U, 2003]. La diferencia entre los médulos de los momentos
magnéticos da lugar a un comportamiento similar al ferromagnetismo, es decir, a la aparicién de
una magnetizacion en los dominios. El paramagnetismo es caracteristico de los materiales cuyos
atomos presentan un momento magnético # 0. Antes de exponer el material al campo magnético
externo, los momentos magnéticos de cada atomo apuntan en direcciones dispuestas al azar, pero
al aplicar un campo magnético externo los momentos magnéticos se alinean con este, es decir, los
materiales paramagnéticos se ven atraidos por el campo magnético externo. Como curiosidad, la
magnetizacion es proporcional al campo magnético externo. En los materiales paramagnéticos, a
diferencia de los ferrimagnéticos o ferromagnéticos en donde la magnetizacion es permanente,
esta magnetizacion desaparece una vez que el material deja de estar expuesto al campo magnético
externo [Reddy L.H. y cols., 2012]. Cuando un material ferromagnético o ferrimagnético es
reducido a un tamafo de particula nanométrico comparable con el del dominio magnético, este
adquiere propiedades paramagnéticas. Por tanto, el tamafio de particula influye en la facilidad
de un material para magnetizarse y desmagnetizare. Si el tamafio de particula decrece por debajo
del tamafio de dominio también lo hace el niimero de atomos, provocando la orientacién de
manera aleatoria de los momentos magnéticos restantes en ausencia de un campo magnético. Este
fenémeno se conoce como superparamagnetismo y se caracteriza por la ausencia de remanencia
y campo coercitivo, esto es la ausencia de un campo magnético necesario para que un material
reduzca su imanacion a cero después de haber sido magnetizado hasta saturacion por la
exposicion a un campo magnético [Reddy L.H. y cols., 2012]. El superparamagnetismo ofrece una
mayor capacidad de magnetizacién en comparacion con el paramagnetismo [Reddy L.H. y cols.,
2012]. De forma general, el desvanecimiento de la magnetizacién una vez suprimido el campo

magnético es una propiedad esencial, que presentan los materiales paramagnéticos y
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superparamagnéticos. para la aplicacion de nanosistemas de éxido de hierro en biomedicina, ya
que asegura su seguridad y por tanto su eficacia in vivo. Concretamente, esta propiedad evita la
agregacion de las particulas entre si durante el almacenamiento y durante su administracion in
vivo intravenosa, factor importante a la hora de evitar aglomeraciones y la potencial embolizacion
vascular [Neuberger T. y cols., 2005; Corot C. y cols., 2006; Reddy L.H. y cols., 2012; Perrillo E. y
cols., 2017]. De forma adicional, el superparamagnetismo de las particulas nanométricas de 6xido
de hierro dotan a las nanoestructuras de otros beneficios, como la capacidad para generar calor
(mecanismo de relajacion de Néel y relajacion browniana) cuando estan expuestas a un CEMA
(consultar el capitulo 7 “Hipertermia de fluido magnético antitumoral” para mas detalles) [Schuitt
W. y cols., 1997; Neuberger T. y cols., 2005; Mejias R. y cols., 2019] y la mejora de los tiempo de
relajacion T1 y T2 en RMI (consultar el capitulo 9 “Agentes de contraste en resonancia magnética
de imagen: Ensayos de farmacocinética y biodistribucion in vivo” para mas informacién)

[Weissleder R. y cols., 1995; Hu FE. y cols., 2011].

La estructura cristalina, o grado de cristalinidad, y el tamafio de los éxidos de hierro define
sus propiedades magnéticas [Reddy L.H. y cols., 2012]. Las particulas de 6xido de hierro (FesOs
y v-Fe20s) se caracterizan por una estructura cristalina ctibica centrado en las caras de tipo
espinela inversa en la cual los iones de oxigeno se encuentran formando una red ctibica compacta
con los iones de hierro ubicados en los intersticios. La estructura de tipo espinela de la y-Fe20s
presenta coordinacion tetraédrica y octaédrica para los cationes trivalentes (Fe3"). Los cationes en
posiciones octaédricas interactiian a través de los oxigenos con los cationes en posiciones
tetraédricas, alineando los momentos magnéticos de forma antiparalela a los momentos
magnéticos de las posiciones tetraédricas y generando un comportamiento ferrimagnético
[Cornell RM y Schwertmann U, 2003] (Figura 3). Por tanto, se puede establecer una relacion de
la estructura de espinela inversa de estos 6xidos de hierro (FesOsy y-Fe20s) con propiedades
ferrimagnéticas [Spaldin N. A., 2011]. El término ferrimagnetismo fue propuesto por Louis Néel
[Néel L., 1949]. Por otro lado, el tamafio de particula influye en el momento magnético del
material y por ende en la respuesta del material a un campo magnético. Si el tamano de particula
decrece lo hace también su magnetizacion de saturacion, esto es por un aumento del area
superficial, lo que a su vez puede tener implicaciones en el caracter cristalino de las particulas y,
en consecuencia, en su momento magnético [Reddy L.H. y cols., 2012] Esta es la razon de la

extensa caracterizacidon en cuanto a tamafio y estructura de las particulas de dxido de hierro.
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Figura 3. Estructura quimica de la Fe2Os

Las propiedades magnéticas de la y-Fe20s se definen por la dependencia de la magnetizacion
o0 induccién magnética (M) del campo magnético aplicado (H) [Reddy L.H. y cols., 2012]. Cuando
un material es expuesto a un campo magnético H, este responde produciendo un campo conocido
como imanacién (M), esto sucede cuando los distintos momentos magnéticos se ordenan en la

direccién mas favorable para el material. Existe una relacion lineal entre M y H (Ec. 1):
M=uxH (1)

donde p es la permeabilidad magnética de las particulas. El valor de p determina si la y-Fe20s
exhibe un comportamiento paramagnético (i > 1) o diagmagnético (u < 1) [Reddy L.H. y cols.,
2012].

Otro parametro importante en el magnetismo, y relacionado con p, es la susceptibilidad

magnética x (E. 2):
r=n—1 (2)

, si x >0 las particulas de y-Fe20s son paramagnéticas y diamagnéticos si x <0.

Las particulas de 6xido de hierro superparamagnéticas una vez hayan cumplido su misién
en el organismo tienen la capacidad de biotransformarse en hierro no superparamagnético. Estas
formas no superparamagnéticas tienen la capacidad de almacenarse en tejidos como fuente de
reserva de hierro para después emplearse en procesos bioldgicos [Lee N. y cols., 2015]. Por tanto,
la transformacién de las formas de 6xido de hierro superparamagnético a formas de éxido de

hierro no superparamagnético permite la eliminacion de estas primeras [Mazuel F. y cols., 2016].

Los principales procedimientos de sintesis de 6xidos de hierro se clasifican en métodos

fisicos, quimicos y microbianos. La metodologia de sintesis basada en reacciones quimicas

33



C3. Formulacién de los nanosistemas

permite un adecuado control del tamafio de particula final. Por ello, para la sintesis de particulas
de y-Fe:0s la coprecipitaciéon quimica seguida de un proceso de oxidacién es una eleccion
adecuada.

El proceso de coprecipitacion quimica para la obtencion de particulas de FesOs destaca por
su sencillez y eficiencia, sintetizando coloides con didametros medios inferiores a 50 nm [Lépez-
Lépez, M. T. y cols., 2005; Viota, J. L. y cols., 2007]. Brevemente, esta metodologia se basa en una
reaccion quimica: la precipitacion de éxidos de hierro al adicionar sales de Fe (II) y Fe (III) sobre
un medio alcalino (ej. NH4OH). La reaccién de co-precipitacion, desarrollada originalmente por
R. Massart, permite controlar tanto la formaciéon de los nicleos de FesOs como su tamafio y
propiedades superficiales [Massart R., 1981; Lopez-Lopez, M.T. y cols., 2005; Viota, J.L.; 2007; Wu
J.H. y cols.,2007]. Las condiciones experimentales por tanto tienen un gran peso en la capacidad
de respuesta magnética de los coloides obtenidos [Massart R., 1981; Reddy L.H. y cols., 2012]. A

continuacion, se detalla esta reaccion (Ec. 3):

Fe?* + 2Fe3 + 8OH- — FesOs + 4H20 (3)

La y-Fe20s, 6xido de hierro (III), se obtiene por oxidacion del Fe (II) de la FesOs, sintetizada
por co-precipitacion quimica, a Fe (III). Concretamente, el método de oxidacion implica la
oxidacion parcial de las suspensiones de 6xido de Fe (II) con diferentes agentes, como por ejemplo
iones de nitrato [Plaza R.C. y cols., 2002; Amemiya Y. y cols.,2007; Vereda F. y cols., 2008]. Por
tanto, la conversion total de FesOs a y-Fe20s se logra oxidando FesOsa 90 °C en una solucién de

nitrato férrico [Bee A. y cols., 1995].

En definitiva, las particulas de y-FexOs superparamagnéticas combinan una alta
susceptibilidad magnética para un comportamiento magnético 6ptimo, una pérdida de
magnetizacion tras la desaparicion del campo magnético externo y una segura biotransformacion

a depdsitos de hierro.

3.1.2. Acido oleico: Funcionalizacion de maghemita

Las particulas de 6xido de hierro suelen someterse a un proceso de estabilizacion. Su objetivo
es minimizar una serie de eventos que alteran la integridad de estos coloides: alta reactividad
frente a agentes oxidantes y en presencia de agua o humedad [Reddy L.H. y cols., 2012], y,
ademas, son propensos a la formacion de agregados. La estabilizacion de los coloides magnéticos
puede llevarse a cabo por métodos fisicos y/o quimicos, esta segunda es la que se logra con la

incorporacién del acido oleico en la superficie de las particulas magnéticas.
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El &cido oleico es un acido graso monoinsaturado con un grupo carboxilo polar y una cadena
hidrocarbonada no polar (Figura 4). Los acidos carboxilicos como el acido oleico se emplean
ampliamente en la formulacién de nanoplataformas como estabilizadores no poliméricos [Sun S.
y cols., 2004; Woo K. y cols., 2005; Reddy L.H. y cols., 2012; Turcheniuk K. y cols., 2013]. La
funcionalizacion de la superficie de NPs de 6xido de hierro con moléculas de acido oleico no sélo
regula la estabilidad de los coloides magnéticos, sino que también permite la interacciéon de estos
con polimeros, como el PLGA, y por tanto su inclusién en matrices de PLGA [Xu C. y Sun S.,
2007; Reddy L.H. y cols., 2012; Ulbrich K., 2016]. Concretamente, la incorporaciéon de las
moléculas de acido oleico sobre la superficie de 6xidos de hierro (hidroéfilos) se produce por
interaccién de las cabezas polares con esta superficie dejando libres las colas apolares
(hidréfobas). Por tanto, la funcionalizacién de la superficie de los 6xidos de hierro con moléculas
anfifilicas de acido oleico se produce una vez formulados los niicleos magnéticos [Kloust H. y
cols., 2013; Li L. y cols., 2013] y va a permitir el cambio de las caracteristicas superficiales de
hidréfilas a hidrofobas, favoreciendo la inclusion de los ntcleos magnéticos en la matriz
polimérica (hidrofoba) en el proceso de formulacién de nanoestructuras [Okassa L.N. y cols.,
2007].

Adicionalmente, la funcionalizacién de los coloides magnéticos disminuye la interaccion con
componentes bioldgicos del organismo, es decir, el reconocimiento por parte del sistema Sistema

Fagocitico Mononuclear (SFM) [Reddy L.H. y cols., 2012; Ulbrich K., 2016].

Ho/lk/\/\/\/:\/\/\/\/

Figura 4. Estructura quimica del acido oleico.

3.1.3. Poli(D,L-lactida-co-glicolida)

Las nanoplataformas desarrolladas para el transporte selectivo de agentes activos, ya sean
farmacos y/o material genético, deben ser disefiadas con una estructura core/shell en la que los
coloides magnéticos, responsables del guiado selectivo, estdn embebidos en una matriz,
probablemente polimérica [Arias J.L. y cols., 2012; Garcia-Garcia G.y cols., 2020] o lipidica
[Mufioz de Escalona M. y cols., 2016; Lorente C. y cols.,2018], por ejemplo. Ademas, esta
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estructura aporta estabilidad coloidal adicional, vehiculizacién de los agentes terapéuticos y su
liberacién controlada; al igual que no altera la biocompatibilidad ni seguridad in vivo.

En este contexto, el poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) es un copolimero tipo poliéster
alifatico lineal frecuentemente empleado en nanotecnologia biomédica debido en parte a su
aprobacion por la FDA. El PLGA es sintetizado mas frecuentemente por medio de un proceso de
co-polimerizacién por apertura de anillo (Ring Opening Polymerization, ROP) en el que estan
implicados dimeros ciclicos del acido lactico (lactida) y acido glicolico (glicolida) (Figura 5)
[Dechy C.O. y cols., 2004; Babiuch K. y cols., 2012]. Durante el proceso de sintesis los monémeros
de la lactida (poli(D,L-lactida); PLA) y glicolida (poli(glicolida); PGA) tienden a unirse entre si a

través de enlaces de tipo éster. Esta reaccion requiere de catalizadores como el 2-etilhexanoato de

(@]
OH HO H
HO/U\[/ Y\o/
O

x: poli(D,L-lactida); PLA y: poli(glicolida); PGA

v

.V

PLGA

estano (II).

Figura 5. Estructuras quimicas del PLA, PGA y PLGA.

El proceso de ROP influye entre otras cosas en el tipo y estructura del PLGA. En funcion de
la relacién molar y la estereoquimica (D- y/o L-) de los mondmeros utilizados (PLA y PGA) para
el proceso de ROP se obtienen distintos tipos de PLGA [Dechy C.O. y cols., 2004]. Por ejemplo,
PLGA 50:50, el empleado en el presente trabajo de investigacion y el elegido con mayor frecuencia
en nanotecnologia biomédica, estd constituido por 50% de PLA y 50% de PGA [Tong R. y cols.,
2012]. Ademas, su estructura puede variar desde una estructura completamente amorfa hasta
una completamente cristalina. El grado de cristalinidad del copolimero depende también de la

proporcién molar de mondmeros empleada en la reaccién ROP [Jalil R. y Nixon J.R., 1990; Coco
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R. y cols., 2013]. Concretamente, si el contenido en PGA es inferior al 70% el copolimero PLGA
presenta una estructura amorfa.

Incorporar PLGA en la nanoestructura ha demostrado ser una estrategia ventajosa en la
formulacion de NPs magnéticas con aplicacion en biomedicina. Concretamente, aporta
biocompatibilidad, biodegradabilidad y capacidad para la vehiculizacion y liberacién bifasica
controlada de agentes terapéuticos [Pérez-Artacho B. y cols., 2012; Cui Y.N. y cols., 2017; Mosafer
J. y cols., 2017; Chen H.A. y cols., 2020]. Esta tltima aportacién a las caracteristicas globales del
nanosistema viene marcada por la capacidad de respuesta del PLGA a estimulos del medio que
le rodea, como los cambios en el pH o en la temperatura del entorno. Por un lado, el polimero ve
acelerada su degradacion en ambientes acidos, como el medio intratumoral, al acelerar el proceso
de hidrolisis de los enlaces éster presentes en su estructura quimica [G.K. Jain y cols., 2010; R.
Dominguez-Rios y cols., 2019]. Por otro lado, el PLGA también es un polimero termosensible, lo
que favorece la activacién de la liberacion por un aumento de la temperatura del medio,
fenémeno habitual en la HTM localizada [Dunne M. y cols., 2000; Lappe D. y cols., 2017; Park K.
y cols., 2021]. Concretamente, la generacion de calor en el entorno de este polimero va a acelerar
su degradacion de las cadenas de PLGA, y lo hara exactamente a temperaturas superiores a la
temperatura de transicion vitrea (Tg) para este polimero (= 40 °C) [Lappe D. y cols., 2017]. De
hecho, siendo la temperatura un factor clave en la liberacién de los agentes terapéuticos cargados,
la inclusion de nticleos superparamagnéticos de 6xido de hierro con capacidad para generar calor
en los nanosistemas supone un acierto en el disefio de nanoplataformas de aplicaciéon en
terapéutica. La liberacidn de los agentes terapéuticos se aceleraria al exponer a este nanosistema
aun CEMA de alta frecuencia que transformara estos nicleos magnéticos en generadores de calor
que provocaria un aumento de temperatura por encima de los 40 °C, la Tg del polimero [Souza
K.C. y cols., 2009; Reddy L.H. y cols., 2012; El-Hammadi M.M. y cols., 2015]. Una temperatura
superior a la Tg del PLGA daria como resultado la rapida liberacion de los agentes terapéuticos
cargados en la matriz de PLGA debido a su degradacién acelerada, y de forma simultanea, a la
difusion de los agentes terapéuticos a través de la estructura del PLGA.

Es por todo lo anteriormente comentado que la incorporacién de PLGA en la nanoestructura
final queda justificada. Como resultado, la matriz de PLGA le proporcionaria sensibilidad a pHs
acidos y aumentos de temperatura (hipertermia), favoreciendo el suministro selectivo de
moléculas terapéuticas (farmacos y/o material genético) a las células tumorales.

Finalmente, el PLGA es un material biodegradable dado que los productos resultantes de su
degradacion en un organismo vivo son monomeros, los cuales son metabolizados mediante el

ciclo de Krebs y eliminados por la orina [Ma X. y cols., 2012].
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Las principales metodologias de sintesis de nanosistemas poliméricos se clasifican en
funcién de si se requiere o no una reaccioén previa de polimerizacion. En el caso del PLGA, este
proceso no seria necesario. La formulacion de NPs de PLGA se puede conseguir siguiendo
diferentes metodologias: emulsificacion con evaporacion del disolvente, nanoprecipitacion,
deposicion interfacial, emulsificacion/difusion del disolvente, Salting out, etc. En base a trabajos
de investigacion previos [Pérez-Artacho B. y cols., 2012; Pretel E. y cols., 2017] y procesos de
optimizaciéon de sintesis de NPs de PLGA, el procedimiento de sintesis basado en
nanoprecipitacion seguida de evaporacion del disolvente es el mas adecuado y uno de los mas
ampliamente utilizados [Nicolas J. y cols., 2013]. El también llamado método de desplazamiento
de solvente fue desarrollado por Fessi y cols. en 1989 [Fessi H. y cols., 1989] y es uno de los
procedimientos de sintesis de particulas poliméricas mas sencillo, rapido, econémico y con mayor
éxito de reproducibilidad [Vauthier C. y Bouchemal K., 2009]. Se fundamenta en la precipitacion
de un polimero preformado, en este caso el PLGA, a partir de una solucion organica y la difusion
del disolvente organico en el medio acuoso, en donde el PLGA es insoluble, en presencia de un
tensioactivo o agente estabilizante. El PLGA se disuelve en una solucién organica facil de eliminar
posteriormente y miscible en agua (por ejemplo: acetona) que al entrar en contacto con un medio
acuoso da lugar a la precipitacion de nanoesferas de PLGA [Vauthier C. y Bouchemal K., 2009;
Nicolas J. y cols., 2013]. El adicionamiento se realiza bajo agitacién mecanica o magnética.
Concretamente, a medida que se adiciona la soluciéon organica sobre la solucidon acuosa se
provoca la insolubilizacién del PLGA, el cual acaba precipitando en forma de NPs. Este fendmeno
es instantdneo debido a una rapida difusion del disolvente orgénico al medio acuoso [Nicolas J.
y cols., 2013]. La explicacion fisicoquimica de la rapida formacion de las NPs de PLGA se rige por
el denominado “efecto Marangoni” que se basa en las “turbulencias interfaciales” que aparecen
en la interfase entre el disolvente organico y el agua con la difusion violenta del disolvente
organico, y que resultan de una serie de complejos fendmenos que implican al flujo, la difusién y
las variaciones en la tension superficial [Vauthier C. y Bouchemal K., 2009; Nicolas J. y cols., 2013].
Adicionalmente, los tensoactivos se adicionan a la sintesis de nanosistemas con el objetivo de
ayudar a preservar la estabilidad de las suspensiones de las NPs resultantes evitando la
agregacion durante largos periodos de almacenamiento [Fessi H. y cols., 1989]. Posteriormente,
el disolvente es eliminado de la suspension de NPs por evaporacidn. La suspension coloidal
resultante presenta tamafios de particula definidos y entorno a los 200 nm, didmetros mucho mas
pequefios que los obtenidos por medio de un procedimiento de emulsificaciéon con evaporaciéon

del disolvente [Vauthier C. y Bouchemal K., 2009].

38



C3. Formulacién de los nanosistemas

3.1.4. Quitosano

El quitosano (QS) es un polimero que también se ha utilizado muy frecuentemente en la
formulaciéon de nanosistemas magnéticos biodegradables y no toxicos con aplicacién en
nanotecnologia farmacéutica [Santos D.P. y cols., 2011; Arias J.L. y cols., 2012; Assa F. y cols., 2017;
Arias L.S. y cols., 2020]. Al igual que el PLGA, el QS aporta estabilidad coloidal adicional, y una
liberacién controlada de los agentes terapéuticos cargados en su estructura. Adicionalmente, el
uso de QS aporta propiedades mucoadhesivas y mejora la biodistribucion in vivo de los
nanosistemas.

El QS es un polimero tipo polisacarido lineal derivado de la desacetilaciéon parcial de la
quitina, un polimero natural formado por unidades de N-acetilglucosamina, derivado de la
glucosa [Nicolas J. y cols., 2013; Unciti-Broceta ].D. y cols., 2015]. Industrialmente, se obtiene por
hidrdlisis termoalcalina de los grupos acetamida de la quitina natural. Por tanto, su estructura se
basa en unidades tanto de N-acetilglucosamina (CsHisNOs) como de glucosamina (CsHisNOs)
segun R en la estructura quimica (Figura 6). E1 QS de bajo peso molecular es un polimero soluble
en agua con grupos amino cargados positivamente [Vauthier C. y Bouchemal K., 2009]. E1 QS es
sin duda uno de los polisacaridos mas ampliamente utilizados en tecnologia farmacéutica debido
a los grupos amino primarios alifaticos de su estructura. Estos grupos pueden reaccionar con
otros compuestos por medio de grupos éster, aldehido o carboxilo como, por ejemplo: ligandos,
cadenas poliméricas u otros compuestos capaces de ajustar la solubilidad del QS [Nicolas J. y
cols., 2013]. De igual manera, la carga positiva generada por estos grupos amino puede ser la
responsable de la generacion de fuerzas de interaccion atractivas con compuestos cargados
negativamente, como el PLGA [Li W. y cols., 2017]. Esta idea se ha aplicado a la producciéon de
particulas magnetopoliméricas: (FesOs/PLGA)/QS [Ibarra J. y cols., 2015; Li G. y cols., 2018] y (7~
Fe203/PLGA)/QS [Fernémdez—Alvarez F.y cols., 2021a; Fernandez-Alvarez F. y cols., 2021b].
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Figura 6. Estructura quimica del polisacarido QS. El QS esta formando por unidades de glucosamina

(CsH1sNOs) si R=H y si R=COCH3s también por unidades de N-acetilglucosamina (CsHisNOs).
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El QS presenta diferentes pesos moleculares que se agrupan en bajo, medio y alto peso
molecular (50kDa a 1000 kDa) y viscosidad variable (< 2000 mPaS). Estas propiedades dependen
en gran medida de la longitud de la cadena, de la densidad de carga y su distribucion y del grado
(entre 40% y 98%). Concretamente, si el QS presenta un grado de desacetilacion bajo (= 40%) este
es soluble en agua (pH < 9), mientras que si presenta un grado de desacetilacion mayor (> 85%)
es soluble en soluciones acuosas de hasta un pH = 6,5. De igual forma, la viscosidad del QS

también depende del grado de desacetilacién, y lo hace de forma proporcional.

Los nanosistemas basados en QS han demostrado presentar una capacidad de respuesta a
pH acidos [Arias J.L. y cols., 2011a; Taghavi S. y cols., 2017], dando lugar a una eficiente liberacion
de agentes terapéuticos. Por lo tanto, una funcionalizacion superficial con QS supone beneficios
adicionales a los ya aportados por el PLGA en cuanto a capacidades de liberacion sostenida de
farmacos [Chen H. y cols., 2009; Kashyap S. y cols., 2019; Lu B. y cols., 2019], puesto que a mayores
creard una barrera adicional para su difusion durante la liberacién [Duran-Lobato M. y cols., 2014;
Mansouri A. y cols., 2019]. Destacar que, incorporar QS a nanoestructuras con fines antitumorales
supone una estrategia de liberacion controlada de farmacos basada en la alta solubilidad del
polimero a valores de acidos de pH (valores de pH tumorales) [Arias J.L. y cols., 2011a; Taghavi
S.y cols., 2017].

Recientemente, el QS se ha propuesto como una alternativa interesante a las cadenas de PEG
como recubrimiento polimérico pensado para incrementar la vida media de circulacién de los
nanosistemas [Revia R.A. y cols., 2019]. La funcionalizacién de los nanosistemas con QS les
proporciona un recubrimiento hidroéfilo, biocompatible y propiedades stealth. Esta funcién tiene
como objetivo camuflar a los nanosistemas del SFM evitando su eliminaciéon prematura de la
circulacion sanguinea, lo que es lo mismo, aumentando su vida media en circulacién [Sarmento
B. y cols., 2011; Abouelmagd S.A. y cols., 2015; Chirio D. y cols., 2018]. Por otro lado, la carga
eléctrica superficial positiva proporcionada por el QS también podria estar relacionada con el
incremento de la vida media en circulacion sistémica ya que supone reducir o incluso inhibir la
formacion de corona de proteinas, minimizando y retrasando asi el proceso de opsonizacion para
evadir la fagocitosis [Aggarwal P. y cols., 2009; Ishak R.A. y cols., 2013; Chirio D. y cols., 2018;
Pustulka S.M. y cols., 2020]. Ademas, los nanosistemas cargados positivamente tienen el beneficio
de ser captados mas facilmente/favorablemente por las células diana [Tahara K. y cols., 2010; Yue
Z.G.y cols., 2011; Voon S.H. y cols., 2016; Babu A. y cols., 2017].

Por tanto, la incorporaciéon de QS al disefio de un nanosistema magnetopolimérico de

aplicacién en terapia anticancerigena queda debidamente justificada. La funcionalizaciéon con QS
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de la superficie del nanosistema p-FexOs/PLGA cargado con moléculas de farmaco puede
optimizar su biodistribuciéon y los efectos terapéuticos [M.M. Badran y cols., 2018; S. Caban-
Toktas y cols., 2020]. Como prueba de ello varios son los trabajos que describen una estructura
similar con el fin de mejorar la biodistribucién de los nanosistemas en el organismo [Cricchio V.

y cols., 2017; Shanavas y cols.,2017; Li G. y cols., 2018].

De igual forma que para obtener NPs de PLGA, para formular NPs de QS no se requiere una
reaccion previa de polimerizacion. Existen varias metodologias de sintesis de NPs poliméricas,
pero el método preferido cuando se emplean polimeros naturales como el QS es el proceso de
desolvatacion [Nicolas J. y cols., 2013]. Basicamente consiste en un proceso de precipitacion
mediado por un agente precipitante, en la mayoria de casos una sal: sulfato de sodio. El método
implica la adicién de la sal sulfato de sodio a una solucién acuosa de QS resultando en una
disminucion de la solubilidad del polisacarido lo que llevo rapidamente a su precipitaciéon como
un derivado poco soluble, es decir NPs de QS [Arias J.L. y cols., 2011a]. La base de este fenémeno
esta en las interacciones entre las moléculas de disolvente y las del agente precipitante (enlaces
intermoleculares que conducen a la coacervacién) [Berthold A. y cols., 1996; Nicolas J. y cols.,
2013]. La cantidad de sal requerida para la preparacion de las NPs de QS depende del peso
molecular del polimero y se controlé mediante la observacion de la turbidez de la solucion de QS
[Berthold A. y cols., 1996]. A diferencia de los otros métodos de sintesis de NPs de QS, este
proceso de desolvatacion evita el uso de disolventes organicos toxicos y glutaraldehido,
ampliamente utilizados en el resto de metodologias [Arias J.L. y cols., 2011a].A pesar de
emplearse como precipitante sulfato de sodio (iones sulfato), las NPs de QS obtenidas tras este
proceso de formulacion presentan carga eléctrica superficial positiva, lo que indica que solo parte
de los grupos amino se neutralizan durante la formacion de las NPs de QS [Berthold A. y cols.,

1996].

3.2. Formulacidon de nanosistemas
3.2.1. Niicleos magnéticos de maghemita

Los coloides magnéticos de éxido de hierro (y-Fe20s) se obtuvieron a partir de un proceso
de oxidacion, concretamente de la oxidacion de otro 6xido de hierro, la FesOs[Bee A. y cols., 1995],
que a su vez se preparo siguiendo un método denominado co-precipitacion quimica [Massart R.,

1981]. En definitiva, la formulacion de particulas de y-Fe20s es un proceso bifasico. Brevemente,
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el método co-precipitaciéon quimica comienza con la adiciéon simultdnea y rdpida de dos
soluciones de dos sales de hierro distintas: (a) 10 mL de una solucién de cloruro ferroso (FeClz) 2
M, en acido clorhidrico 2M y (b) 40 mL de una solucién de cloruro férrico (FeCls) 1 M, a una
tercera solucién de amoniaco 0.7 M (500 mL). Este proceso de mezclado se realizé a temperatura
ambiente y bajo agitaciéon mecanica (700 rpm; IKA® Eurostar 60 Digital Constant-Speed Mixer,
Alemania) durante 30 minutos. Pasado este tiempo de reaccion, las particulas de FesOsobtenidas
se limpiaron mediante separaciéon magnética de la solucion de amoniaco (iman de 0.4 T).
Posteriormente se re-dispersaron en una solucién de acido percldrico 2 M (250 mL) sometiéndose
asi a un tratamiento de 12 horas para favorecer su estabilizacién. Tras 12 horas de contacto
particulas — solucién 2M de acido percldrico, las particulas FesOs se volvieron a limpiar
(separacion magnética; 0.4 T), para seguidamente ser oxidadas a y-Fe2Os al ser re-dispersadas en
una solucién caliente (90°C) de nitrato férrico (Fe(NOs)s) 0.34 M (600 mL). Este proceso de
oxidacion se alargd hasta los 30 min, tras los cuales las NPs de y-Fe:0s se sometieron a ciclos
repetidos de centrifugacion (30 min a 8.500 rpm, Centrifuge 5804; Eppendorf Ibérica S.L.U.,
Espana) y de re-dispersion en agua bidestilada. Este proceso de limpieza se repiti6 hasta que la
conductividad del sobrenadante fuese < 10 puS/cm (Crison Microcm 2202 conductivity meter,

Hach Lange Spain S.L.U., Espafia). Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado (n = 3).

La incorporacion de moléculas de 4cido oleico sobre la superficie de las NP de 6xido de
hierro se ha descrito en la literatura como un procedimiento importante a la hora de modificar
las caracteristicas superficiales de las particulas, en este caso, de hidrdfilas a hidréfobas [Okassa
L.N.y cols., 2007; Matshaya T.J. y cols., 2014]. Esta transformacién superficial puede favorecer la
incorporacién de estas NPs magnéticas dentro de la matriz hidréfoba de PLGA durante la
formulacion de las particulas mixtas (y-Fe20s/PLGA; core/shell). Con este fin, se afiadieron, bajo
sonicacion (frecuencia de sonicacion: 42 kHz, potencia de salida: 100 W; bafio ultrasénico
Bransonic®, Branson Ultrasonics Corporation, EE. UU.), 3.5 mL de una soluciéon etanodlica de
acido oleico (1%, v/v)) aunos 14.25 mg de nticleos de dxido de hierro (relacion molar hierro: oleico
1:1.25) [Ibarra J. y cols., 2015]. La sonicacion continud durante 60 min. Finalmente, los nticleos de
y-Fe20s tratados con acido oleico se separaron magnéticamente de la solucion etanoélica (imdan de
0.4 T) y se sometieron a un par de ciclos de lavado con acetona (1 mL). Los experimentos se

llevaron a cabo por triplicado (n = 3).
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3.2.2. Nanoparticulas poliméricas de poli(D,L-lactida-co-glicolida)

La formulacién de las particulas puras de PLGA se basé en la técnica de nanoprecipitacion
con evaporacion del solvente, metodologia extensamente empleada en la preparacion de este tipo
de NPs poliméricas [Holgado M.A. y cols., 2011; Martin-Banderas L. y cols., 2014; El-Hammadi
M.M. y cols., 2017]. Concretamente, esta metodologia comienza con la disolucion de 19 mg del
polimero PLGA en 5 mL de fase organica (acetona) y la preparacién de 10 mL de una solucién
acuosa de acetato de polivinilo (PVA) al 1%, p/v. La reaccién comienza con la adicién de la fase
organica sobre la fase acuosa bajo sonicacién (Branson Sonifier 450, Emerson Electric Co., EE.
UU.). La micropunta del sonicador Branson se sumergid en la fase acuosa dejando 1 cm de
distancia con el fondo del vial de la muestra. Para minimizar la evaporacion del liquido en el
momento de la sonicacién, la abertura del vial se cubrié con papel de aluminio. Las condiciones
empleadas durante la sonicacion se fijaron en: modo pulsado, con un ciclo de 40%, output de 20%
y tiempo de sonicacion de 1 min; las cuales ademas de generar particulas dptimas, evitaron la
formacion de espuma y permitieron un adecuado control de la temperatura. Este tltimo punto
también se promovio al sumergir el vial que contiene la muestra en un bafio de hielo durante el
proceso de sonicacion. Finalmente, la acetona se evapord para obtener una dispersioén acuosa de
NPs de PLGA (rotavapor Biichi Rotavapor®, Biichi, Suiza), la cual se limpié mediante varios
ciclos repetidos de centrifugacion (30 min a 9.000 rpm; centrifuga Centrikon T-124, Kontron,
Francia) y re-dispersion en agua bidestilada, hasta que la conductividad del sobrenadante fue <

10 puS / em. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado (n = 3).

3.2.3. Nanoparticulas poliméricas de quitosano

Las particulas puras de QS se sintetizaron siguiendo el denominado método de
coacervacion, ampliamente utilizado en la formulacion de estas NPs poliméricas [Arias J.L. y
cols., 2010b; Arias J.L. y cols., 2011a; Unciti-Broceta J.D. y cols., 2015]. Inicialmente, 10.5 mg de QS
se disolvieron progresivamente, y bajo agitacion mecanica (1.000 rpm), en 25 ml de una solucién
acuosa de acido acético (2%, v/v) que contenia Kolliphor® P-188 al 1% (p/v). Una vez disuelto el
QS, se agregaron, gota a gota, 6.25 mL de una solucion de sulfato de sodio (Na250s4) al 20% (p/v)
(1.25 mL/min) bajo sonicacion (ciclo de 50%, output/salida de sonicacién de 20% y tiempo de
sonicacion de 15 min) dando lugar a la reaccidn por la cual se obtuvo una dispersion acuosa de
particulas de QS. Al igual que en el caso de las NPs puras de PLGA, las particulas puras de QS
también se sometieron a ciclos repetidos de centrifugacion (30 min a 9.500 rpm; centrifuga

Centrikon T-124, Kontron, Francia) y re-dispersion en agua bidestilada para su limpieza, hasta
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que la conductividad del sobrenadante fue <10 uS / cm. Los experimentos se llevaron a cabo por

triplicado (n = 3).

3.2.4. Nanoparticulas maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) (core/shell)

La formulaciéon de las particulas y-Fe:03/PLGA (core/shell) se basé en la técnica
anteriormente comentada para la sintesis de particulas de PLGA: nanoprecipitacion con
evaporacion del solvente [Holgado M.A. y cols., 2011; Martin-Banderas L. y cols., 2014; El-
Hammadi M.M. y cols., 2017]. Para la obtencién de NPs mixtas, los coloides y-Fe2Os, tanto los
hidrofilicos como los funcionalizados con acido oleico, se incorporaron en la fase acuosa y fase
orgdnica, respectivamente. La incorporacion de una fase sobre la otra se hace bajo sonicacion
(Branson Sonifier 450, Emerson Electric Co., EE. UU.) siguiendo la metodologia anteriormente
descrita en el apartado 3.2.2. “Nanoparticulas poliméricas de poli(D,L-lactida-co-glicolida)” para
la sintesis de NPs poliméricas puras de PLGA. Finalmente, la acetona se evapord para obtener
una dispersion acuosa de NPs de y-Fe20s/PLGA (rotavapor Biichi Rotavapor®, Biichi, Suiza), la
cual se limpi6 mediante varios ciclos de separacion magnética (iman de 0.4 T) y re-dispersion en

agua bidestilada, hasta que la conductividad del sobrenadante fue <10 uS/ cm.

Para determinar la influencia de las cantidades relativas de y-Fe:0s y PLGA sobre las
propiedades de las particulas mixtas y-Fe203/PLGA, el proceso de formulaciéon se repitié con
distintas proporciones y-Fe:0s3: PLGA (masa:masa): 2: 4, 3: 4, 4: 4, 4: 3, en el caso de emplear
coloides y-Fe:0s hidroéfilicos o, 1: 1, 1: 4, 2: 4, 3: 4, en caso de emplear coloides y-FexOs
fucionalizados con acido oleico. La valoracion de las condiciones dptimas de formulacion se basé
en comparar: tamafno medio de particula (nm), { (mV) y rendimiento de la sintesis (R, %). Los

experimentos se llevaron a cabo por triplicado (n = 3).

3.2.5.  Nanoparticulas  (maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida))/quitosano  ((core/shell)/shell):

Funcionalizacion con quitosano.

Los nanocompuestos (y-Fe20s/PLGA)/QS ((core/shell)/shel) se sintetizaron siguiendo el
método de coacervacion [Arias J.L. y cols., 2010b; Arias J.L. y cols., 2011a; Unciti-Broceta J.D. y
cols., 2015], siguiendo los mismos pasos descritos en el apartado 3.2.3. “Nanoparticulas
poliméricas de quitosano” de este mismo capitulo para la sintesis de NPs poliméricas puras. En
este caso, una vez disuelto el QS en la fase acuosa y previa agregacion de la solucion de Na25Os,

14 mg de NPs y-Fe:03/PLGA se incorporaron homogéneamente en esta fase bajo agitacion
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mecanica (700 rpm). Tras ese momento, se agregaron, gota a gota, los 6.25 mL de la solucién de
Naz50s al 20% (p/v) (1.25 mL/min) bajo las mismas condiciones de sonicacidon anteriormente
indicadas (apartado 3.2.3. “Nanoparticulas poliméricas de quitosano” de este mismo capitulo).
Finalmente, la dispersién acuosa obtenida de nanocompuestos (y-Fe203/PLGA)/QS se sometieron
a un proceso de limpieza mediante varios ciclos de separacién magnética (iman de 0.4 T) y re-
dispersion en agua bidestilada hasta que la conductividad del sobrenadante fue <10 uS/cm. Los

experimentos se llevaron a cabo por triplicado (n = 3).
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C4. Caracterizacion fisica, quimica y fisicoquimica

4.1. Optimizacion del método de formulacion de nanosistemas: tamafio de particula, carga

eléctrica superficial y rendimiento

La caracterizacion fisicoquimica de los nanosistemas (tamafio de particula (nm), carga
eléctrica superficial (¢; mV) y el valor del rendimiento (R, %) de la sintesis de nanosistemas tiene
como objetivo inicial, identificar la relacién de masa:masa (y-Fe20s : polimero) éptima capaz de
lograr el mejor recubrimiento de los nticleos magnéticos por la cubierta polimérica. Se busca un

tamarfio de particula y una carga superficial adecuados, y un alto valor de R (%).

La dispersion de la luz dinamica (DLS, Dynamic Light Scattering), también conocida como
espectroscopia de correlacion de fotones (PCS, Photon Correlation Spectroscopy), determina el
tamafio hidrodinamico de las particulas en la regién submicroénica. El diametro hidrodinamico
de una particula se determina por DLS en funcién de la velocidad de difusién de una esfera
hipotética que se difunde a la misma velocidad que la particula que se investiga dentro de un
fluido debido al movimiento browniano [Stetefeld J. y cols., 2016] (Figura 7), y se calcula a partir
del coeficiente de difusion traslacional (D) utilizando la ecuacién de Stokes-Einstein (Ec. 4)
[Pusey P.N., 1972]:

kT (4)
3nnDt

d(H) =

donde:
d(H) = didmetro hidrodindmico
Dr = coeficiente de difusion traslacional
k = constante de Boltzmann
T = temperatura absoluta del medio

1 = viscosidad del fluido

La constante k se indica como 1,380 x 102 kg-m?s2K [Stetefeld ]J. y cols., 2016]. El
coeficiente Dt estd relacionado con el tamafio hidrodinamico de las moléculas y se puede obtener
analizando las fluctuaciones de intensidad de la luz dispersada a causa del movimiento
browniano de las particulas en solucion [Stetefeld J. y cols., 2016]. Su valor no solo depende del
tamarfio del ntcleo de la particula, sino también de cualquier otra estructura superficial, asi como
de la concentracion y tipo de iones en el medio [Stetefeld J. y cols., 2016].

El sistema Zetasizer Nano-ZS brinda la capacidad de medir, entre otras caracteristicas, el
tamanio hidrodindmico por DLS y el indice de polidispersion (PdI). Concretamente, mide primero
el movimiento browniano de las particulas en una muestra para luego relacionarlo con el tamafio

empleando teorias establecidas. El movimiento browniano se puede definir como el movimiento
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aleatorio de las particulas en un medio liquido debido al bombardeo de las moléculas de liquido
que rodean las particulas. Brevemente, el Zetasizer Nano-ZS emite un haz de luz (laser) que
incide sobre una particula pequefia dispersando la luz en todas las direcciones. La velocidad a la
que fluctta la intensidad de la luz dispersada es analizada y depende del tamatio de particula.
Las particulas mas pequenas se mueven o difunden mas rapidamente que las particulas mas
grandes y por ello también hacen que la intensidad de la luz flucttie mas rapidamente (Figura 7).
Como las particulas estan en constante movimiento, determinando cuanto se mueven en un corto
intervalo de tiempo se puede calcular su tamano hidrodinamico (relacién velocidad de difusion
- tamarno). La relacién entre el tamafio hidrodinamico de una particula y su velocidad de difusién
debido al movimiento browniano se define en la ecuacion de Stokes-Einstein, anteriormente
definida.

El tamafio hidrodinamico puede indicarse de varias formas, pero la mas importante y estable
dada por la técnica de DLS es el didmetro promedio o “Z-Average” y consiste en un tamafo
medio armoénico ponderado por intensidad de la sefial de la luz dispersada dada por el Zetasizer
Nano-ZS. E1 PdI es una medida adimensional que refleja la anchura de la distribucién de tamafio
de particula con respecto al valor medio, y puede variar entre 0 y 1. Un PdI cercano a 0 (< 0,1)
indica que la muestra de particulas es monodispersa mientras que un Pdl en torno a 1 se
corresponde con una alta polidispersion. Las definiciones y calculos de estos parametros estan
definidos en el documento estandar ISO 22412:2017 [International Organization for
Standardization, 2017]. Esta norma ISO 22412:2017 es la encargada de especificar la aplicacion de
la técnica de DLS a la determinacion del tamafio hidrodindmico promedio de particula y
distribucion de tamafio de particulas dispersas en liquidos, principalmente de tamarfio

submicrométrico.

Particulas con un didmetro ] [ ] e o )
hidrodinamico pequefio
desplaza 5 -
lesplazandose
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. ) .
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Particulas con un didmetro . . . . .. .

hidrodinamico grande
desplazandose ® o
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v
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Figura 7. Representacion de como el didmetro hidrodinamico de una particula, medido por DLS

(Zetametro), influye en la velocidad de difusién de esta.
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La dispersion de luz es una excelente técnica para detectar agregados debido a su

sensibilidad a particulas mas grandes

La carga eléctrica neta presente en la superficie de una particula afecta a la interfase entre
esta particula y la region liquida circundante. Concretamente, la concentracién de contraiones,
esto es iones de carga opuesta a la de la superficie de la particula, aumenta cerca de la superficie
de la particula cuando esta se suspende en un liquido. El medio de la interfase se puede dividir
en dos regiones: una mas interna, o proxima a la superficie de la particula, denominada capa de
Stern y otra mas externa y difusa (Figura 8). La capa de Stern contiene iones fuertemente unidos a
la superficie de la particula mientras que en la segunda capa los iones estan débilmente unidos.
De esta forma se puede entender que existe una doble capa eléctrica alrededor de cada particula.
La capa difusa se subdivide en otras dos regiones separadas por un limite tedrico denominado
plano de deslizamiento (en inglés, Slipping plane). Dentro de este limite los iones y la particula
forman una entidad tan estable que cuando la particula se desplaza en el liquido estos iones se
mueven con ella. Por el contrario, cualquier ion fuera del limite tedrico permanecen en la posicion
inicial. Finalmente, el potencial que existe en este limite o plano de deslizamiento se conoce como

potencial zeta (C; mV) [Hunter R.J., 2001].
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Capa difusa
Slipping plane |
- + +
PR + +
/ + -
+ * +
y ik + -
‘ ' + \ I
+ + + |
L * “.
i L L : ;
/ +
+ + s !
- + 3
+
+ - - |
+ - _ |
Capa de Stern
> .
g &l .. Potencial zeta (¢)
~ N »
= \
Yy \
g N
E See
- + >

Distancia hasta la superficie
del nanosistema

Figura 8. Representacion de la doble capa eléctrica y determinacion del potencial zeta (¢). Reproducido

de [Hunter R.J., 2001].

El C estd relacionado con la estabilidad de un sistema coloidal (particulas dispersas en un
liquido), y determina si las particulas tienden o no a la floculacion, es decir, a agregar [Lopez-
Leén T. y cols., 2004]. Si estas particulas tienen un C neto alto, indistintamente de si es positivo o
negativo, estas tienen a repelerse entre si y la floculacién no estara favorecida. Por el contrario, si
el valor del C neto es bajo no se generan fuerzas de repulsiéon que eviten la tendencia a la
floculacién, por tanto, estas acabaran atrayéndose entre si. Como se expondra mas adelante en

esta memoria de tesis doctoral, uno de los factores mds importantes que afectan al  es el pH del
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medio. Un valor de C = 0 se asocia al punto isoeléctrico o pH isoeléctrico (pHiep), punto de pH
dentro de una curva C - pH donde el sistema coloidal es menos estable.

Aligual que el didmetro hidrodinamico, el C es un parametro que se puede determinar por
medio del sistema Zetasizer Nano-ZS. Se calcula determinando la movilidad electroforética
seguido de la aplicaciéon de la ecuacion de Henry. La movilidad electroforética es la velocidad de
una particula en el medio de suspension bajo la influencia de un campo eléctrico (se explica mas
adelante en este mismo capitulo), y se obtiene mediante una combinacién de técnicas:
electroforesis y técnica laser Doppler (LDV, Laser Doppler Velocimetry) [Delgado A.V. vy cols.,
2007]. La finalidad de ambas técnicas es medir la velocidad de las particulas en un liquido cuando
son expuestas a un campo eléctrico [Delgado A.V. y cols., 2007]. La aplicacidn de estas técnicas
se basa en que la existencia de cargas eléctricas en la superficie de las particulas hace que estas
presenten cierto comportamiento bajo la influencia de campos eléctricos, este comportamiento se
denomina efecto electrocinético. La electroforesis se clasifica dentro de este efecto electrocinético,
y se basa en el movimiento de la particula suspendida en un medio liquido [Hunter R.J., 2001].

La técnica de electroforesis supone aplicar un campo eléctrico a una suspension de particulas
en cuyo medio esta presente un electrolito. Las particulas cargadas son atraidas hacia el electrodo
de carga opuesta: particulas cargadas positivamente se desplazan hacia el catodo (electrodo
negativo) y las particulas cargadas negativamente se mueven hacia el anodo (electrodo positivo).
La velocidad del movimiento de las particulas hacia los distintos electrodos depende de una serie
de factores entre los que destacan la fuerza del campo eléctrico, la constante dieléctrica del medio,
la viscosidad del medio y el C. La viscosidad el medio es inversamente proporcional al
movimiento, es decir las fuerzas del medio que acttian sobre las particulas tienen a oponerse al
movimiento, pero cuando se alcanza un equilibrio las particulas se desplazan con una velocidad
constante. La velocidad de una particula en el medio de suspension bajo la influencia de un
campo eléctrico se denomina movilidad electroforética (u,; pm-cm/V-s). Se calcula siguiendo esta

ecuacion (Ec.5) [Bikerman J.J., 1940]:

)

CHRS

Hg =

donde:
4 =Movilidad electroforética
V =Velocidad de la particula

E = Fuerza del campo eléctrico
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Conociendo los valores de movilidad electroforética podemos obtener el C de la particula
aplicando la ecuacion de Henry (Ec.6) [Henry D.C., 1931; Lyklema J., 1995; Delgado A.V. y cols.,
2007]:

4y = 283—; x ¢ f(Ka) (6)

donde:
i, = Movilidad electroforética
C = Potencial zeta
&, =relacion permitividad eléctrica relativa/ constante dieléctrica del medio
€y = permitividad eléctrica de vacio
1 = viscosidad del medio

f (Ka) = Funcién Henry

Generalmente se utilizan dos valores como aproximaciones para la determinacién de f (Ka),
1,5 0 1,0, segtn el tamafio de las particulas [Delgado A.V. y cols., 2007]. La determinacién
electroforética del C de particulas de un tamafio mayor a 200 nm se realiza en medios acuosos y
con una concentracion de electrolito elevada (> 10°M). En este caso f (Ka) =1,5 y la ecuacion de
Henry pasa a denominarse aproximacion de Smoluchowski [Von Smoluchowski M, 1918]. Por el
contrario, para particulas mas pequenas dispersas en medios acuosos con una concentracion
moderada de electrolito el valor de f (Ka) tornara a 1,0. Se le conoce como aproximacion de
Hiickel [Hiickel E., 1924]. Las mediciones en disoluciones no acuosas también usan esta
aproximacion.

Finalmente, la técnica utilizada para medir la velocidad de las particulas a través de un
fluido en el experimento de electroforesis es la LDV [Malher E. y cols., 1982]. El haz de luz (1aser)
incide sobre la 6ptica para luego dispersarse en un angulo de 17°. La luz dispersada se combina
con el haz de referencia (parte del haz incidente) produciendo una sefal de intensidad fluctuante.
La tasa de fluctuacion de esta sefal es proporcional a la velocidad de las particulas en el medio

[Malher E. y cols., 1982]. Esta relaciéon viene marcada de la siguiente manera (Ec. 7):

Yo XV X (cos ¢ — cos 0) @)

ov =

donde 8v representa este cambio de fluctuacion, v, es la frecuencia del haz de luz incidente,
v es la velocidad de la particula, ¢ y 6 son los angulos definidos en la Figura 9.
Una vez determinada la movilidad electroforética se aplican la ecuacién de Henry teniendo

en cuanta las aproximaciones anteriormente citadas para obtener el C [Delgado A.V. y cols., 2007].
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Figura 9. Representacion de electroforesis y efecto Doppler sobre la luz dispersada por un nanosistema

(NS) en movimiento. Reproducido de [Malher E. y cols., 1982].

El rendimiento (%) de una sintesis de NPs es el siguiente factor a tener en cuenta, junto con
el tamafio de particula (nm) y carga eléctrica superficial (; mV), a la hora de decantarse por unas
condiciones u otras de formulaciéon de nanosistemas. Estudiando el valor de R (%) se puede

identificar la relacién masa:masa (y-Fe20s : polimero) que genere una cantidad adecuada de NPs.

4.1.1. Metodologia
4.1.1.1. Tamario

El tamafio medio (media + desviacion estandar, DE) y el PdI (media + DE) de las NPs en
dispersiones acuosas al 0.1% (p/ v) se caracterizaron mediante DLS (Zetasizer Nano-ZS, Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido). Las mediciones se realizaron previa sonicacién
de las muestras (frecuencia de sonicacion: 42 kHz, potencia de salida: 100 W; bafio ultrasénico
Bransonic®, Branson Ultrasonics Corporation, EE. UU.), a temperatura ambiente, pH = 6,

empleando un angulo de deteccidon de 60° y por triplicado.

4.1.1.2. Carga eléctrica superficial

El C (mV) de dispersiones acuosas de NPs (0.1%, p/v) se analiz6 mediante determinaciones
electrocinéticas empleando la electroforesis (Zetasizer Nano-ZS, Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, Reino Unido). Al igual que para la determinacion del tamafio, las medidas de C

se realizaron previa sonicacion de las muestras (frecuencia de sonicacién: 42 kHz, potencia de
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salida: 100 W; bafio ultrasénico Bransonic®, Branson Ultrasonics Corporation, EE. UU.), a

temperatura ambiente y por triplicado.

4.1.1.3. Rendimiento (%)

Todos los experimentos de sintesis de NPs se llevaron a cabo por triplicado (n = 3), y el
rendimiento de produccion de estas NPs (R, %) se determin¢ utilizando la siguiente ecuacién (Ec.

8):

cantidad de NPs otenidas (mg)

R(%)=< >><100 (8)

cantidad de material total (img) empleado en la sintesis de NPs

4.1.2. Resultados y discusion

Para poder analizar los resultados adecuadamente, se determinaron los valores de tamafio
de particula (nm) y C (mV) a pH natural (= 6) de particulas de y-Fe20s y de PLGA. El tamafio
medio (+ DE) de los nticleos de y-Fe:0s y de las NP de PLGA puras fue de 172 + 5 nm (9.1 + 3.2
nm TEM) y 260 + 10 nm, respectivamente (DLS). Los valores de y C (mV) a pH natural (= 6) de los
nucleos de y-Fe20s y de las NP de PLGA puras fue de 29.5 + 0.47 mV, para los nticleos no
funcionalizados, de 8.9 + 0.55 mV para los si funcionalizados, y de - 5.01 + 1.02 mV para las
particulas puras de PLGA (electroforesis).

Concretamente, se investigd la influencia de la relacion masa:masa (y-Fe2Os no
funcionalizada: PLGA) y (y-Fe:0s funcionalizada: PLGA) sobre el tamafo de particula (nm),
distribucion de tamafio (PdI) y C (mV) a pH natural (= 6) y R (%) (Tabla 3).
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Tabla 3. Influencia de la relacién masa:masa (y-Fe20sfuncionalizados y sin funcionalizar: PLGA) sobre
las caracteristicas de las NPs de y-Fe2O3/PLGA cuyos nticleos no han sido funcionalizados con acido oleico
(y-Fe20s sin funcionalizar/PLGA NPs) y de las NPs de y-Fe2Os/PLGA cuyos nucleos si han sido

funcionalizados con acido oleico (y-Fe:0s funcionalizados/PLGA NPs). Los valores se expresan como la

media + desviacién estandar (DE) de los resultados obtenidos por triplicado.

niesl:i(:a Tamarfio (nm) Pdl C (mV) R (%)
y-Fe20ssin funcionalizar/PLGA NPs

2:4 281.5+13.05 0.469 + 0.068 -17.0 £ 0.92 14.06

3:4 436.1+1.16 0.383 + 0.005 -18.8 £ 0.71 10.97

4:4 461.2 +14.42 0.486 + 0.008 -12.2+1.23 63.81

4:3 646.8 +13.58 0.585 +0.030 17.2+0.73 10.29
y-Fe20s funcionalizados/PLGA NPs

2:4 377.5+14.95 0.235 + 0.008 -12.7+0.17 74.53

3:4 270.7 + 3.51 0.165 +0.020 -10.5+0.06 63.76

4:4 263.9 +£2.37 0.125 + 0.004 -11.9+0.15 48.67

Emplear una relacion masa:masa 2: 4 (y-Fe20s sin funcionalizar: PLGA) se vio que favorecia
la obtenciéon de NPs y-Fe:0s sin funcionalizar/PLGA con las mejores caracteristicas
fisicoquimicas, es decir, tamafio y C con valores similares a los valores de tamafio y C de las NPs
de referencia (NPs puras de PLGA). Cabe sefialar que, aunque el R (%) para una relacién
masa:masa 4:4 (y-Fe20ssin funcionalizar: PLGA) es uno de los mas elevados, el tamafio medio de
particula es bastante alto. En consecuencia, la relacion masa:masa 4:4 (y-Fe20s sin funcionalizar:
PLGA) se sefiald6 como contraindicada para la formulacion de NPs de y-Fex0s sin
funcionalizar/PLGA. Curiosamente, en el caso de las NPs y-Fe20s funcionalizados/PLGA, utilizar
una relacién masa:masa 3:4 (y-Fe20sfuncionalizados: PLGA) favoreci6 la produccion de NPs con
las mejores caracteristicas fisicoquimicas: menor tamafio y PdI, buenos valores de Cy un R (%)
adecuado. De nuevo, los valores de tamafo y C de estas NPs fueron similares a los valores de
tamanio y C de las NPs de referencia (NPs puras de PLGA).

De acuerdo con estos resultados, se pudo concluir que las condiciones de formulacion que
proporcionaron mejores caracteristicas en cuanto a tamafio y propiedades eléctricas superficiales
de NPs fueron la funcionalizacion de los nticleos magnéticos de y-Fe2Osy el empleo de una
relacion masa:masa de 3: 4 (y-Fe:0s funcionalizados: PLGA). Por un lado, la relacion de masas

favoreci6 la formulacion de NPs y-Fe:0s /PLGA con tamafios mas pequefios y con adecuados
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valores de (, y, por otro lado, la funcionalizacién con acido oleico de los nicleos magnéticos
mejord el R (%). Este incremento en los valores de R (%) se debié a que el proceso de
funcionalizacion con acido oleico de los nticleos y-Fe20s convirtio la superficie hidrofila de estos
en una de naturaleza hidréfoba. Ntcleos de y-Fe2Os hidréfobos facilitaron la incorporacion de
estos en la matriz hidréfoba de PLGA [Ibarra J. y cols., 2015]. La naturaleza hidrofoba del
polimero PLGA limita la incorporacién en su matriz de elementos hidréfilos como lo son los
nucleos y-Fe20s sin funcionalizar [Okassa L.N. y cols., 2007]. En resumen, el recubrimiento con
acido oleico de los nticleos de y-Fe:0s mejora la afinidad de estos por la matriz de PLGA,
fenémeno que podria explicarse por la existencia de interacciones de naturaleza hidréfoba entre
estos dos materiales [Okassa L.N. y cols., 2007].

Finalmente, se comprobd que la funcionalizacién de las NPs y-Fe20Os /PLGA con QS no
aumentaba el tamafio final de los nanosistemas, siendo el tamafio de las particulas (y-Fe:0s
/PLGA) /QS (relacion masa:masa 4:3 y-Fe2Os /[PLGA: CS) de 325.8 + 8.5 nm (DLS), similar al de las
particulas de referencia (NPs de QS puras; 353.4 + 20.6 nm; DLS) y adecuado para la via de
administracion parenteral. Estos didmetros podrian favorecer la acumulacion de NPs en el sitio
diana, concretamente en las zonas tumorales (espacios de hasta 600 nm entre las células
endoteliales de la vasculatura) [Gaumet M. y cols., 2008; Reddy L.H. y cols., 2012]. Algunos
estudios han informado que particulas de hasta 400 nm pueden extravasarse en el tejido tumoral,
aprovechando el efecto EPR [Yuan F. y cols., 1995; Wang J. y cols., 2010; Schadlich A. y cols., 2011].
Por ejemplo, se ha descrito que particulas cargadas con CDDP con tamafios de entre 300 y 500
nm alcanzan la regién tumoral e inhiben el crecimiento de estas células tras su administracion
intravenosa [Kim J.-H y cols., 2008; Moreno D. y cols., 2010]. La formulacion de estas NPs (y-
Fe203 /PLGA) /QS reporto valores de R (%) =50 % y valores de C similares a los de referencia (23.3
* 0.4 mV para particulas (y-Fe203 /PLGA) /QS, y 23.5 + 5.01 mV para las NPs de QS puras). El
recubrimiento con QS sobre las particulas y-Fe2Os /PLGA otorga a esta estructura una carga
eléctrica superficial positiva y la propiedad stealth, cualidades que minimizan la eliminacion
prematura de las NPs (y-Fe203 /PLGA) /QS de la circulacion sistémica [Sarmento B.y cols., 2011;
Ishak R.A. y cols., 2013; Abouelmagd S.A. y cols., 2015; Chirio D. y cols., 2018] favoreciendo una
semivida plasmatica de eliminacion apropiada para alcanzar la region diana y proporcionar
concentraciones clinicamente relevantes del agente terapéutico vehiculizado en las NPs. Ademas,
estos valores positivos de ( pueden facilitar la internalizacién de las NPs (cargadas
positivamente) por células cancerosas cuyas membranas se encuentran cargadas negativamente

(interacciones electrostaticas). De esta forma se asegura una mayor interaccion entre el agente
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terapéutico y las dianas intracelulares [He C. y cols., 2010; Tahara K. y cols., 2010; Yue Z.G. y cols.,
2011; Ishak R.A. y cols., 2013; Liu X. y cols., 2013; Voon S.H. y cols., 2016; Babu A. y cols., 2017].

4.2, Estudio de la evolucidn de las propiedades eléctricas superficiales

En base a lo comentado en el apartado 4.1. “Optimizacién del método de formulacion de
nanosistemas: tamafio de particula, carga eléctrica superficial y rendimiento” de este mismo
capitulo sobre la doble capa eléctrica y (, se puede afirmar que el C de las NPs puede variar en
funcién de dos condiciones del medio de dispersion: la fuerza idnica, es decir, los electrolitos del
medio, y el pH por la influencia de las fuerzas electrostaticas [Davis B.D. y Cohn E.J., 1939]. La
variacion en el pH del medio regula la presencia de grupos quimicos ionizables (acidos y basicos)
en la superficie de las particulas, lo cual repercute en el valor del C de esas particulas [Mehrishi
J.N. y Thomson A.E., 1968]. Por ejemplo, una particula con C positivo en presencia de una
concentracion cada vez mas elevada de un acido (H*), tiende a adquirir una carga ain mas
positiva; mientras que si se agrega a esta suspension una base (OH-), la carga positiva o C positivo
de la particula se neutralizara o se invertira a valores negativos. De esta misma manera afecta a

la movilidad electroforética la concentracién de electrolitos en el medio.

4.2.1. Metodologia

El C (mV) de dispersiones acuosas de NPs (0.1%, p/v) se analizé mediante determinaciones
electrocinéticas empleando la electroforesis (Zetasizer Nano-ZS, Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, Reino Unido). Las medidas se realizaron a temperatura ambiente y por
triplicado.

La electroforesis es una técnica muy sensible a pequenas modificaciones en la superficie de
las particulas [Plaza R.C. y cols., 2002; Reddy L.H. y cols., 2012]. Por esta razon, se empled esta
técnica para caracterizar la evolucion de los valores de C de las NPs en funcién de dos condiciones
del medio de dispersion: la fuerza iénica, fijada con el electrolito KNOs[Arias ].L. y cols., 2001;
Arias J.L. y cols., 2006; Garcia-Garcia G. y cols., 2020], y del pH. Concretamente se estudiaron los
valores de C de las NPs en dispersiones (0.1% (p/v)) con distinta fuerza ionica (a un pH 6
constante), y, por otro lado, a distintos pHs (valores de 3 a 9), en presencia de una concentracién
constante de KNOs, 10?3 M. Las determinaciones se realizaron a temperatura ambiente (n=9) y
después de 24 h de contacto bajo agitacion mecdnica (200 rpm, agitador orbital universal Boeco

0S-10, Boeco, Hamburgo, Alemania).
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Esta técnica de electroforesis tiene como fin ultimo, evaluar cualitativamente la cubierta
polimérica sobre los ntucleos de y-FexOs y el recubrimiento de QS sobre las particulas y-
Fe20s/PLGA.

Dadas las diferentes propiedades electrocinéticas de los coloides y-Fe20s, de las particulas
basadas en PLGA [Pérez-Artacho B. y cols., 2012] y las particulas basadas en QS, el método de
electroforesis fue el elegido [Arias J.L. y cols., 2012] para confirmar cualitativamente la eficacia de
recubrimiento de PLGA y de CS alrededor de las particulas y-FexOs y y-FexOs/PLGA,
respectivamente. Ademas, este estudio tiene otro objetivo, determinar si las NPs son sensibles a

las condiciones del medio y como estés les afecta.

4.2.2. Resultados y discusion

El estudio se centr6 primero en el efecto del pH del medio sobre la carga eléctrica superficial
(valores C, mV) de las particulas en presencia de KNOs 103 M (Figura 10a). Los distintos tipos de
nanosistemas exhiben valores netos de C positivos o negativos segun el rango de pH del medio.
Los nucleos de y-FexOs presentaron un C neto positivo a pH acidos y finalmente mostraron un
pHiep a un pH = 7. El comportamiento de las particulas de PLGA fue bastante diferente, estos
tienen un C neto negativo para todo el rango de pH con la excepciéon de los pH <3.6 (pHiep = 3.6).

Las particulas de QS se caracterizaron por valores C positivos para todo el rango de pH.
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Figura 10. (a) Potencial zeta ({, mV) de las particulas de (o) y-Fe20s, (A) PLGA, (o) QS, (A) y-

Fe:03/PLGA y (m) (y-Fe203/PLGA)/QS en funcién del pH y en presencia de una concentraciéon molar

constante de KNOs (10 M). (b) Potencial zeta (C, mV) de las particulas de (@) y-Fe20s, (A) PLGA, (o) QS, (A)

y-Fe203/PLGA y (m) (y-Fe203/PLGA)/QS en funcién de la concentracion molar de KNOs, a un pH constante

(pH = 6). Todos los datos se presentan como valor medio + DE (n =9). Las lineas son una guia para el ojo.

En consecuencia, se observo un patrén similar en el perfil de NPs magnetopoliméricas

(exhiben valores de carga superficial intermedios): es la carga negativa la que permanece en todo
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el rango y solo a pH = 4.96 podria hipotetizarse un pHiep. La Figura 10a demostrd que la
tendencia de C-pH de las NPs y-Fe2Os/PLGA y las NPs (y-Fe203/PLGA)/QS estaba dominada por
la cubierta de PLGA y el recubrimiento con QS, respectivamente.

La carga superficial negativa (valores C negativos) de las particulas de y-Fe20s / PLGA puede
provenir de grupos acidos débilmente ionizados, probablemente grupos terminales carboxilicos
[Holgado M.A. y cols., 2009; Pérez-Artacho B. y cols., 2012]. La disminucién en los valores
absolutos de C a medida que el pH se vuelve mas acido se asoci6 a la neutralizacidn de las cargas
superficiales negativas del polimero por adsorcién de cantidades crecientes de H +. Por el
contrario, valores de C cada vez mas negativos pueden provenir del aumento de iones OH- en el
medio de dispersidn, lo que podria tender a favorecer una ganancia de H +.

Por el contrario, las particulas de (y-Fe20s/PLGA)/QS se caracterizaron por valores C
positivos para todo el rango de pH. Los grupos amino residuales de QS podrian ser responsables
de esta carga eléctrica positiva en la interfaz polimero-solucion [Arias J.L. y cols., 2012; Di Corato
R. y cols., 2018], a pesar del uso de SOZ~ como precipitante e independientemente de los grupos
negativos del tensoactivo Kolliphor® P-188 que podrian persistir en la superficie de particulas
incluso después de la limpieza. El aumento en los valores absolutos de C a medida que el pH se
vuelve mas acido se asocio al aumento de iones H +. Por el contrario, la disminucion en los valores
absolutos de C a medida que el pH se vuelve mas basico puede provenir del aumento de iones
OH- en el medio de dispersion, los cuales neutralizan las cargas superficiales positivas del

polimero.

Por otro lado, se determiné la carga eléctrica superficial (valores {, mV) de las distintas
particulas a fuerzas idnicas predeterminadas (concentraciones molares de KNOs) y a un pH fijo
de 6, es decir, al pH “natural” de la muestra (Figura 10b). De nuevo, las similitudes entre los
valores C de las particulas QS y (y-Fe20s/ PLGA)/QS, y diferencias entre los valores de las NP de
y-Fe203/ PLGA 'y (y-Fe20s/ PLGA)/QS se confirman bajo la influencia de la fuerza iénica (Figura
10b). Al igual que se ve en la Figura 10a, los valores de C de las particulas de PLGA y y-Fe2Os/
PLGA para todo el rango indicado de concentracion molar de KNOs son negativos (grupos
carboxilicos de PLGA [Holgado M.A. y cols., 2011; Pérez-Artacho B. y cols., 2012]), mientras que
los valores de C de las particulas de QS y (y-Fe20s/ PLGA)/QS para todo el rango indicado de
concentracion molar de KNOs son positivos (grupos amino residuales del QS [Arias J.L. y cols.,
2011a; Arias J.L. y cols., 2010a]).

Por ultimo, la disminucion de los valores absolutos de C descritos por las NP bajo la

influencia de altas concentraciones de KNOs (fuerzas idnicas elevadas) podria ser consecuencia
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del mecanismo clasico de compresiéon de la doble capa eléctrico [Lyklema J., 2002; Arias J.L. y
cols., 2010b]. De igual manera que en el caso de la Figura 10a, al observar la Figura 10b se puede
ver cdmo la tendencia de los valores de C frente a los valores de fuerza idnica de las particulas -
Fe203/PLGA y (y-Fe20s/ PLGA)/QS estaba dominada por la cubierta de PLGA y el recubrimiento
con QS, respectivamente.

Por tanto, la Figura 10a y 10b, demostraron que el recubrimiento de las particulas (y-
Fe20s/PLGA) por QS fue eficaz, lo que llevé a la obtencidon de una nanoestructura (core/shell)/shell
consecuencia probablemente de la existencia de interacciones atractivas entre las particulas y-
Fe203/PLGA con carga negativa y el QS con carga positiva [Chronopoulou L. y cols., 2013; Li W.
y cols., 2017]. Desde un punto de vista electrocinético, el nanosistema (y-Fe20O3s/ PLGA)/QS es

cualitativamente similar a las particulas de QS.

4.3. Técnicas microscopicas

Las técnicas microscopicas de caracterizacion de la materia se adentran donde las técnicas
de visualizacién Opticas tradicionales no pueden penetrar. La resolucion de las técnicas de
visualizacién 6pticas esta limitada por la longitud de onda de la luz, del haz de fotones, visible
(400 — 800 nm). Sin embargo, las técnicas de microscopia electronica emplean electrones altamente
acelerados y el haz tiene una longitud de onda de varios ordenes de magnitud menor [Sorrivas
de Lozano V. y cols., 2014]. Esto se basa en el principio de Huygens, el cual expone que, si el
objeto observado es menor que el valor de la longitud de onda de la luz empleada para su
visualizacion, ésta difractara alrededor del objeto. Por tanto, se necesita una radiaciéon con una
longitud de onda de menos de 400 nm para visualizar particulas nanométricas [Williams D.B. y
Carter C.B., 2009]. Las particulas, como por ejemplo los electrones, se pueden comportar también
como ondas segun la fisica cuantica (dualidad onda particula). La longitud de onda asociada a
los electrones viene indicada seguin la relacion de Broglie, y se relaciona con el momento lineal
del electron a partir de la constante de Plank. Por tanto, su longitud de onda estara controlada
por la diferencia de potencial con la que se aceleran [De Broglie L., 1925]. Al ser los electrones
particulas cargadas siguen la ley de Lorentz, por lo que es posible deflectarlos con campos
electromagnéticos, o lo que es lo mismo, construir lentes y, por ende, microscopios [Kittel C.,
2004; Petford-Long A.K. y Chapman J.M., 2005; Williams D.B. y Carter C.B., 2009].

El uso de microscopios electronicos de barrido y de transmisién, de microscopios de fuerzas
atomicas, microscopios dpticos avanzados y todas sus técnicas asociadas permiten la exploracion

del mundo nanométrico. Las que se desarrollaran en este capitulo son las siguientes: la
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microscopia electrénica de transmision de alta resolucion (HRTEM; High-resolution Transmission
electron microscopy), la microscopia electrénica de barrido-transmisién de campo oscuro anular de
alto angulo (HAADEF-STEM; High Angle Annular Dark Field Scanning transmission electron
microscopy), la microscopia electronica de barrido-transmisién de campo claro anular (ABF-
STEM; Annular Bright Field Scanning transmission electron microscopy) y la espectroscopia de

dispersion de energia de rayos X (EDX; Energy Dispersive X-ray Spectroscopy).

Laimagen en un microscopio TEM se obtiene de la siguiente manera: los electrones impactan
contra la muestra de interés y los electrones resultantes del impacto son recolectados para formar
una imagen TEM. En funcién del tipo de sefal detectada tras el impacto del haz se obtendra
diferente informacion. Si tras atravesar el haz la muestra se selecciona una parte del plano de
difraccién que incluye el haz de electrones directo, se obtiene una imagen llamada de campo
claro, donde las zonas en las que no hay muestra se visualizan mas claras. En este caso se obtienen
imagenes de la morfologia general de la muestra. Un caso particular de TEM son las imagenes de

alta resolucién (HRTEM) [Kittel C., 2004; Williams D.B. y Carter C.B., 2009].

En un SEM (Scanning electron microscopy), laimagen es obtenida cuando un haz de electrones
altamente enfocado de alta energia (100 V a 100 kV) se escanea sobre la superficie de la muestra
(barrido o escaneo de trama) [Goldstein J., 2012]. En funcion de la composicion de la muestra y la
topografia de la superficie de la muestra se genera un ntimero determinado de electrones
secundarios y/o electrones retrodispersados que emergen de la muestra tras ser irradiada [Kittel
C., 2004; Goldstein J., 2012]. Por un lado, los electrones secundarios al generarse cerca de la
superficie de la muestra van a informar sobre la estructura topografica de la muestra, mientras
que los electrones retrodispersados van a ofrecer informacion sobre la composiciéon de la muestra
puesto que se generan al chochar con los atomos que la componen [Seoane J.R. y Llobet X., 2011].
Son estos electrones los que son reconocidos por un detector de electrones para formar una
imagen basada en la ubicacién del haz [Kittel C., 2004]. Como resultado del empleo de electrones
secundarios y retrodispersados las imagenes SEM tienen apariencia tridimensional. El
microscopio SEM permite examinar y caracterizar superficies y materiales tanto organicos como
inorgénicos heterogéneos [Goldstein J., 2012].

Al contrario que en el TEM, donde el haz de electrones debe penetrar la muestra, en el SEM
se pueden examinar estructuras en sustratos solidos, pero generalmente el SEM tiene una
resolucion mas baja (1 nm) que la técnica TEM. La resolucion final (10 nm) es muy alta, pero es

un proceso lento porque los patrones deben dibujarse pixel por pixel [Kittel C., 2004].
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La técnica STEM combina los principios de las técnicas TEM y SEM. Concretamente, es un
TEM que utiliza bobinas electromagnéticas de barrido adicionales capaces de controlar el haz de
electrones [von Ardenne (1938); Williams D.B. y Carter C.B., 2009; Sorrivas de Lozano V. y cols.,
2014]. De esta forma un haz finamente enfocado se desplaza secuencialmente barriendo la
superficie de la muestra y formando pixel a pixel una imagen [Egerton R.F., 2009]. A diferencia
del SEM, que emplea electrones secundarios, este haz esta formado por electrones que si han
atravesado la muestra. En el microscopio STEM los detectores de electrones pueden ser de dos
tipos: detector de campo claro y detector de campo oscuro. El primero recoge los electrones que
no se han desviado al atravesar la muestra dando una imagen similar a la obtenida con un
microscopio TEM de campo claro. El detector anular recoge los electrones que si se han
dispersado, en un angulo elevado, al atravesar la muestra [Midgley P.A. y cols., 2002]. En funcién
del tipo de detector de electrones se habla de microscopia electrénica de barrido-transmision de
campo claro anular o ABF-STEM y microscopia electronica de barrido-transmision de campo
oscuro anular de alto angulo o HAADEF-STEM, respectivamente. La visualizacion de la muestra
con la técnica HAADF-STEM permite evaluar su tomografia. El contraste en una imagen ABEF-
STEM varia segtn el numero atémico (Z) de los elementos que forman la estructura de la muestra:
cuanto mas alto sea el valor de Z mayor sera el contraste [Midgley P.A. y cols., 2002].

Respecto a la técnica SEM, el STEM proporciona una mejor resolucion espacial. Aunque en
el caso de imagenes ABF-STEM la resolucion suele ser baja en comparacién con imagenes TEM,
se obtiene un mayor contraste [Williams D.B. y Carter C.B., 2009]. En el caso de imdagenes
HAADFEF-STEM, estas contienen menor ruido que si se obtuvieran por TEM [Williams D.B. y
Carter C.B., 2009]. Por todo esto, el uso de STEM esta indicado en aquellos casos en los que la

visualizacidn de contraste sea mds importante que la resolucion.

Finalmente, la microscopia electrénica analitica (AEM; Analytical Electron Microscopy)
consiste en una técnica microscopica encargada de recopilar datos espectroscopicos en el
microscopio electrénico de transmision con unos detectores determinados. Mediante la AEM se
leen senales generadas tras la interaccion de electrones con la muestra, las cuales se emplean para
identificar, cuantificar y mapear la distribuciéon de los elementos que constituyen una
determinada drea de la muestra a estudiar [Newbury D.E., 2005; Seoane J.R. y Llobet X., 2011].
Una de las principales técnicas AEM se basa en la deteccion de sefiales de rayos X, y se conoce
como EDX [Williams D.B. y Carter C.B., 2009]. Una de las ventajas de la técnica STEM frente a

otras técnicas convencionales es que permite el uso de sefiales variadas: desde electrones
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secundarios y/o electrones retrodispersados hasta rayos X caracteristicos. En STEM, la técnica
EDX detecta rayos X procedentes del bombardeo con electrones de la muestra y son
caracteristicos de la composicion elemental de esta [Newbury D.E., 2005; Seoane J.R. y Llobet X.,
2011]. Los rayos X se cuantifican y clasifican utilizando un detector EDX o espectrémetro EDX

[Williams D.B. y Carter C.B., 2009].

4.3.1. Metodologia

Las técnicas HRTEM, HAADF-STEM y ABF-STEM (microscopio Titan G2 60-300 FEI,
Thermofisher Scientific Inc., EE. UU.; voltaje de aceleracion de 300 kV) ayudaron a visualizar las
distintas nanoestructuras y a evaluar el completo recubrimiento de los ntcleos por las matrices
poliméricas. Brevemente, previa visualizacion, las dispersiones acuosas de NPs (0.1%, p/v) se
vertieron gota a gota sobre rejillas de cobre con pelicula de formvar/carbon y se secaron en un
horno de conveccién a una temperatura de 25.0 + 0.5 ° C (24 h; Digitronic, J.P. Selecta, S.A.,
Espana). El analisis elemental de las NPs se llev6 a cabo mediante EDX. Esta técnica se realizé
durante las observaciones via TEM utilizando un espectrémetro dispersivo de energia de rayos

X (Bruker Nano GmbH, Alemania).

4.3.2. Resultados y discusion

Las fotografias HRTEM, HAADF-STEM y ABF-STEM tomadas de las preparaciones de NPs
y-Fe203 /PLGA y (y-Fe203 /PLGA) /QS evidenciaron que los nticleos de éxido de hierro (y-Fe20s)
estaban embebidos en las matrices poliméricas (Figuras 11a-c y 12a-c), mientras que el mapeo del
elemento Fe mediante EDX sobre estas muestras de NPs demostrd la distribuciéon homogénea de
los nticleos y-Fe2Os dentro de la matriz polimérica de PLGA (asignacién del elemento O) y de QS
(asignacion del elemento N) (Figuras 11d-f y 12d-e). El elemento N tinicamente se identifico en
las muestras de (y-Fe2Os /PLGA) /QS (Figura 12e). Esto ultimo demostrd la presencia de QS
recubriendo uniformemente la nanoestructura y-Fe203 /PLGA. En la Figura 11g se representa el
espectro EDX realizado en un punto central de la particula y-Fe2Os /PLGA, este muestra los
elementos presentes en esta nanoplataforma: Fe, O y C. La cuantificacion de Fe mediante este
analisis confirma de nuevo la presencia de nticleos y-Fe20s dentro de la matriz polimérica. De
igual forma, las Figuras 12f y 12g muestran los espectros EDX tomados en distintos puntos de la
NP (y-Fe:0s /PLGA) /QS: el elemento Fe solo se detecté cuando el espectro EDX se tomo en la
zona central de las particulas (y-Fe20s /PLGA) /QS (Figura 12f), por el contrario, el elemento N

asociado a la funcionalizacion con QS se pudo detectar en cualquier region de la estructura de las
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particulas (Figura 12g). El elemento N tnicamente se cuantific en las muestras de (y-Fe:0s
/PLGA) /QS (Figura 12f y 12g). Estas observaciones EDX (mapeos elementales y espectros),
combinadas con datos de la caracterizacion electrocinética de las particulas (ver Figura 10),
confirmaron cualitativamente la formacion de las nanoestructuras y-Fe2O3 /PLGA nticleo / matriz
y (y-Fe203 /PLGA) /QS (nucleo / matriz) / recubrimiento. Finalmente, la aparicion de elementos
Cu y Si en el analisis EDX podria deberse al uso de rejillas de cobre en la caracterizaciéon ME
[Garcia-Garcia G. y cols., 2020] y la generacién de una fluorescencia secundaria por el detector de
fluorescencia (muestra de NP diluida) [Nasrazadani S. y Hassani S., 2016], respectivamente.

La agregacion de las particulas observada en las Figuras 11 y 12 se asocid con el método de
preparacion de las muestras por secado para las observaciones de microscopia electrénica [Arias
J.L.y cols., 2008a; Arias J.L. y cols., 2008c; Santos D.P. y cols., 2011; Garcia-Garcia G. y cols., 2020].
Este es un fendémeno descrito previamente para nanocompuestos magnéticos basados en QS
[Santos D.P. y cols., 2011; Arias J.L. y cols., 2012], se determind la imposibilidad de identificar la
forma de una tnica NP.

El tamano y la morfologia de las NPs y-Fe2Os /PLGA y (y-Fe203 /PLGA) /QS se confirmaron
mediante fotografias HRTEM y STEM (Figura 11a-c y 12a-c). Como puede comprobarse tras el
andlisis de los datos de microscopia electrénica y de DLS, los valores de tamafo de particula
obtenidos mediante DLS son generalmente mas altos que los que se muestran en las imagenes de
microscopia electronica. Esto es debido a la existencia de la doble capa eléctrica, involucrada en
este primer método de mediciéon (DLS) [Easo S.L. y Mohanan P.V., 2013]. Un ejemplo de ello, es
el tamano de los nticleos de 6xido de hierro: # 9 + 3 nm en las microfotografias de HRTEM, valores

mas pequenos de lo que realmente determina el DLS (172 + 5 nm).
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Figura 11. (a) HRTEM, (b) HAADEF-STEM, y (c) ABF-STEM de las particulas y-Fe2Os /PLGA; Analisis

o -1

EDX de los elementos (d) O, (d) Fe y (f) O y Fe en conjunto de la muestra. Longitud de barra: 100 nm (a, by
¢) y 500 nm (d, ey {). Las flechas en (a) sefialan a los nticleos de y-Fe20s3 dentro de la estructura polimérica.
Espectro EDX de la zona central de las NPs de y-Fe203 /PLGA (Insertada imagen HAADF-STEM; Longitud

de barra: 500 nm). Recuadro: estructura quimica de y-Fe203 y PLGA.
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Figura 12. (a) HRTEM, (b) HAADEF-STEM, y (c) ABF-STEM de las particulas (y-Fe:0s /PLGA) /QS;
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Analisis EDX de los elementos (d) Fe y (e) N de la muestra visualizada en (b y c). Longitud de barra: 100 nm
(a, b, ¢, d y e). Las flechas en (a) sefialan a los nticleos de y-Fe2Os dentro de la estructura polimérica. Espectros
EDX de: (f) zona central y (g) zona periférica de las NPs de (y-Fe20s3 /PLGA) /QS (Insertadas imagenes
HAADE-STEM; Longitud de barra: 100 nm). Recuadro: estructuras quimicas de y-Fe20s, PLGA y QS.
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4.4. Propiedades termodindamicas superficiales

Dentro de la termodinamica, la tension superficial se define como un fenémeno fisico-
quimico que tiene lugar en la interfase liquido-gas, liquido-sélido o liquido-liquido y que se
puede traducir como la energia necesaria para aumentar en una unidad el 4rea de una superficie.
En el interior de un liquido, cada molécula esta rodeada en todas direcciones de otras moléculas
y las fuerzas de atraccion que surgen entre ellas se anulan (moléculas con baja energia). Por el
contrario, las moléculas préximas a la interfase se encuentran menos rodeadas de otras moléculas
generandose una fuerza neta atractiva hacia el interior del liquido que hara que se forme una
barrera en la superficie del liquido. La tension superficial esta gobernada por fuerzas de adhesion
(Fa), que aparecen entre moléculas de una misma sustancia, y fuerzas de cohesion (Fc), presentes
entre moléculas de distinta naturaleza. Concretamente, el origen de la tensién superficial esta en
el desequilibrio entre estas dos fuerzas: Fc con las moléculas del seno del liquido y Fa con las
moléculas de la otra sustancia (gas, sélido u otro liquido).

Este fendmeno se puede parametrizar mediante la determinacion del dngulo de contacto (O,
grados), descrito por primera vez por Thomas Young en 1805 [Van Oss C.J., 2007]. Determinar el
angulo de contacto consiste en determinar el angulo que se forma entre una superficie sélida y la
tangente a la superficie liquida de una gota en el punto de contacto entre ambas sustancias. Al
depositar una gota de un liquido sobre una superficie solida esta gota adopta una determinada
forma en funcion de la relacidn entre las Fc del liquido y las Fa con el sdlido sobre el que se esta
depositando. Por lo tanto, esta relacion entre las diferentes fuerzas determina el valor del angulo
de contacto: si las Fa > Fc, el dangulo de contacto sera < 90°, mientras que si las Fa < Fc el angulo
de contacto sera > 90°.Un angulo de contacto < 90° indica que el liquido, por ejemplo agua, moja
al sélido que es hidrdfilo, mientras que un dangulo de contacto > 90° indica que el liquido no moja
al s6lido que por tanto es hidréfobo.

En definitiva, la determinacion del angulo de contacto mediante goteo revela informacion
sobre la energia de interaccién entre un liquido (L) y un soélido (S), como se detallara a
continuacion [Van Oss C.J., 2007].

Un parametro importante de este fendmeno fisico-quimico es el coeficiente de tension o
energia superficial de un material 7 (yi). Segun el modelo desarrollado por Van Oss [Van Oss C.J.,
1994; Van Oss C.J., 2007] la tension o energia superficial total de cualquier material i (y/°") es
igual a la suma de dos contribuciones denominadas componente Lifshitz-van der Waals (yi*V) y
componente acido-base (yi*P). Esta ultima esta relacionada con la componente aceptor de
electrones (ys*) y componente donante de electrones (y-) [Duran J.D.G. y cols., 1996; Arias J.L. y

cols., 2012; Garcia-Garcia G. y cols., 2020]. A continuacion, se indica tal relacion (Ec. 9):
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_ 9
v =y v =y + 2 vl ®)

La y{°T de un sélido (yd°T) y la de un liquido (y{°T) estén relacionadas con la tensién o
energia interfacial s6lido/liquido (yd°T) y, por ende, con sus componentes Lifshitz-van der Waals

(&) y 4cido-base (y&E) (Ec. 10):

YIOT =y i 8B =y + 2JV§V§ +2 J)@‘ i — 2JV§V[ -2 \/Vs_ Vit (10)

Estos valores se pueden relacionar con el angulo de contacto () existente entre el liquido y

el sélido, empleando la ecuacién de Young (Ec. 11) [Adamson A.W. y Gast A.P., 1997]:

(1+ cos @) yl°T = 2\/)/SLW)/LLW + 2\/)/;)/[ + ZJVs_YL+ (1)

Seguin esta ecuacion, las tres incognitas (y§V, y¢, y§) se determinan: primero midiendo y
segundo sustituyendo en el sistema resultante de tres ecuaciones, los valores de los angulos de
contacto (0) de tres liquidos diferentes. Los componentes y*Y, y y y[ para los tres liquidos tienen
valores ya conocidos [Van Oss C.J., 1994; Van Oss C.J., 2007].

TOT

Finalmente, la evolucién de la energia libre de la interaccion solido/liquido (AGgyg ) que viene

definida por la siguiente relacion (Ec. 12):

AGsis = —2vsi (12)

puede emplearse para comprobar la naturaleza hidrofila o hidréfoba del material estudiado
[Van Oss C.]., 2007].

Tras el andlisis de la literatura se puede concluir que la medicion del dngulo de contacto (6)
y la aplicacién del modelo de Van Oss son de gran utilidad en la caracterizacion de sistemas
coloidales y suspensiones [Garcia-Garcia G. y cols., 2020]. Concretamente, se podra evaluar la
naturaleza hidréfila o hidréfoba de un material y con ello analizar la composicion de la estructura

nanomeétrica estudiada.

4.4.1. Metodologin

Los angulos de contacto (6, grados) que forman las gotas de tres liquidos diferentes (= 5 uL):
agua, formamida y diyodometano, se midieron sobre superficies sdlidas, lisas y secas de NPs
(telegoniémetro Ramé-Hart 100-00, Ramé-Hart, Succasunna, Nueva Jersey, EE. UU.) a 25.0 + 0.1
°C (n =9). Las muestras se obtuvieron mediante la deposicién de dispersiones acuosas de los
distintos nanosistemas (= 10%, p/v) sobre portaobjetos de microscopio limpios y secos, y posterior

desecacion de los portaobjetos a 35.0 + 0.5 °C en una estufa de desecacion con circulaciéon forzada

70



C4. Caracterizacion fisica, quimica y fisicoquimica

de aire (Digitronic, J.P. Selecta S.A., Espana). La obtencién de superficies perfectamente
uniformes y lisas se consiguié mediante la deposicion en capas delgadas y uniformes de estas
dispersiones acuosas de particulas. Se comprobo que un total de 10 mL de estas dispersiones era
suficiente para conseguir una capa de material en la superficie del portaobjetos suficientemente
gruesa. Las imagenes de las gotas depositadas suavemente sobre las superficies de los
portaobjetos (micro-jeringa Gilmont, Gilmont, EE. UU.) se capturaron con una camara CCD
(Pixelink PL-A662, Canada) adaptada al telegoniémetro.

Una vez determinados los angulos de contacto (6, grados), estos datos se procesaron
siguiendo el anteriormente comentado modelo de Van Oss para obtener valores de las tres
componentes de la tensidn o energia superficial de los materiales (ys*V, vs*, v). Finalmente, los
resultados de la energia libre de la interaccion solido/liquido (AGgps) proporcionan una
caracterizacion termodinamica superficial exhaustiva de los diferentes materiales (naturaleza

hidrofilica/ hidrofdbica).

4.4.2. Resultados y discusion

Concretamente, el analisis de las componentes de la tension o energia superficial (ys) de las
particulas se utilizoé para verificar la naturaleza hidroéfila/hidréfoba de los materiales y verificar
el recubrimiento del acido oleico sobre los nticleos de y-Fez0s. El andlisis termodinamico arroja
ademas informacién sobre qué tipo de fuerzas estan involucradas en la formulacién de
nanocompuestos. Demostrar la hidrocompatibilidad (interacciones hidréfobas) entre los nticleos
y-Fe20s3y el PLGA es fundamental para confirmar la formulacion de las particulas y-Fe203 /PLGA,
base del nanosistema final ((y-Fe20s /PLGA) /QS) [Okassa L.N. y cols., 2005; Okassa L.N. y cols.,
2007].

Los valores de angulo de contacto (8, grados) de agua, formamida y diyodometano sobre
superficies solidas, lisas y secas de particulas y-Fe20s y y-Fe20s funcionalizadas (Figura 13b), los
valores de ys'W, yst, y- (Figura 13c) y los valores de AGsts (Figura 13d) sugirieron diferencias
significativas entre los distintos tipos de particulas a analizar. Valores negativos de AGsts se
asociaron con materiales hidrofobos, mientras que valores positivos de AGsts se asociaron con
materiales hidrofilos [Van Oss C.J., 2007; Arias J.L. y cols., 2008b]. De esta forma, y analizando la
Figura 13, se puede observar como las particulas de 6xido de hierro revierten su caracter hidrofilo
a hidréfobo al ser tratadas superficialmente con moléculas de acido oleico, justificando de esta

forma el tratamiento eficaz de los nticleos y-Fe20s con el acido oleico.
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Figura 13. (2) Imagen representativa de un angulo de contacto de agua sobre una superficie sélida, lisa
y seca de particulas de y-Fe2Os funcionalizadas; (b) Angulo de contacto (6, grados) de agua (gris claro),
formamida (negro) y diyodometano (rayas) sobre superficies sélidas, lisas y secas de particulas de y-Fe20s
y y-Fe20s funcionalizadas; (c) componentes de la tension o energia superficial ((ys"Ven negro, ys*a rayas, y-
en gris; mJ/m?) de estas particulas; y (d) energia libre de la interaccion sélido/liquido (AGsts, mJ/m?) y caracter

hidrofébico / hidrofilico de estas particulas.

4.5. Estructura y composicion quimica
4.5.1. Difractometria de rayos X

Junto con las determinaciones electroforéticas y las técnicas de microscopia electronica,
previamente comentadas en este capitulo, el estudio de los patrones de difraccién de rayos X
(difractometria de rayos X) es una técnica que va a permitir comprobar la composicion de la
nanoestructura, y por tanto confirmar la adecuada formulacién de esta. La estructura quimica de
las NPs magnéticas se considera un factor clave que define su caracter magnético [Di Marco M.y
cols., 2007; Reddy L.H. y cols., 2012; Andersen H.L. y cols., 2018], y es por ello por lo que estudiar
el grado de cristalinidad mineraldgico del material magnético es tan importante. Esta
caracteristica estructural se puede evaluar mediante la difractometria de rayos, gracias a la ley de
Bragg [Depeyrot J. y cols., 2002; Ling Y. y cols., 2014]. Cada material sélido tiene un patrén de

difraccion de rayos X tinico que permite su identificacion [Brittain H.G. y cols., 1991].
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Para entender la difractometria de rayos X hay que comprender el fenémeno de difraccion
en el cual se basa esta técnica. Cuando una onda (electromagnética) incide e interacciona con una
sustancia se produce el fenémeno de difraccion o dispersion de los rayos incidentes obteniéndose
los denominados patrones de difraccion [Faraldos M. y Goberna C., 2011]. La ley de Bragg es la
ley en la cual se basa la difraccién de rayos X. Brevemente, una onda de una determinada longitud
de onda (A) incide sobre una sustancia con un determinado grado de cristalinidad. El angulo con
el cual la onda incide (€ ) sobre los planos cristalinos de la sustancia puede variar y para un
determinado valor se puede producir un determinado fendmeno: el haz difractado tras incidir la
onda de rayos X en el plano o capa de atomos de la superficie (plano a) y el resto de haces
difractados tras su interaccion con el resto de planos o capas mas internas (planos b y c) estan en
fase, este efecto acumulativo provoca un reforzamiento de las ondas difractadas produciendo una
sefial de rayos X muy intensa [Skoog D.A y cols., 2018 ] (Figura 14). Esta sefial de rayos X es
detectada con el detector adecuado e indica el angulo al cual se produce la difraccion.

Los requisitos para que se dé el fendmeno de difracciéon de rayos X en una muestra son que
las capas de atomos estén separadas por una distancia con un valor similar al de la A del haz
incidente, y que los centros de dispersion o atomos con los cuales la radiacion interacciona estén
distribuidos de una forma regular [Skoog D.A y cols., 2018]. Por consiguiente, esto se cumple

cuando:

nA = 2d X sinf (13)

A =longitud de onda (n A = multiplo de la longitud de onda) del haz
d = distancia interplanar

6= angulo del haz incidente

La d esta relacionada con el parametro de red (a) y los indices de Miller (h, k, I) del plano

cristalino de la siguiente manera (Ec. 14) [Ling Y. y cols., 2014]:

d=—2 (14)

Los indices de Miller ayudan a identificar un sistema de planos cristalograficos [Faraldos M.
y Goberna C., 2011].

En resumen, los rayos X son reflejados por la sustancia cristalina y detectados por un
difractometro de rayos X unicamente cuando el angulo ¢ da lugar a una interferencia

constructiva y cumple la condiciéon antes vista (Ec. 15):

ni
sin 2d
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En el resto de casos, el angulo producira interferencias destructivas [Skoog D.A y cols., 2018].
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Figura 14. Proceso de difraccidn de rayos X sobre un material cristalino que si cumple la ley

de Bragg. Reproducido de Skoog D.A y cols., 2018.

En un difractometro de rayos X la senal de rayos X difractados son recepcionados por un
detector mientras se modifica angulo 6 y con ello, el angulo de difraccion. El resultado tras una
difractometria de rayos X consiste en diagramas o patrones de difracciéon de rayos X en donde la
intensidad de los rayos X difractados se indica en funcién del angulo 2 6 (angulo del haz incidente
+ angulo del haz difractado). En cada uno de los patrones se pueden apreciar los distintos picos
de los planos cristalinos que cumplen la ley de Bragg, es decir, los que producen difraccién, y se
relacionan con sus indices de Miller (h k1) [Faraldos M. y Goberna C., 2011].

Para que la ley de Bragg se cumpla en una estructura ctibica, como lo son los ntcleos de
oxido de hierro, estos deben cumplir una serie de requisitos en funcién del tipo de estructura
cristalina. En el caso de un material con estructura cubica centrada en cuerpo, la suma de los 3
indices de Miller (h,k,1) de cada plano tiene que ser igual a un nimero par, mientras que en el
caso de una estructura cubica centrada en caras, todos los indices de Miller para cada plano
tienen que ser todos pares o todos impares (cero es considerado par). Estas indicaciones permiten
distinguir entre los dos tipos de estructuras cristalinas de un material [Williams D.B. y Carter

C.B., 2009].

4.5.1.1. Metodologia

El grado de cristalinidad de las distintas particulas se evalu6 mediante difractometria de
rayos X (difractémetro Philips PW1710, Holanda), utilizando el método Debye-Scherrer
(radiacion Cu-Ka de A = 1.5405 A). Como ya se ha comentado, dado que cada material presenta
un patron de difraccion de rayos X tinico, esta técnica permite su identificacion [Brittain H.G. y

cols.,, 1991]. Brevemente, las muestras empleadas se obtuvieron por desecacién de las
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correspondientes dispersiones acuosas de las distintas NPs (masa = 0.5 g) a 35.0 £ 0.5 °C en una

estufa de desecacion con circulacion forzada de aire (Digitronic, J.P. Selecta S.A., Espafia).

4.5.1.2. Resultados y discusién

Los patrones de difraccion de rayos X de las particulas de y-Fe:0s, PLGA, QS y (y-Fe20s/
PLGA)/QS se representan en la Figura 15. El patrén obtenido para las particulas de y-Fe:0s
(Figura 15b) coincide con el recogido por la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales
(American Society for Testing and Materials, ASTM) para este mismo material (ASTM No. 24-81;
imagen insertada en la Figura 15a). De igual forma, los nanocompuestos (y-Fe:03/ PLGA)/QS
mostraron un patrén de difraccion de rayos X que coincidia con este modelo ASTM (Figura 15e).
Este resultado sugirié que, atin incluso después del recubrimiento por los polimeros PLGA y QS,
los ntcleos de y-Fe20s mantuvieron su pureza mineraldgica y su alta naturaleza cristalina. Estas
son propiedades responsables de una capacidad de respuesta magnética apropiada y un
comportamiento superparamagnético [Reddy L.H. y cols., 2012]. Los valores de 26 (grados) de
los nticleos y-Fe20s incorporados en la nanoestructura final, (y-Fe20s/ PLGA)/QS, fueron: 30.30 °,
35.64 °,43.66 °, 54.10 °, 57.36 ° y 63.04 °, los cuales pueden asignarse a los planos (22 0), (31 1), (4
00),(422),(511)y (44 0) de estos 6xidos de hierro, respectivamente [Depeyrot J. y cols., 2002;
Ling Y.y cols., 2014; Narimani-Sabegh S. y Noroozian E., 2019]. En base a la informacion indicada
anteriormente en este capitulo, se puede confirmar que los ntcleos y-FexOs incorporados en la
nanoestructura final presentan una estructura cubica centrada en caras.

Por otro lado, los difractogramas de PLGA y QS observados en la Figura 15c¢ y 15d coinciden
con los existentes en la literatura, lo que confirmo su correcta identificacién [Geng Y. y cols., 2008;
Zhang Q. y cols., 2019]. En estas Figura 15c y 15d se observaron picos no tan pronunciados para
las particulas de PLGA y QS a valores de 20 (grados) de 19.90 ° y 18.36 °, respectivamente. El
“pico” indicado en el difractograma del QS estaria indexado al plano (1 1 0), que es caracteristico
de la quitina cristalina [Raut A.V. y cols., 2016; Soltani S. y cols., 2016; Zhang Q. y cols., 2019].
Estos picos menos pronunciados se integraron en el difractograma de rayos X de los
nanocompuestos (y-Fe20Os/ PLGA)/QS, probablemente muestra de la eficiencia del procedimiento
de preparacion de esta nanoestructura (y-Fe203/ PLGA)/QS.

Por tanto, observando la Figura 15e se puede determinar como la aparicion de los distintos
picos representativos de los patrones de y-Fe:0s, PLGA y QS en los nanosistemas finales, (-
Fe203/PLGA)/QS, confirman la incorporacion de los nticleos de y-Fe20s en la matriz polimérica
de PLGA recubierta por QS, y la exhibicién de sus propiedades cristalinas tras el proceso de

sintesis de los compuestos magnetopoliméricos.
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Figura 15. (7) Patrén de la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (ASTM) para y-Fe20s.
Difractogramas de rayos X de las particulas de (b) y-Fe20s, (c) PLGA, (d) QSy (e) (y-Fe203/PLGA)/QS. La

intensidad estd expresada en unidades arbitrarias (u.a.).
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4.5.2. Espectroscopia de infrarrojos por Transformada de Fourier

La composicion quimica de una estructura se puede caracterizar mediante espectroscopia
de infrarrojos por Transformada de Fourier (FTIR) [Boyd R.N. y Morrison R.T., 1998]. Al igual
que la electroforesis, la caracterizacion quimica de estas estructuras nanométricas por FTIR puede
suponer de ayuda para evaluar cualitativamente la eficacia de la formulacion de los distintos
nanosistemas ya que de esta manera se puede identificar la estructura de cada material, por
medio de bandas de infrarrojos (IR) significativas.

Laregion IR del espectro electromagnético comprende radiacién con longitudes de onda que
van desde los 0.78 a los 1000 um, y con nimero de onda entre 12800 y 10 cm-. El espectro IR se
puede dividir en tres regiones diferentes segin estos parametros: infrarrojo cercano, medio y
lejano [Skoog D.A y cols., 2018]. Las mediciones FTIR se realizan en la region media del espectro
de IR (2.5 - 50 pm; 4000 — 200 cm™) [Carr G.L. y Williams G.P., 1997; Kowalskaa J. y Gajdab M.,
2012; Skoog D.A y cols., 2018]. La radiaciéon IR en la técnica FTIR va a hacer que los grupos
moleculares de un compuesto se exciten y comiencen a vibrar de una determinada manera como
respuesta a esta interaccién con la radiacion IR. La absorcion de la luz IR genera cambios en las
vibraciones de una molécula, concretamente en los enlaces de los grupos moleculares [Carr G.L.
y Williams G.P., 1997; Boyd R.N. y Morrison R.T., 1998; Kowalskaa ]J. y Gajdab M., 2012]. Las
vibraciones de los enlaces moleculares pueden clasificarse en vibraciones de estiramiento o
tension y vibraciones de flexién [Boyd R.N. y Morrison R.T., 1998; Skoog D.A y cols., 2018].
Cuando se dan vibraciones de estiramiento o tension la distancia interatomica a lo largo del eje
del enlace entre dos dtomos se ve alterada, mientras que cuando se dan vibraciones de flexion es
el angulo entre los enlaces el que sufre la modificacién. Las vibraciones de tensién pueden ser
simétricas o asimétricas, y las vibraciones de flexion se pueden clasificar a su vez en cuatro tipos
diferentes: de balanceo en el plano, tijereteo en el plano, aleteo fuera del plano y torsion fuera del

plano (Figura 16) [Skoog D.A y cols., 2018].
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Figura 16. Clasificacion de las vibraciones de los enlaces moleculares. El simbolo (+) indica que el
movimiento del enlace tiene lugar desde el plano indicado en la pagina hacia fuera de la pagina, mientras
que el simbolo (-) indica que el movimiento se realiza desde el plano indicado en la pagina hacia “dentro”

de la pagina. Reproducido de Skoog D.A y cols., 2018.

El espectrémetro de transformada de Fourier es el instrumento mas frecuentemente
empleado en la actualidad para la medicion de la absorcion en el IR y la obtencion de espectros
IR. En un espectro IR cada banda de absorcion corresponde a un grupo de atomos determinado,
esto es porque cada enlace molecular absorbe luz de una frecuencia de onda determinada y esto
es lo que se refleja en un espectro IR [Boyd R.N. y Morrison R.T., 1998]. La frecuencia de onda a
la que absorbe un determinado grupo funcional, denominadas frecuencias de grupo, se puede
calcular a partir de las masas de los atomos y de la constante de fuerza del enlace entre ellos
[Skoog D.A y cols., 2018]. Por tanto, se pueden identificar compuestos a partir de la visualizacion

y analisis de un espectro IR. Primero se debe identificar a los grupos funcionales que podrian
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presentarse en la region de frecuencias de grupo en el espectro del compuesto problema (3600
cm! - 1250 cm? aproximadamente), para luego comparar esta informacién con la ofrecida por un
espectro de referencia [Skoog D.A y cols., 2018]. Durante este proceso es importante prestar
especial atencidn a una zona del espectro denominada huella dactilar, comprendida entre 1200
cm? y 600 cm?, puesto que pequefios cambios en la estructura molecular se reflejan en
modificaciones importantes en las bandas (distribucién y/o intensidad) presentes en esta region
de huella dactilar (tinica para toda especie molecular). Aunque la mayoria de las frecuencias de
grupo se encuentran entre los 3600 cm y 1250 cm™ como se ha indicado anteriormente, algunas
aparecen en la regién de huella dactilar. Huellas dactilares practicamente idénticas entre
compuestos sefialan una similitud entre ellos [Matthaus C. y cols., 2008; Miller L.M. y Dumas P.,
2010; Colagar A. H. y cols., 2011; Skoog D.A y cols., 2018]. Finalmente, a pesar de esta informacidn,
la interpretacion de un espectro IR es bastante complicada, puesto que algunas bandas asociadas
a determinados enlaces o grupos moleculares pueden verse enmascaradas por bandas de enlaces

o grupos moleculares diferentes [Boyd R.N. y Morrison R.T., 1998].

4.5.2.1. Metodologia

La composicion quimica de las NPs se caracterizé mediante FTIR (espectrémetro FT/IR-6200,
JASCO, Easton, MD, EE. UU.; resolucion de 0,25 cm™) y la identificacién de bandas significativas
de estas particulas y comparacién con datos publicados. Brevemente, y de la misma manera que
las muestras utilizadas en la difractometria de rayos X, estas se obtuvieron también por medio de
la desecacidn de las correspondientes dispersiones acuosas de las distintas NPs a 35.0 £ 0.5 °C en
una estufa de desecaciéon con circulacién forzada de aire (Digitronic, J.P. Selecta S.A., Espafia) y
posterior mezcla con bromuro de potasio en polvo (1 g de NPs secas por 100 mg de bromuro de

potasio). Luego, la mezcla se prensé a 15000 kPa para obtener un disco transparente.

4.5.2.2. Resultados y discusién

Los espectros de IR de las NPs mixtas y-Fe2Os/PLGA y (y-Fe2Os/PLGA)/QS, y de las
particulas puras de y-Fe20s, PLGA y QS se recogen en la Figura 17. Todas las bandas
caracteristicas de los de los 6xidos de hierro (Figura 17a), y polimeros PLGA (Figura 17b) y QS
(Figura 17c) estaban presentes en los espectros de las particulas magnetopoliméricas de y-
Fe203/PLGA (Figura 17d) y (y-Fe2Os3/PLGA)/QS (Figura 17e), respectivamente. Estos datos

demostraron que la cubierta polimérica observada alrededor de los nticleos magnéticos se
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correspondia bien con las capas de PLGA y PLGA mas QS en los nticleos de y-Fe20s,segun fuesen
NPs de y-Fe20s/PLGA o (y-Fe2Os/PLGA)/QS.

Los grupos quimicos identificados en el espectro de las NPs finales de (y-Fe203/PLGA)/QS
se indican en la Figura 17e y fueron : (A) vibraciones de estiramiento de enlaces N -Hy O - H
(superpuestas = 3400 cm™) [Xie D. y cols., 2010; Wang Y. y cols., 2013; Martin-Banderas L. y cols.,
2014]; (B) vibracion de estiramiento del enlace C — H de los grupos -CH, -CH2 y —CHs (= 2850 cm
1) [Xie D. y cols., 2010; Wang Y. y cols., 2013; Badran M.M. y cols.,2018]; (C) vibraciéon de
estiramiento del enlace C = O de un acido carboxilico (= 1750 cm™), probablemente asociado al
PLGA [Martin-Banderas L. y cols., 2014; Amin M.K. y cols., 2019; Haider M. y cols., 2020]; (D)
vibracién de estiramiento del enlace C = O de un grupo amida (= 1630 cm™), presumiblemente
asociado al revestimiento de QS [Wang Y. y cols., 2013; Montha W. y cols., 2016; Badran M.M. y
cols.,2018]; (E) vibracién de flexién asimétrica de CH:z (a 1450 cm!y 1380 cm™?) [Wang Y. y cols.,
2013; Badran M.M. y cols.,2018; Amin M.K. y cols., 2019], y vibracion de flexion del enlace O - H,
probablemente del grupo carboxilico del PLGA (= 1420 cm-!) [Pérez-Artacho B. y cols., 2012]; (F)
vibraciéon de estiramiento del enlace C — O de un grupo -OH (= 1280 cm™) [Thakur C.K. y cols.,
2016]; (G) vibracion de estiramiento del enlace C — O del grupo carboxilico en PLGA (= 1160 cm-
1) [Pérez-Artacho B. y cols., 2012; Thakur C.K. y cols., 2016]; (H) vibracién de estiramiento del
enlace C - O - Casociado al PLGA (= 1130 cm'y 1080 cm) [Pérez-Artacho B. y cols., 2012; Badran
M.M. y cols.,2018; Gao P. y cols., 2018]; (I) banda de vibracion caracteristica de los alcanos (= 890
cm?) [Silverstein RM., 1998]; (J) vibracion de balanceo de C-H caracteristico de los —CH de
cadenas largas (= 800 cm™?) [Pérez-Artacho B. y cols., 2012; Silverstein R.M., 1998]; y (K) vibracién
del enlace Fe-O caracteristico de las particulas 6xido de hierro (= 560 cm™) [Pérez-Artacho B. y
cols., 2012; Lyon, R.J.P., 1967; Idris, M.L. y cols., 2019].

Las bandas caracteristicas de los distintos materiales: y-Fe2Os, PLGA y QS, identificadas en
el espectro de los nanocompuestos finales, (y-Fe203/PLGA)/QS, muestran una menor intensidad
(valores de transmitancia bajos,%) debido a la pequefia cantidad relativa de estos materiales
usados en la formulacidn final de las particulas (y-Fe203/PLGA)/QS.

Tras el analisis del espectro de los nanocompuestos (y-Fe203/PLGA)/QS, se puede declarar
que los ntcleos de y-Fe20s forman parte de una estructura mixta constituida ademas por los
polimeros PLGA y QS. De nuevo, se confirma la eficacia de la metodologia de sintesis de

particulas magnetopoliméricas.
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Figura 17. Espectros de infrarrojos por Transformada de Fourier de las particulas (a) y-Fe20s; (b) PLGA;
(c) QS; (d) y-Fe20s/PLGA; y (e) (y-Fe20s/PLGA)/QS.
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4.6. Propiedades magnéticas

Como se indica en el capitulo 3 “Formulaciéon de nanosistemas” las propiedades magnéticas
de la y-Fe20s y de las nanoestructuras basadas en nticleos de este 6xido de hierro se definen por
la dependencia de la magnetizacién o induccién magnética (M) del campo magnético aplicado
(H) [Reddy L.H. y cols., 2012]. Cuando un material es expuesto a un campo magnético H, este
responde produciendo un campo conocido como imanaciéon o magnetizacion (M), y esto es lo que
se representa en una curva de magnetizacién o curva de histéresis, también denominado ciclo de
histéresis [Sears F.W. y cols., 2004]. La caracterizacién del ciclo de histéresis de NPs magnéticas y
magnetopoliméricas se usa ampliamente para definir su caracter magnético, es decir su capacidad
de respuesta ante un campo magnético externo [Reddy L.H. y cols., 2012]. Definir su naturaleza
magnética es importante de cara a evitar la agregacion de las NPs en el paso posterior a la llegada
de estas a la region diana. Para ello se busca que las NPs magnéticas cumplan una serie de
requisitos, entre ellos presentar una magnetizacion remanente nula o despreciable (M: = 0),
requisito caracteristico de particulas superparamagnéticas. Los materiales superparamagnéticos
poseen un ciclo de histéresis estrecho y, como consecuencia, una M:= 0 [Duran, J. D. y cols., 2008;
Reddy L.H. y cols., 2012].

Cuando una muestra de material magnético se somete a un campo H este se magnetiza hasta
la saturacion (Ms). Cuando H se reduce a cero (Ho), se pueden dar varias situaciones segtn el tipo
de material magnético sometido a H (Figura 18). En el caso de una particula ferrimagnética o
ferromagnética una reduccion en H implica una magnetizacion remanente y un campo coercitivo
que reduzca la magnetizacion a cero, este comportamiento se llama histéresis [Sears F.W. y cols.,
2004]. Por el contrario, una particula superparamagnética se caracteriza por la ausencia de
remanencia y campo coercitivo [Reddy L.H. y cols., 2012]. De esta forma, en el ciclo de histéresis
de un material superparamagnético se verd una relaciéon entre la M y el H indiferente tanto
cuando H esta aumentando que cuando esta disminuyendo, es decir, el ciclo de histéresis se
mostrara practicamente inexistente. La magnetizacion y desmagnetizaciéon de un material que
presenta histéresis implica una disipacién de energia, y la temperatura del material aumenta
durante este proceso. De esta forma someter a un material superparamagnético a un campo H
implica una pequena cantidad de energia disipada y un aumento minimo de la temperatura
[Sears E.W. y cols., 2004].

Finalmente, el analisis de una curva de una curva de magnetizacion o curva de histéresis de
un material superparamagnético, no solo va a generar el valor de Ms, sino que también se puede
obtener la susceptibilidad magnética inicial (xi). Concretamente, es la derivada de la imanacion o

magnetizacion M respecto al campo H (capitulo 3 “Formulacién de nanosistemas”).
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Figura 18. Representacion del ciclo de histéresis de un material ferrimagnético o ferromagnético que

tras la disminucién de H a 0 este permanece fuertemente magnetizado. Insertado: la representacion grafica

de un ciclo de histéresis practicamente nulo. Reproducido de Sears F.W. y cols., 2004.

4.6.1. Metodologin

Las propiedades magnéticas de las particulas y-Fe2Os/PLGA y (y-Fe20s/PLGA)/QS se
caracterizaron cuantitativamente analizando el ciclo de histéresis. Esta determinacion se realizd
bajo la influencia de un campo magnético de -4.000 a 4.000 kA/m (magnetometro Manics DSM-8,
Toulouse, Francia) a 25.0 £ 0.5 C.

Ademas, la respuesta a un campo magnético de una dispersion acuosa de NPs magnéticas
0.1% (p/v) se estudid cualitativamente. Por un lado, estas dispersiones de NPs, contenidas en un
vial de vidrio, se colocaron cerca de un iman de 0.4 T y se esper6 por su comportamiento ante
este campo magnético. Por otro lado, el comportamiento de las dispersiones de NPs también se
analiz6é mediante la visualizacién con microscopio 6ptico bajo la exposicién a un iman de 0.4 T
(microscopio Olympus BX40F4, Olympus Optical Co.Ltd., Japon). Brevemente, se utilizé una
micropipeta (10 - 100 puL) para depositar suavemente una gota (= 10 uL) de la dispersion acuosa

de NPs sobre un portaobjetos de vidrio de microscopio. El iman de 0.4T se situ6 a una distancia
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de 3 cm del centro de la gota, y luego se capturaron fotografias con una cdmara en t = 5 s. Estos
son experimentos in vitro ampliamente utilizados para evaluar la capacidad de respuesta
magnética de un nanosistema, como se definié previamente en la literatura [Arias J.L. y cols.,

2008b; Reddy L.H. y cols., 2012; Garcia-Garcia G. y cols., 2020].

4.6.2. Resultados y discusion

Los ciclos de histéresis de las NPs de naturaleza magnética, y-Fe20s, y-Fe203/PLGA y (y-
Fe203/PLGA)/QS, representados en la Figura 19, caracterizaron la capacidad de respuesta de estas

particulas a un campo magnético.
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Figura 19. Ciclos de histéresis de las particulas y-Fe20s y los nanocompuestos de y-Fe2Os/PLGA y (y-
Fe203/PLGA)/QS.

Estas particulas exhibieron un adecuado caracter magnético, y esto se deduce analizando las
ramas del campo magnético ascendentes y descendentes del ciclo, las cuales fueron apenas
perceptibles con la sensibilidad del instrumento utilizado/ comparten el mismo camino siendo
casi indistinguible. A partir de las porciones lineales de las curvas (campo bajo) se calcularon los
valores de la susceptibilidad inicial para y-Fe:0s, y-Fe2Os/PLGA y (y-Fe20s/PLGA)/QS (Tabla 5),

y la magnetizacion de saturacion para estos tres coloides (Tabla 5).
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Tabla 5. Propiedades magnéticas de las particulas y-Fe20s y los nanocompuestos de y-Fe20s/PLGA y
(y-Fe205/PLGA)/QS.

Particula magnética Susceptibilidad inicial (xi) Magnetizacion de saturacién
(m?/ Kg) (Am?/Kg)

y-Fex0s (0.218 + 0.034) x 102 15.86+0.77

y-Fe203/PLGA (0.102 +0.013) x 10 7.18+0.59

(y-Fe20s/PLGA)/QS (0.071 +0.009) x 10 4.98 + 041

De acuerdo con estos datos, se pudo concluir que no existe ciclo de histéresis en ninguno de
los tres casos, como se esperaba, dado el caracter superparamagnético de los nticleos de y-Fe20s.
El comportamiento magnético de las particulas y-Fe2O3/PLGA y (y-Fe203/PLGA)/QS fue bastante
similar al de los nucleos de y-Fe:0s, excepto que la capa de PLGA y el recubrimiento de QS
redujeron ligeramente la magnetizacion de las muestras de NPs mixtas core/shell y
(core/shell)/shell. Esto podria ser la consecuencia, a igual masa de muestra analizada, de la menor
cantidad de ntcleos y-Fex0s contenidos dentro de las NPs mixtas de y-Fe20s/PLGA y (y-
Fex03/PLGA)/QS en comparacion con la muestra de particulas puras del éxido de hierro y-Fe2Os.
Ademas, y en consecuencia con pruebas anteriores, se confirma la presencia inalterada de estos
nucleos de y-Fe20s en los nanocompuestos mixtos de y-Fe2O3/PLGA y (y-Fe:0s/PLGA)/QS. Las
propiedades magnéticas de y-Fe:0s no se ven alteradas una vez recubiertas por los polimeros

PLGA y QS.

El adecuado comportamiento magnético de las estructuras mixtas (y-Fe2O3/PLGA y (y-
Fe2Os/PLGA)/QS) se confirmé cualitativamente mediante la observacién visual del
comportamiento de los coloides bajo su exposicién a un iman permanente (Figura 20a y Figura
20b, respectivamente): la atraccion magnética completa de las NPs de y-FexOs/PLGA y (y-
Fe203/PLGA)/QS hacia el iman de 0.4 T se produjo en 120 s en ambos casos, dejando el
sobrenadante completamente transparente. Ademas, de forma complementaria, la respuesta
magnética de las NPs se evalud cualitativamente también mediante la visualizacién con
microscopio dptico de los coloides de nuevo bajo su exposicion a un iman permanente (Figura
21ay Figura 21b, respectivamente). Concretamente, en las Figura 21a y Figura 21b, se pueden ver
varios campos visuales de un microscopio éptico (aumento 20 x) en las cuales se ve como las
dispersiones acuosas de NPs y-Fe:03/PLGA y (y-Fe203/PLGA)/QS) inicialmente homogéneas
cambiaron notablemente produciéndose la formacién de agregados en forma de cadenas
paralelas a las lineas de campo magnético (iman de 0.4 T mdvil). Por lo tanto, se puede ver
claramente como varia la direccion del vector de magnetizacion (direccion de las cadenas) cuando

cambia la posicién del iman de 0.4 T. Esto podria resultar de la notable contribucién de la
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interacciéon magnética sobre las interacciones coloidales DLVO (por ejemplo, interacciones

electroestaticas tipo Van der Waals y de hidratacion o interacciones acido-base).

()

(b)

} =05 Tl t=10s t=30s t=120s

Figura 20. Visualizacion macroscépica de dispersiones de particulas (a) y-Fe2O3/PLGA (0.1%, p/v) y (b)
(y-Fe203/PLGA)/QS) (0.1%, p/v) expuestas a la influencia de un iman permanente de 0.4 T. El iman se ubicé

pegado a la superficie plana lateral derecha del vial de vidrio.
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AL
i

Figura 21. Microfotografias (aumento de 20 x) de dispersiones de particulas (a) y-Fe2Os/PLGA (0.1%,
p/v) y (b) (y-Fe203/PLGA)/QS) (0.1%, p/v) expuestas a la influencia de un campo magnético iman de (0.4 T)

dirigido en la direccién de las flecha.

Finalmente, se pudo concluir que los nanocompuestos magnetopoliméticos, y-Fe:0s/PLGA
y (y-Fe20s/PLGA)/QS), debido a su estructura base de 6xido de hierro (y-Fe:0s), poseen un
adecuado comportamiento magnético capaz de dirigirlos a sitios concretos del organismo
mediante la aplicacién de un campo magnético externo. Sin embargo, se deben realizar
experimentos in vivo para definir correctamente si esta capacidad de respuesta magnética podria

favorecer la acumulacion de las particulas finales de (y-Fe20s/PLGA)/QS) en una region diana.
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5.1. Introduccion

El tamafio de particula, el PdI y el C de las particulas son parametros considerados de
referencia para caracterizar una particula y su estabilidad dentro de un sistema coloidal [Kumari
A.y cols., 2010; Reddy L.H. y cols., 2012]. Como se ha comentado anteriormente en el capitulo 4
“Caracterizacion fisica, quimica y fisicoquimica”, el C determina la tendencia de las particulas a
la agregacion. Esta agregacion se puede analizar mediante la técnica de DLS previamente
comentada basandose en el estudio de la evolucion del tamario de particula con el tiempo [Lopez-
Leon T. y cols., 2005; Reddy L.H. y cols., 2012].

Brevemente, los valores de C de las particulas determinan el tipo de fuerzas atractivas
(interacciones dipolo-dipolo de van der Waals) y de fuerzas repulsivas (interacciones estéricas y
electrostaticas) que actian entre las particulas, y su equilibrio. De este equilibrio entre ambos
tipos de fuerzas depende el fenémeno de agregacion [Ortega-Vinuesa J.L. y cols., 1996; Romero-
Cano M.S. y cols., 2001]. Por tanto, determinar los valores del C mediante electroforesis, también
comentada previamente, permite relacionar este pardmetro con la estabilidad coloidal del sistema
[Ortega-Vinuesa, J. L. y cols., 2001]. De esta forma, la ausencia de sedimentacién o agregacion,
cambios de tamafio y de propiedades eléctricas superficiales son indicadores de una buena

estabilidad de una suspensién de NPs [Bouchemal K. y cols., 2006].

5.2. Evaluacion de la estabilidad coloidal
5.2.1. Metodologia

La estabilidad coloidal de dispersiones acuosas de NPs y-Fe20s/PLGA (1 mg/mL, pH 6) y de
(y-Fe203/PLGA)/QS (1 mg/mL, pH 6) se puso a prueba durante un periodo de tiempo
relativamente corto y bajo condiciones de almacenamiento en frio (4.0 £ 0.5 °C). Se midi¢ la
evolucion del tamafio de particula, el Pdl y el C de las particulas en funcion del tiempo. Las
determinaciones se realizaron por triplicado y a 25.0 + 0.5 °C (Zetasizer Nano-ZS, Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido). Por cada tiempo de muestreo se tomd una nueva
muestra, y tras su medida, se descarté del ensayo.

Por otro lado, la interacciéon de los nanocompuestos finales (y-Fe20s/PLGA)/QS con las
proteinas del suero humano, y por tanto, la posible formacion de corona de proteinas, se analizo
in vitro, siguiendo una metodologia previamente detallada en la literatura [Almalik A. y cols.,
2017; Krauss LR. y cols., 2020]. Para ello, se incubaron 70 pL de la dispersiéon del nanosistema (9.5
mg/mL) en 5 mL de PBS (concentracion final de 130 g/mL de PBS) conteniendo 34 o0 54 mg/mL de

albumina de suero bovino (BSA) durante 40 min a 37.0 £ 0.5 C. A continuacion, las NPs fueron
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retiradas del medio magnéticamente (iman de 0.4 T) y se re-dispersaron en agua (0.1%, p/v).
Finalmente se determind el tamano de particula y el Pdl mediante DLS (Zetasizer Nano-ZS,

Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido).

5.2.2. Resultados y discusion

Los resultados del ensayo de estabilidad se recopilan en la Tabla 6 (NPs y-Fe203/PLGA) y en
la Tabla 7 (NPs (y-Fe20s/PLGA)/QS). Se muestran valores de tamafo, Pdl y C para cada uno de
los tiempos de muestreo (dias) y para cada una de los nanosistemas. En vista de la ausencia de
cambios relevantes en estos valores, se podria postular que la técnica de formulacion de cada una
de las NPs mixtas genera unos sistemas estables nada propensos a cambios en sus caracteristicas
fisicoquimicas tras un mes de almacenamiento en frio (4.0 £ 0.5 °C). Concretamente, no se observd
agregacion de ninguno de los dos tipos de NPs estudiadas y-Fe2Os/PLGA y (y-Fe20s/PLGA)/QS),
y las determinaciones por DLS no indicaron ningtin cambio apreciable en el tamafio de particula
y en la carga eléctrica superficial de los nanocompuestos y-Fe203/PLGA y (y-Fe20s/PLGA)/QS
después de 1 mes de almacenamiento a 4.0 + 0.5 °C en agua. Los valores de PdlI para las particulas
(y-Fe203/PLGA)/QS fueron de 0.5 durante todo el ensayo, cifras muy similares a las descritas
previamente para NPs poliméricas de PLGA funcionalizadas con QS [Sanna V. y cols., 2012; Tong
G.-F. y cols, 2017; Gao P. y cols., 2018]. Estos datos de PdI se consideran aceptables y
caracteristicos de dispersiones de NP relativamente homogéneas [Avadi M.R. y cols., 2010;
Tzeyung A.S. y cols., 2019].

Tras la puesta en contacto de NPs (y-Fe203/PLGA)/QS con distintas concentraciones de BSA,
no se observaron efectos significativos sobre su tamafio. Concretamente, se obtuvieron tamafios
de entorno a los 340 nm con un PdI de 0,335. Este cambio insignificante en el tamafio sugiere una
minima interaccién con la proteina posiblemente debido a la naturaleza hidrofila del QS. De
nuevo, los resultados determinan como un recubrimiento con QS podria minimizar la formacion
de la corona proteica y, por tanto, la agregacion de NPs [Aggarwal P.y cols., 2009; Pustulka S.M.
y cols., 2020].
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Tabla 6. Evolucién del tamafo (nm), indice de polidispersién (PdI) y potencial zeta (C, mV) de las
particulas y-Fe203/PLGA en funcién del tiempo (dias). La dispersién acuosa de NP (1 mg/mL, pH 6) se

almacen6a4.0+0.5°C.

Tiempo(dias) Tamafio (nm) PdI ¢ (mV)
0 325.8+8.5 0.367 +0.007 23.3+04
1 325.8+10.5 0.439 +0.070 16.9+0.8
3 332.3+11.3 0.358 £ 0.049 32.8+0.7
5 336.3+2.4 0.335+£0.043 20.1+04
7 330.2+3.9 0.360 £ 0.047 23.5+04
10 3339 +6.4 0.302 £ 0.029 24.0+0.7
14 316.7£13.0 0.291 £ 0.043 124+2.6
18 322.6 £8.4 0.317 £ 0.006 224 +0.7

22 3379 +4.2 0.360 + 0.004 259 +0.6
30 323.8 £30.2 0.377 £ 0.084 259+0.6
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Tabla 7. Evolucién del tamafio (nm), indice de polidispersion (PdI) y potencial zeta (C, mV) de las
particulas (y-Fe203s/PLGA)/QS en funcién del tiempo (dias). La dispersién acuosa de NP (1 mg/mL, pH 6) se

almacen6a4.0+0.5°C.

Tiempo(dias) Tamafio (nm) PdI ¢ (mV)
0 299.3+4.2 0.200 + 0.xxx -89+0.6
1 2984 +2.7 0.176 = -7.3+03
3 304.3+54 0.186 + -72+0.5
5 316.5+6.9 0.226 + -94+0.2
7 314.6 £6.9 0.194 = -8.8+£0.3
10 320.3+£5.2 0.229 = -12.7+0.3
14 307.5+4.5 0.200 = -12.3+0.7
18 307.8+7.9 0.294 + -11.1+04
22 311+£6.8 0.202 = -13.4+0.6
30 3089 +5.3 0.235 + -12.8+0.2
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Biocompatibilidad y toxicidad de los
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C6. Biocompatibilidad y toxicidad de los nanosistemas

6.1. Introduccion

Las estructuras nanomeétricas poseen propiedades y aplicaciones interesantes debido a sus
propiedades fisicoquimicas tnicas. A su vez, estas también son responsables de la aparicion del
término “nanotoxicologia” en 2004 [Santamaria A., 2012]. Se refiere al analisis de las interacciones
perjudiciales de estas estructuras nanométricas con el medio que las rodea. Concretamente, la
nanotoxicologia evaltia interacciones que impliquen un riesgo para el medio ambiente y la salud
de los organismos vivos [Sutariya V.B. y Pathak Y., 2014]. La investigacion nanotoxicoldgica sobre
los efectos de las nanoestructuras en la salud comprende valorar la exposicion dérmica y por
inhalacién, la ingestion de nanomateriales en los alimentos, el uso de nanomateriales en
dispositivos médicos y como agentes terapéuticos y de diagnostico [Santamarina A., 2012;
Sutariya V.B. y Pathak Y., 2014].

La eficacia de la aplicacién de un sistema nanométrico como agente terapéutico, de
diagndstico o teranostico depende de su toxicidad in vivo [Dash B.C. y cols. 2010]. El tamario, el
area superficial, carga eléctrica superficial (C), composicion y forma de las nanoestructuras son
algunos de los puntos claves cuando se habla de nanotoxicidad, por ello, una adecuada
caracterizacion fisicoquimica de los sistemas nanométricos es esencial [Alexis F. y cols., 2008;
Dash B.C. y cols. 2010]. El tamafio de una particula influye en la estabilidad in vitro de esta y en
el proceso ADME (Absorcion, Distribucién, Metabolismo y Excrecidn) in vivo, ademas de alterar
la captacion celular. Debido a su pequefio tamafo, las NPs cuentan con una relacidon area
superficial exponencialmente alta, y es por ello que una particula de unos 20 nm tiende a ser mas
reactiva con el medio bioldgico que le rodea que una particula con un didmetro 10 veces mayor.
Ademas, esta relaciéon superficial también puede conducir a la generacidn de especies reactivas
de oxigeno (Reactive oxigen species, ROS). La carga eléctrica superficial determina la cinética de las
particulas y determina la interaccion celular. De la misma manera, la composicion de las
particulas, concretamente los recubrimientos y funcionalizaciones, también determinan la
cinética, biodistribucion e interaccion celular. La forma de las particulas también es un punto
relevante en nanotoxicidad, una forma esférica presenta una relacién de aspecto mas baja que por
ejemplo una particula en espiral o fibras. Una alta relacion de aspecto aumenta las probabilidades
de provocar efectos nocivos in vivo [Powers K.W. y cols., 2012; Sutariya V.B. y Pathak Y., 2014].
Aunque hasta la fecha ninguna nanoestructura empleada en biomedicina ha mostrado evidencias
de elevada toxicidad, todo nanomaterial con potencial aplicacion en esta area debe ser sometido
a estudio [Aguilar Z.P., 2013].

La metodologia experimental implicada concierne pruebas in vitro, como ensayos

predictivos o de screening de los posibles efectos adversos de las particulas en el organismo, y
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estudios in vivo [Reinek J. (ed.), 2012; Aguilar Z.P., 2013]. Concretamente, son habituales los
analisis de hemotoxicidad o hemocompatibilidad y de citotoxicidad [Mayer A. y cols., 2009; Dash
B.C.y cols. 2010; Love S.A. y cols., 2012], seguidos de un estudio de la toxicidad in vivo que sera
definitivo para evaluar la eficacia de una nanoestructura como agente terapéutico, de diagndstico
o teranostico. De esta forma se estd estudiando el efecto toxico de las particulas a distintos niveles:
molecular, celular y en tejidos u érganos [Sutariya V.B. y Pathak Y., 2014]. El principal mecanismo
de toxicidad a nivel molecular es la induccién de estrés oxidativo debido a la formacién de
radicales libres [Lanone S. y Boczkowski J., 2006]. Este estado de estrés oxidativo favorecera una
regulacion positiva de algunos factores de la inflamacion, que puede inducir o aumentar este
proceso de inflamacién [Lanone S. y Boczkowski J., 2006]. Ademas, también puede afectar a
organos del SFM como el higado o el bazo y a érganos con un elevado flujo sanguineo como los
rifiones o los pulmones. Por otro lado, otros resultados de la interaccion de las particulas con el
medio que las rodea son la hemdlisis, o destruccién de los eritrocitos, y trombosis, o formacién
de un coagulo en un vaso sanguineo (arteria o vena). Otro fenémeno, la opsonizacion, por el cual
una particula extrafa para el organismo es recubierta por proteinas formando una corona
proteica, favorece la captacion de la particula por los macrofagos y la eliminacidn de esta de la
sangre por el SFM [Owens D.E. 3rd y Peppas N.A., 2006]. Sin embargo, también existen estudios
que demuestran que la corona proteica podria actuar como una capa estabilizadora de la particula
en sangre y como un método para favorecer la interaccion con las células tumorales [Tenzer S. y
cols., 2013; Caracciolo G. y cols., 2014]. A nivel celular, las particulas pueden provocar dafios a
nivel mitocondrial, dafios en el ADN nuclear y despolarizaciéon de membranas celulares, junto
con dafio estructural. La interaccion con la mitocondria y nticleo va a desencadenar la aparicion
de ROS que daran lugar a la apoptosis celular. Finalmente, el efecto toxicoldgico también se puede
visualizar a nivel tisular, algunos ejemplos son los siguientes: inflamacion pulmonar que deriva
en proliferacién celular, fibrosis y formacién de tumores, formacion y aparicién de coagulos
sanguineos, dafio de hepatocitos, acumulacién de plaquetas en la microvasculatura de tejidos

hepaticos y alteraciones en el tejido endotelial de esta microvasculatura.

6.2. Hemocompatibilidad

La administracién parenteral de NPs conlleva el estudio de la interaccién de estas particulas
con los componentes de la sangre como los eritrocitos, las plaquetas y componentes del sistema
del complemento, y el estudio del proceso de coagulacion. [Dash B.C. y cols. 2010; Love S.A. y

cols., 2012]. El contacto de las NPs con estos componentes puede provocar efectos adversos, como,
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por ejemplo, la activacion del sistema plaquetario y del complemento, junto con la lisis de los
eritrocitos [Dash B.C. y cols. 2010; Reddy L.H. y cols., 2012]. El desencadenamiento de estos
procesos puede dar lugar a una serie de consecuencias como la produccion de anafilatoxinas,
complicaciones tromboticas y una crisis hemolitica, que a su vez pueden activar el sistema
inmunologico, y provocar dafio renal y anemia [Fucharoen S. y Viprakasit V., 2009; Dash B.C. y
cols. 2010]. La lisis de eritrocitos o hemolisis se traduce en hemoglobina libre que sera medida
por medio de técnicas espectrofotométricas. La hemoglobina se libera del eritrocito cuando su
membrana se ve dafiada o en casos extremos de toxicidad como la necrosis celular [Love S.A. y
cols., 2012]. Las plaquetas estan involucradas en el proceso de activacion plaquetaria y el receptor
P-selectina se expresa en la superficie de las plaquetas cuando se inicia este proceso. Mientras no
haya razén para que el organismo inicie la activacion plaquetaria, la P-selectina se encuentra
inmovilizada en los granulos alfa de las plaquetas [Panés J. y cols., 1999]. Tras el proceso de
activacion plaquetaria, la P-selectina se libera de la superficie y permanece libre en el plasma
sanguineo [Tedder T.F. y cols., 1995]. A la forma soluble libre en plasma se le denomina sP-
selectina y es la forma del receptor medido en los estudios de toxicidad asociados a la activaciéon
plaquetaria. El sistema del complemento es un componente esencial del proceso de inflamacion
en el organismo y en la cascada de activacion esta implicado el componente C3 de este sistema.
El componente C3 es activado y fragmentado, el péptido C3a-desArg es producto de esta escision
y promueve la inflamacién. Este péptido se toma como marcador referencia de la activacion del
sistema del complemento [Dash B.C. y cols., 2010]. El proceso de coagulacion de la sangre in vitro
necesita la recalcificacion del plasma, y esto ocurre cuando se agrega CaCl: a la muestra para
iniciar la formacion de fibrina, esto es el coagulo de fibrina. El tiempo de recalcificacion,
parametro importante en el estudio del proceso de coagulacidn, es el que transcurre desde la
adicién del CaClzhasta la formacion de la primera hebra de fibrina [Dash B.C. y cols., 2010; Mufioz

de Escalona M. y cols., 2016].

6.2.1. Metodologia

Las consecuencias que la interaccion de un sistema nanométrico con los componentes
sanguineos podria acarrear sobre los eritrocitos, el proceso de coagulacion o el sistema del
complemento, son aspectos a estudiar. La metodologia que se siguid para este estudio ha sido
detallada previamente en la literatura y se ha descrito como apropiada en la evaluacién de
formulaciones farmacéuticas nanométricas [Dash B.C. y cols., 2010; Mufioz de Escalona M. y cols.,
2016; El-Hammadi M.M. y cols., 2017]. Los efectos estudiados fueron: hemdlisis, activacion

plaquetaria, activacion del sistema del complemento y tiempo de recalcificacion plasmatica.
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Brevemente, las muestras de sangre, tomadas de tres adultos sanos (22, 26 y 43 afos), se vertieron
en matraces que contenian acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (antes de los ensayos:
hemolisis y activacion plaquetaria) o NaH2 (C:HsO (COO)s) (antes de los experimentos: activacion
del complemento y tiempo de coagulaciéon del plasma). Se empled un tipo u otro de sustancia
segun el efecto a estudiar: EDTA para los ensayos en los que se pretendia observar hemdlisis y
activacion plaquetaria, es decir la liberacién de sP-selectina; o NaH2 (CsHsO (COO)s) para los
estudios de activacion del complemento y de tiempo de recalcificacion plasmatica o coagulacién
plasmatica. Las distintas particulas (y-Fe20s, PLGA, QS, y-Fe203/PLGA y (y-Fe20s/PLGA)/QS)) se
mantuvieron en contacto con las muestras biologicas para evaluar su impacto sobre los
eritrocitos, el proceso de coagulacién y el sistema del complemento. Se utilizé PBS como control
negativo. En el estudio se utiliz6 un método espectrofotométrico ultravioleta-visible (UV-Vis)
validado (Lambda™ 25 UV/Vis spectrophotometer, PerkinElmer Inc., Waltham, MA, EE.UU.).
Los experimentos se hicieron por triplicado.

La aprobacién ética de este estudio fue otorgada por el Comité de Etica de la Universidad

de Granada (Espafia).

Para evaluar la toxicidad de los nanosistemas sobre los eritrocitos las muestras de sangre
requirieron la presencia de EDTA, y se sigui6 el protocolo modificado de Evans y cols. (2013)
basado en la deteccién de hemoglobina liberada (marcador del proceso de hemolisis) [Evans B.C.
y cols., 2013; Lorente C. y cols., 2018]. Brevemente, las muestras de sangre se centrifugaron (5
min, 3000 rpm) para eliminar la fracciéon de suero e incorporar una solucién de NaCl 150 mM a
la fraccidn de interés (x2). El pellet resultante se resuspendi6 finalmente en tampoén fosfato 100
mM (PBS) en una proporcion de 1:10. Una vez preparada la muestra de sangre y conocida la
concentracidn de eritrocitos (2 x 108 hematies / mL), las NPs se incubaron durante 2 h (agitacién
suave = 15 rpm; 37.0 £ 0.5 ° C) a una concentracion final de 40 pg/mL. Una vez finalizado el tiempo
de incubacioén, las muestras de sangre con la NPs se sometieron a un proceso de centrifugacion
(5 min, 3000 rpm). Finalmente, la absorbancia del sobrenadante resultante de esta ultima
centrifugacion se determind mediante espectrofotometria UV-vis (545 nm) en busca de
hemoglobina libre. Se utilizé PBS como control negativo y el agente tensioactivo Triton™ X-100
al 1% (p/v) como control positivo. El % de hemolisis (H%) se calculd siguiendo la presente

ecuacion [Dash B.C. y cols., 2010; Evans B.C. y cols., 2013; Lorente C. y cols., 2018] (Ec. 16):

Absorbancia muestra problema — Absorbancia control negativo

H (%) = ( >x 100 (16)

Mayor valor de absorbancia control positivo
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El efecto que tiene la interaccién de los nanosistemas con las plaquetas se estudié agregando
EDTA a las muestras sanguineas [Martin-Banderas L. y cols., 2014; El-Hammadi M.M. y cols.,
2017]. La concentracion de P-selectina soluble (sP-selectina) libre en plasma se us6 como
marcador de la activacion plaquetaria, y se midié usando un kit ELISA (ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas). Estas determinaciones comenzaron con el tratamiento de las
muestras de sangre: ciclos de centrifugacion (20 min, 1000 rpm). Al final de estos se obtuvo
plasma rico en plaquetas (PRP) y plasma pobre en plaquetas (PPP). Se empled oxalato de amonio
al 1% (p/v) para diluir, en una proporcién de 1:100, el PRP hasta ajustar una concentracion final
de 6 x 108 plaquetas/mL. Un volumen de unos 300 pl de este PRP se incub6 con 40 ug de NP
durante 1 hora a 37.0 + 0.5 °C. Finalmente, se centrifugd (10 min, 4220 rpm) y se analizé la
concentracion de sP-selectina del sobrenadante utilizando el kit ELISA [Dash B.C. y cols., 2010].

Se utilizé PBS como control negativo, y PRP y PPP como controles positivos.

Si bien los ensayos de hemolisis y activacion plaquetaria requieren la presencia de EDTA, el
citrato de sodio fue el anticoagulante empleado en el experimento de activacion del sistema del
complemento [Martin-Banderas L. y cols., 2014; El-Hammadi M.M. y cols., 2017]. Este estudio se
baso en la aplicacion de un kit ELISA C3a (BD Bioscience, EE.UU.), mediante el cual se midid, por
duplicado, la concentracion del péptido C3a-desArg, producto de la activacién del complemento
[Dash B.C. y cols., 2010]. Este péptido es resultado de la escisién del componente C3, y por ende
marcador de la activacion del sistema del complemento.

Brevemente, las muestras de sangre se centrifugaron para aislar el plasma que luego se
incubd con un volumen igual de suspensidn salina de NPs (40 pug/mL) durante 1h a 37.0 £ 0.5 °C.
Tras este tiempo de incubacion, se siguio el procedimiento marcado para el analisis por kit ELISA.
Finalmente, la sefial de absorbancia se midié a 450 nm [Dash B.C. y cols., 2010; Mufioz de Escalona

M. y cols., 2016].

Para determinar el perfil de recalcificacion de plasma las muestras de sangre se recogieron
en tubos de extraccion de sangre que contenian citrato de sodio, y se siguid el método de Howell
(1916) para cuantificar el tiempo de recalcificacion plasmatica (TRP) por medio del pardmetro
Ti2max [Howell W.H., 1916; Gulliani G.L. y cols., 1976]. La muestra de sangre con citrato se
centrifugo a 8.0 £ 0.1 °C (20 min, 3000 rpm) para obtener la fracciéon de PPP. 0.1 mL de este PPP
se incubaron con 40 pg de NPs dispersadas en PBS durante 5 min a 37.0 + 0.5 °C (placa de 96
pocillos). Tras este tiempo de incubacion se adicionaron 0.1 mL de soluciéon de CaCl20.025 M.

Finalmente, el proceso de coagulacién se controlé sumergiendo un gancho de acero inoxidable
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recubierto de silicona en la mezcla. De esta forma se puede detectar la formacion de las primeras
hebras de fibrina. E1 TRP es el tiempo que tarda la primera hebra de fibrina en formarse [Dash
B.C.y cols., 2010; Muioz de Escalona M. y cols., 2016].

Se empled el método de Howell para cuantificar PRT, calculando el parametro T1 /2 max.
Este parametro puede definirse como el momento en el que se alcanzd la mitad de la absorbancia

saturada [Dash B.C. y cols., 2010].

6.2.2. Resultados

Los resultados experimentales de los ensayos de compatibilidad sanguinea ex vivo de las
particulas y-Fe20s, PLGA, QS, y-Fe203/PLGA y (y-Fe203/PLGA)/QS se recompilan en la Tabla 8.
Examinando estos datos y comparando con la muestra control, se demostré un efecto
insignificante de las particulas sobre la hemolisis (incluso después de 24 h), la activacion
plaquetaria, la activacion del sistema del complemento y el tiempo de coagulacion del plasma.

Especificamente, coloides con carga neta elevada tienen mayor porcentaje de hemdlisis en
tamafios de particula mas grandes, como y-Fe:03/PLGA y (y-Fe203/PLGA)/QS, que los mas
pequenos (#100 nm), como y-Fex0s. Sin embargo, los nanocompuestos y-Fe20s/PLGA y (y-
Fe203/PLGA)/QS mostraron un efecto insignificante sobre el % de hemdlisis (incluso después de
24 h, = 2%). La activacion plaquetaria y del sistema del complemento tras la interaccion de sus
componentes con las NPs podrian conducir a complicaciones tromboticas y producciéon de
anafilatoxinas, que podrian promover la activacion del sistema inmunolégico [B.C. Dash y cols.,
2010], respectivamente. En estos casos, no se observd diferencia significativa entre los resultados
de cada una de las muestras de NPs y tampoco cuando estos se compararon con los datos del
control negativo. Por lo tanto, dado que los niveles del componente C3a se encuentran en sus
rangos normales, no hay opsonizacion de NPs ni aclaramiento por parte del sistema
reticuloendotelial. Finalmente, los valores del tiempo de recalcificacion del plasma (T12max.) de
todas las muestras de NPs son insignificantemente diferentes de los datos del control negativo.

Por tanto, teniendo en cuenta los resultados de la Tabla 8, se podria postular que los
nanocompuestos finales, (y-Fe2Os/PLGA)/QS, podrian caracterizarse por un margen de
seguridad adecuado in vivo, siendo adecuados para la administracion parenteral. Se han obtenido
resultados semejantes en nanosistemas similares basados en éxidos de hierro [Pérez-Artacho B.

y cols., 2012; Clares B. y cols., 2013; Munoz de Escalona M. y cols., 2016; Lorente C. y cols., 2018].
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6.3. Citotoxicidad in vitro
6.3.1. Viabilidad celular relativa (%)

Los ensayos de viabilidad celular in vitro (%) son los experimentos mas frecuentemente
seguidos para acceder a una aproximacion de la biocompatibilidad de los nanomateriales en un
organismo vivo. Los resultados de la interaccion de NPs con una poblacion celular, lisis de la
membrana celular, alteracion del ciclo celular y apoptosis, terminan afectando a la actividad
mitocondrial de las células expuestas. Por tanto, dentro de los ensayos de viabilidad celular in
vitro, el ensayo basado en la evaluacién de la actividad metabdlica MTT [bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol)] es uno de los mas populares [Sutariya V.B. y Pathak Y.,
2014].

6.3.1.1. Metodologia

La citotoxicidad in vitro de las NPs se estudi6 en lineas celulares sanas, fibroblastos CCD-18
de colon humano y fibroblastos HFF-1 de prepucio humano; y en la linea tumoral T-84 de
adenocarcinoma de colon humano. La linea CCD-18 fue suministrada por el Banco de Células del
Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada, mientras que las lineas HFF-
1y T-84 fueron proporcionadas por la American Type Culture Collection (EE. UU.).

De acuerdo con la norma ISO-10993-5 [International Organization for Standardization,
2009], la viabilidad celular se evalué mediante el ensayo de proliferacion MTT, determinando la
actividad deshidrogenasa mitocondrial. Estas determinaciones se hicieron por triplicado en el
caso de células CCD-18 y T-84, y por cuadruplicado para los ensayos con células HFF-1. Esta
metodologia esta descrita detalladamente en la literatura [Mufioz de Escalona M. y cols., 2016; El-
Hammadi M.M. y cols., 2017]. El método MTT se basa en la reduccién del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (compuesto hidréfilo amarillo) a formazan (sustancia
hidréfoba azul) por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa. De esta forma la
concentracion de formazan (medidas de absorbancia) es proporcional a la viabilidad celular,
medida indirectamente como actividad enzimatica [Mufioz de Escalona M. y cols., 2016].

Previo tratamiento con MTT, las células de las lineas CCD-18 y T-84 se cultivaron en el medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; Sigma-Aldrich Chemical Co., EE. UU.) suplementado
con suero fetal bovino (FBS) al 10%, acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfénico (HEPES)
15 mM, bicarbonato sédico 14 mM, L-glutamina 2 mM, 40 pg/mL de gentamicina y 500 pig / mL
de ampicilina (Antibidticos SA, Espafia). Posteriormente, y tras un recuento celular (camara de
Neubauer), las células se sembraron en cultivos monocapa en placas de 96 pocillos (6 x 10°

células/pocillo). Se mantuvieron durante 24 h a 37.0 + 0.5 °C en una atmosfera humidificada al
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5% de COz (Incubador CO2 MCO-19AIC (UV), Sanyo Electric, Japén). Una vez transcurrido este
tiempo, el medio de cultivo fue retirado y sustituido por un medio nuevo con concentraciones de
NPs, en un rango de 0.05 a 100 g/mL. Tras 48 y 72 horas (37.0 = 0.5 °C, atmosfera humidificada al
5% de CO2) (Incubador CO2 MCO-19AIC (UV), Sanyo Electric, Japén) se determiné la viabilidad
celular por MTT.

De igual modo, las células de la linea HFF-1 se cultivaron también en DMEM suplementado
con suero fetal bovino (FBS) al 10%, L-glutamina 2 mM y los antibidticos penicilina-
estreptomicina al 1%. Las condiciones de cultivo fueron las siguientes: 37.0 + 0.5 °C en una
atmosfera humidificada al 5% de CO:z (Incubador CO2 MCO-19AIC (UV), Sanyo Electric, Japon).
Después del contaje celular (cAmara de Neubauer), las células en fase de crecimiento exponencial
se sembraron en placas de 96 pocillos (1 x 10* células/pocillo) y se pre-incubaron durante 24 h a
37.0+0.5°Cy al 5% de CO2 (Incubador CO2 MCO-19AIC (UV), Sanyo Electric, Japon). Tras este
periodo de tiempo el medio de los pocillos se reemplazé con medio conteniendo NPs
(concentracion de hierro: 0.1 a 100 pg/mL). La viabilidad celular se analiz6 pasadas 24 h.

El estudio de la viabilidad celular por MTT comienza con la sustitucion del medio de partida
de cada pocillo por 200 uL de soluciéon MTT en medio de cultivo nuevo (0.5 mg/mL). Después de
un proceso de incubacion de 2 h a 37.0+0.5 °C y al 5% de CO:z (Incubador CO2 MCO-19AIC (UV),
Sanyo Electric, Japon), el medio de cultivo se retiré el medio y los cristales de formazan
resultantes se solubilizaron con 200 pL. de DMSO. La absorbancia de este compuesto coloreado,
que como se ha indicado anteriormente es proporcional al nimero de células viables (células
metabdlicamente activas), se midié a 550 nm utilizando un lector de microplacas Dynatech
MR7000 (Dynatech Laboratories, Inc., EE. UU.). Se afiadi6 Triton X-100 (1%, v/v) a los pocillos
control positivo. Los pocillos que no se incubaron con ningtin rango de concentraciéon de NPs se
emplearon como control negativo.

La viabilidad celular relativa (RCV, %) se calculé mediante la siguiente ecuacién (Ec. 17):

Densidad optica células incubadas con NPs (17)

VCR (%) = ( ) % 100

Densidad optica células control
6.3.1.2. Resultados

Los resultados de evaluar la citotoxicidad de las particulas y-Fe2Os/PLGA y (y-
Fe203/PLGA)/QS en células sanas CCD-18 y HFF-1, y células tumorales T-84 se muestran en las

Figuras 22, 23 y 24, respectivamente.
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Figura 22. Citotoxicidad in vitro (VCR,%) de las NPs (a) y-Fe20s/PLGA y (b) (y-Fe203/PLGA)/QS en
células CCD-18 a las 48 h (columnas grises) y 72 h (columnas negras). Estas células se mantuvieron en
contacto con concentraciones de NPs, en un rango de 0.05 a 100 pg/mL.
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Figura 23. Citotoxicidad in vitro (VCR,%) de las NPs (a) y-Fe20s/PLGA y (b) (y-Fe203/PLGA)/QS en

células HFF-1 a las 24 h. Estas células se mantuvieron en contacto con concentraciones de NPs, en un rango

de 0.1 a 100 pg/mL de hierro
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Figura 24. Citotoxicidad in vitro (VCR,%) de las NPs (a) y-Fe20s/PLGA y (b) (y-Fe203/PLGA)/QS en

células T-84 a las 48 h (columnas grises) y 72 h (columnas negras). Estas células se mantuvieron en contacto

con concentraciones de NPs, en un rango de 0.05 a 100 pig/mL.

En las Figuras 22 y 24 se ilustra como la viabilidad celular relativa (VCR, %) de ambas lineas
celulares (CCD-18 y T-84) no se vio alterada por la incubacion con las particulas (y-Fe2Os/PLGA
y (y-Fe203/PLGA)/QS) incluso cuando la concentracion de estas NPs se incrementd de 0.05 a 100
pug/mL. En la Figura 23 se observé como concentraciones crecientes, de 0.1 a 100 pg/mL de hierro
(y-Fe20s/PLGA y (y-Fe203/PLGA)/QS)), indujeron una toxicidad insignificante en la linea celular
HFF-1. La VCR (%) de las células HFF-1 permanecié = 75%, en comparacion con los controles
negativos, para cualquiera de las concentraciones de particulas y-FexOs/PLGA y (y-

Fe203/PLGA)/QS).

Segtin la ISO-10993-5 [International Organization for Standardization, 2009], los valores de

VCR (%) representados en las Figuras 22,23 y 24 podrian considerarse razonables y no tdxicos.

6.3.2. Fluorescencia in vitro

Una de las principales técnicas de Microscopia Optica Avanzada (MOA) es la microscopia

confocal, la cual permite obtener imagenes de alta resolucion y calidad ya que emplean la técnica
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de deteccion de enfoque. Brevemente, a diferencia de los microscopios de fluorescencia
convencionales (de campo amplio), la microscopia confocal utiliza un laser como fuente de luz
para controlar la profundidad de campo y elimina la luz fuera del foco, esto es la luz desenfocada
[Webb R., 1996; Harris J., 2020]. La metodologia de esta técnica de fluorescencia cuenta con el uso
de colorantes fluorescentes que tienen afinidad especifica por cada una de las estructuras
celulares [Suzuki T. y cols., 1997; Ploeger L.S. y cols., 2008], como por ejemplo los colorantes que
tifien el nucleo celular (afinidad especifica por el ADN nuclear), mitocondrias, lisosomas,
citoesqueleto, membranas, etc. El haz de luz (laser) con una longitud de onda determinada va a
incidir sobre los cultivos celulares, los colorantes van a absorber esta energia y se van a excitar,
los cuales emitiran un haz de luz con una mayor longitud de onda, que sera detectado y
analizado. La longitud de onda del haz emitido dependera del tipo de colorante empleado

[Ploeger L.S. y cols., 2008].

6.3.2.1. Metodologia

Para los estudios de fluorescencia (realizados por quintuplicado) se empled también la linea
celular HFF-1, la cual se cultivo de manera similar a la descrita anteriormente en el apartado 6.3.1.
“Viabilidad celular relativa (%)”. Las células HFF-1 se incubaron 24 h en contacto con las NPs -
FexO3/PLGA y (y-Fe20s/ PLGA)/QS (0.1 a 100 pg/mL de concentracion de hierro). Se afadié
Tritén X-100 (1%, v/v) a los pocillos de control positivo (se dejo 15 min). A continuacion, una serie
de marcadores fluorescentes de ADN se adicionaron a todos los pocillos: 4',6-diamidino-2-
fenilindo (DAPI; dilucién 1: 3000) para marcar el nticleo celular, y yoduro TO-PRO®-3 (dilucién
1: 1000) para marcar unicamente las células muertas. El marcador DAPI tifie todas las células de
una poblacién debido a su gran permeabilidad celular, mientras que la tincion con TO-PRO®-3 es
una excelente contra-tincién impermeable a las células vivas pero que si penetra cuando la
membrana se ve comprometida, caracteristica de células muertas [Cummings B.S. y Schnellmann
R.G., 2021]. Esta propiedad le convierte en un indicador util de muerte celular.

Las placas se llevaron a analizar al sistema de imagen celular automatico Operetta CLS ™
(Operetta CLS ™ High Content Imaging System, PerkinElmer, Inc., EE. UU.), instrumento capaz
de proporcionar capacidades avanzadas de deteccion de alto contenido (High-Content Screening,
HCS) o andlisis de alto contenido (High-Content Analysis, HCA), lo cual permite obtener imagenes
de mayor resolucién. Un total de 10 campos de imagenes aleatorios fueron capturados por pocillo
para cada condicion: se tomaron imagenes de fluorescencia para DAPI y yoduro TO-PRO®-3, mas
una imagen de campo claro (lente objetivo 20x de magnificacién que opera en un rango de largas

distancias de trabajo, apertura numérica de 0.45; Operetta CLS ™). La mortalidad celular (%) se
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calcul6 automaticamente mediante el software Operetta® Harmony (PerkinElmer, Inc., EE. UU.).
Se baso en la identificacion de nticleos, tanto de células vivas como muertas, a partir de la tincién
DAPI, junto con la determinacion de células muertas (%) mediante su marcaje también con el

colorante fluorescente yoduro TO-PRO®-3.

6.3.2.2. Resultados y discusion

El andlisis de los resultados obtenidos tras aplicar los distintos marcadores fluorescentes
confirmé que la incorporacion de las particulas y-Fe203/PLGA y (y-Fe20s/ PLGA)/QS a las células
HFF-1 no produjo cambios significativos en la morfologia celular (Figura 25c y 26c). Las Figuras
25a y 26a representan los controles negativos (azul) para las particulas y-Fe2O3/PLGA y (y-Fe20s/
PLGA)/QS, respectivamente, mientras que las Figuras 25b y 26b representan los controles
positivos (rojo) para las particulas y-Fe2Os/PLGA y (y-Fe2Os/ PLGA)/QS, respectivamente. El
color azul en las imagenes de microscopia optica indica tincién tinicamente con DAPI y ausencia
de TO-PRO®-3, es decir, la existencia de una poblacion celular sin alteraciones morfoldgicas;
mientras que el color rojo (presencia de tincién TO-PRO®-3) en estas imagenes determina
alternaciones en la integridad de la membrana celular, es decir, muerte celular. En las Figuras 25c
y 26c claramente hay sefial de DAPI (nticleo celular), pero no se aprecia con tanta intensidad la
senal de TO-PRO®-3. Por lo que se concluye que la incubacion de las células HFF-1 con las
particulas y-Fe2Os/PLGA y (y-Fe20s/ PLGA)/QS no condujo a cambios significativos en la
morfologia celular. Tampoco se produjeron alteraciones en el nimero total de células HFF-1
(Figura 25d y 26d), ni se generd un aumento relevante en el porcentaje de muerte celular (Fig. 25e
y 26e), en ninguna de las concentraciones investigadas de los dos tipos de NPs, y-Fe20s/PLGA y
(y-Fe20s/ PLGA)/QS.
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Figura 25. Imagenes de microscopia representativas de fibroblastos HFF-1: (1) control negativo para
las particulas y-Fe203/PLGA; (b) control positivo para las particulas y-Fe203/PLGA; y (c) células HFF-1 tras
su incubacioén con particulas y-Fe203/PLGA (100 ug/mL de hierro). Estas imagenes muestran la fusion de
fluorescencia DAPI (azul) y fluorescencia TO-PRO® 3 (rosa). Longitudes de barra: 100 pm. Representacion
grafica del (d) numero total de células HFF-1 por pocillo; y (e) células HFF-1 muertas (%), después de su

incubacién con concentraciones crecientes (0.1 a 100 pg/ml de hierro) de NPs y-Fe2Os/PLGA.
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Figura 26. Imagenes de microscopia representativas de fibroblastos HFF-1: (1) control negativo para
las particulas (y-Fe20s/ PLGA)/QS; (b) control positivo para las particulas (y-Fe20s/ PLGA)/QS; y (c) células
HFF-1 tras su incubaciéon con particulas (y-Fe2Os/ PLGA)/QS (100 ug/mL de hierro). Estas imagenes
muestran la fusién de fluorescencia DAPI (azul) y fluorescencia TO-PRO® 3 (rosa). Longitudes de barra: 100
um. Representacion grafica del (d) nimero total de células HFF-1 por pocillo; y (e) células HFF-1 muertas
(%), después de su incubacion con concentraciones crecientes (0.1 a 100 pig/ml de hierro) de NPs (y-FexOs/

PLGA)/QS

6.4. Toxicidad in vivo

Durante los estudios in vivo se suelen monitorizar los siguientes parametros: respuesta
postadministraciéon destacando la respuesta neuronal, cardiaca, respiratoria y hematoldgica;
cambios en el peso del animal (un cambio de >10% en el peso de un roedor puede ser un indicador
significativo de la aparicién de efectos adversos); observacion clinica mediante RMI (sistema
cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal...); finalmente se realiza una histologia de los
organos del animal [Sutariya V.B. y Pathak Y., 2014]. Ademas del control de la respuesta
postadministracion y la observacién clinica del animal mediante RMI, el tltimo paso es el que se

siguid para evaluar la toxicidad in vivo de las NPs y-Fe203/PLGA y (y-Fe20s/ PLGA)/QS.
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6.4.1. Metodologia

Los experimentos in vivo se realizaron en el Servicio de Experimentacion Animal del Centro
Andaluz de Nanomedicina y Biotecnologia (BIONAND). Todos los ensayos con animales fueron
aprobados por el Comité Local de Cuidado Animal en conformidad con la Directiva de la Unién
Europea UE 2010/63/UE (2010) y la legislacion espanola para la protecciéon de los animales
utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia (R.D. 53/2013).

Se emplearon tres ratones macho de la cepa Balb/c de 22 g de peso (Janvier Labs, Francia).
Se anestesiaron via inhalatoria con isoflurano al 1% (vaporizador en camara de induccién
anestésica; flujo fijado a 1-1.5 mL/min). Las particulas y-Fe2Os/PLGA y (y-Fe:0s/ PLGA)/QS se
inyectaron por via intravenosa a través de una canula venosa en la cola del ratén (concentracion
de hierro: 5 mg/kg). El andlisis histologico de muestras de tejido se llevo a cabo mediante
microscopia Optica convencional a las 24h de la administracion intravenosa de las NPs. Los
ratones anestesiados (via inhalatoria con isoflurano al 1%; vaporizador en camara de induccién
anestésica; flujo fijado a 1-1.5 mL/min), se sacrificaron y se les extrajeron los siguientes drganos:
higado, rifién, bazo, pulmén y corazoén.

Los tejidos se fijaron en solucién acuosa de formaldehido (CH:0) al 4% (p/v) (tamponada a
pH 7.0 £ 0.5) durante 48 h. La solucidn fijadora se renovo6 a las 24 h. A continuacién, las muestras
de tejido se deshidrataron con una serie de soluciones de etanol de concentracion creciente (hasta
un 100%), y se remojaron en parafina (56.0 + 0.5 °C, bajo agitacion mecanica, condiciones de vacio)
durante 2 h (Procesador de tejidos semi-cerrado LEICA TP 1020, Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Alemania). Por ultimo, las muestras se incrustaron en parafina (Centro Modular de
Inclusiéon de Tejidos Leica EG1150, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Alemania) para luego
cortar estos bloques de parafina en secciones de 7 um con una cuchilla de micrétomo (Micrétomo
Thermo Scientific ™ HM 360, ThermoFisher Scientific Inc., EE. UU.). El tratamiento previo a la
tincién (hematoxilina-eosina (H&E)) consistié en un proceso de desparafinacién con xileno y
rehidratacion con una serie de soluciones de etanol de concentracidon decreciente (hasta un 70%).

Las muestras de tejido se tifieron con H&E para evaluar la arquitectura/estructura del tejido.
El proceso de tincion se llevé a cabo mediante la inmersion de las muestras durante 5 min en
hematoxilina, el con agua bidestilada (x2) y la inmersion de las muestras de tejido en eosina
durante 2 min. A continuacidn, los tejidos montados en los portaobjetos se deshidrataron con una
serie de soluciones de etanol de concentracion creciente (del 70 al 100%), se aclararon en xileno al

100% y se prepararon, usando cubreobjetos de vidrio, para su observacion al microscopio 6ptico.
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6.4.2. Resultados y discusion

Con el fin de evaluar mas a fondo la toxicidad potencial de las NPs y-Fe2Os/PLGA y (y-Fe20s/
PLGA)/QS, se analizaron los tejidos (tefiidos con H&E) de higado, rifién, bazo, pulmoén y corazén
a las 24 h tras la inyeccion de las particulas en ratones Balb/c. (Figura 27).

En las secciones de higado no se encontraron detalles que implicasen inflamacion y
vacuolizacion citoplasmica de los hepatocitos, indicadores comunes de dafio hepatico. En los
rifiones se identificaron bordes en cepillo y glomérulos normales (incluida la capsula de Bowman
circundante). Tampoco se encontraron signos de toxicidad en el bazo, pulmones y corazon,
independientemente del tipo de nanosistema administrado y-Fe2O3/PLGA o (y-Fe203/ PLGA)/QS.

Combinando estos datos con los resultados de las pruebas de hemocompatibilidad y
citotoxicidad in vitro (ver apartados 6.2. “Hemocompatibilidad” y 6.3. “Citotoxicidad in vitro”),
se puede concluir que los nanocompuestos y-Fe2Os/PLGA y (y-Fe20s/ PLGA)/QS presentan una

biocompatibilidad y seguridad adecuadas para su aplicacién en biomedicina.

112



‘uoze10d £ uowind ‘ozeq “‘uourr ‘OpeSIy ap SLIIIQ[OISIY SAUOIIBS IP [0[U0d P seuonun uod ueredwod oG ‘§O/ (VO 1d /£0wI-A) & VO 1d/f0%d

-A ap SJN 9P eSOUDABIJUT UODIIAUL €] sex} Y Fg Sse[ e uozeiod A uowind ‘ozeq ‘uourr ‘opedny ap seanejussardar seor30[03sIy sauopdas ap g uonur], */g ey

C6. Biocompatibilidad y toxicidad de los nanosistemas

113

SOAVOTd/FO%-4)

oM
A
NP

I CARS

255y

=¥

VO1dlFO% -4

[onuo)







CAPITULO 7

Hipertermia de Fluido Magneético
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C7. Hipertermia de Fluido Magnético Antitumoral

7.1. Introduccion

Las nanoestructuras basadas en 6xidos de hierro superparamagnéticos suponen una
herramienta de gran valor en biomedicina debido a sus excepcionales caracteristicas
fisicoquimicas y por tanto aplicaciones tinicas [Fortin J.P. y cols., 2007]. La hipertermia magnética
(HTM) proporciona un tratamiento adicional y minimamente invasivo contra el cancer [Sohail A.
y cols., 2017; Jadhav S.V. y cols., 2019; Kang ].K. y cols., 2020] ademas de la posibilidad de una
liberacién controlada de los agentes terapéuticos cargados en las nanoestructuras [Fortin J.P. y
cols., 2007; Reddy L.H. y cols., 2012; Oliveira H. y cols., 2013]. La técnica HTM que emplea
nanosistemas magnéticos se conoce como hipertermia de fluido magnético (HTFM)
[Hedayatnasab Z. y cols., 2015]. El uso de nanosistemas magnéticos en HTM se propuso por
primera vez por Gilchrist y cols. en los afios 50 [Gilchrist R.K. y cols., 1957]. El efecto de la HTFM
sobre los tejidos tumorales y nanosistemas esta basado en la generacién de calor por parte de los
nucleos de 6xido de hierro superparamagnéticos cuando estos estan expuestos a un campo

electromagnético alterno (CEMA) [Jordan A. y cols., 1993].

7.1.1. Fundamentos de la Hipertermia magnética

El poder calorifico de los 6xidos de hierro superparamagnéticos cuando son expuestos a un
CEMA esta relacionado con mecanismos de disipacién de la energia magnética: relajacion de Néel
y relajacion browniana [Fortin J.P. y cols., 2007; Jordan A. y cols., 2009; Reddy L.H. y cols., 2012;
Oliveira H y cols., 2013].Brevemente, los momentos magnéticos de las NPs basadas en 6xidos de
hierro superparamagnéticos de un tinico dominio sufren fluctuaciones que son responsables de
la relajacidon de la magnetizacion tras la desaparicion del CEMA [Fortin J.P. y cols., 2007]. Cuando
las NPs son expuestas a un CEMA este les suministra energia que excita las fluctuaciones de los
momentos magnéticos, convirtiendo la energia magnética en energia térmica [Fortin J.P. y cols.,
2007]. Estas fluctuaciones son de dos tipos: las fluctuaciones brownianas de los momentos
magnéticos hacen que la particula rote de acuerdo al CEMA provocando una friccidon mecanica
(relajacion browniana), y fluctuaciones internas del momento magnético dentro de la estructura
cristalina (relajacién de Néel) (Figura 28) [Hanson M., 1991; Fortin J.P. y cols., 2007; Jordan A.y
cols., 2009]. Cada mecanismo de relajacion se caracteriza por un tiempo de relajacion: tiempo de
relajacion N (relajacion de Néel) y tiempo de relajacion B (relajacion browniana) [Jordan A. y
cols., 2009]. El poder calorifico de una NP magnética va a depender de sus caracteristicas
fisicoquimicas (ejemplos: tamafio, naturaleza del material y tasa de aglomeraciéon) y las

propiedades del medio de suspension (ejemplo: viscosidad), ya que van a condicionar los
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mecanismos de Néel y Brown, y el predominio de uno sobre otro [Rosensweig R.E., 2002; Ma M.
y col., 2004; Garaio E. y cols., 2014]. Esto queda reflejado en las ecuaciones de los tiempos de
relajacion del componente N (Ty; mecanismo de Néel) (Ec. 18) y del componente B (Tg;

mecanismo de Brown) (Ec. 19):

K
N = ToeXp(ﬁ (18)
3nV
=2 (19)
BT kT

en donde K es la constante de anisotropia, V el volumen de particula, k la constante de
Boltzmann, T la temperatura y n la viscosidad del medio [Hanson M., 1991].

En base a esto, se seleccionan nucleos superparamagnéticos frente a otro tipo de nticleos
magnéticos. Se ha demostrado que particulas de un tinico dominio absorben mas energia cuando

son expuestas a un CEMA de intensidad y frecuencia fisiologicamente relevantes que particulas

Campo
electromagnético
alterno
Relajacion de Néel

Campo
electromagnético
alterno

Figura 28. Representacion de los movimientos del momento magnético durante la relajacion

de multiples dominios [Jordan A. y cols., 1996; Alison E. y cols., 2014].

Relajacion browniana

o ¥ €
0

browniana y la relajacion de Néel. En el proceso de relajacién browniana el momento magnético permanece
fijo con respecto a la estructura cristalina, mientras en el proceso de relajacion de Néel el momento magnético

gira mientras la particula permanece fija. Reproducido de [Alison E. y cols., 2014].

7.1.2. Hipertermia como tratamiento antitumoral

Las NPs basadas en 6xidos de hierro superparamagnéticos son administradas en el

organismo y mediante su capacidad de respuesta magnética a campos magnéticos externos
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alcanzan la region diana dentro del organismo. Una vez ahi, generan calor bajo el efecto de un
CEMA que luego se difundira fuera de la particula a las estructuras adyacentes ejerciendo su
efecto citotdxico [Krishnan K.M. y cols., 2006; Fortin J.P. y cols., 2007; Reddy L.H. y cols., 2012;
Tay Z.W.y cols., 2018]. El tratamiento de una masa tumoral mediante HTM es fructifero siempre
y cuando se cumplan una serie de condiciones: aumento rapido de la temperatura que debe
mantenerse dentro de unos limites de eficacia y toxicidad. De esta forma, no solo se asegura la
eficacia del tratamiento sino también la seguridad, minimizando el dafio al tejido sano adyacente
[Jadhav S.V. y cols., 2019]. La temperatura de hipertermia oscila entre los 42 °C, temperatura
minima de hipertermia, y 48 °C, temperatura maxima tolerada para la hipertermia. Las células
tumorales son mas sensibles a la temperatura por lo que dentro de este rango de temperaturas
estas células mueren mientras que los tejidos sanos permanecen practicamente intactos hasta
superar los 48 °C [Kumar C.S. y cols., 2011; Arachchige M.P. y cols., 2017 ; Iglesias G.R. y cols.,
2018; Jadhav S.V. y cols., 2019].

El mecanismo de muerte celular desencadenado tras el tratamiento con HTM y HTFM es un
mecanismo de muerte celular regulado o programado, y no un mecanismo de muerte celular
accidental. La necrosis celular es un ejemplo de muerte celular accidental no programada
resultado de un aumento descontrolado y muy elevado de la temperatura (> 55 °C). Este proceso
provoca la destruccion de la estructura celular y la liberacion descontrolada del contenido
intracelular, desencadenando una respuesta inflamatoria y citotdxica no esperada con
consecuencias graves en el paciente. Por ello es fundamental lograr un control de la temperatura
corporal proporcionada por la HTM y HTEM, que desencadene mecanismos de muerte celular
regulados. La apoptosis celular es un ejemplo de estos mecanismos, los cuales respetan la
integridad de la membrana celular y, por ende, no inducen la respuesta inflamatoria
anteriormente comentada. Concretamente, el tratamiento por HTFM puede desencadenar la
induccién de la apoptosis y regulacion de la transduccion de sefiales. Otros efectos incluyen la
desnaturalizacion, plegamiento y agregacion de proteinas, y reticulacion del ADN; lo que
finalmente deriva en la alteracion de funciones celulares [Goldstein L.S. y cols., 2003; Kumar C.S.
y cols., 2011]. A nivel tisular la HTFM puede provocar cambios en las condiciones del
microambiente tumoral (cambios de pH, perfusion y oxigenacién de la zona) [Kumar C.S. y cols.,
2011]. Por otro lado, los mecanismos de muerte celular, y las subsiguientes consecuencias, pueden
verse condicionados no solo por la temperatura alcanzada por las NPs magnéticas, sino también
por la cantidad de estas NPs que llega a penetrar en las células, la duracion del tratamiento, es

decir de exposicion al CEMA, y las caracteristicas de cada tumor [Kumar C.S. y cols., 2011; Beola
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L.y cols., 2020]. Aun dicho esto, las diferentes vias involucradas en la muerte celular no han sido
completamente descritas para cada uno de los estimulos desencadenantes [Beola L. y cols., 2020].

El potencial de la HTFM contra el cancer, no solo reside en su poder citotdxico, sino que
también presta ayuda frente a la destruccién tumoral al combinarla con otras aproximaciones
terapéuticas (radioterapia, cirugia, quimioterapia, terapia génica e inmunoterapia) [Kumar C.S. y
cols., 2011; Lee H. y cols., 2011; Ortega D. y Pankhurst Q.A, 2013; Iglesias G.R. y cols., 2018]. De
esta forma, los nanosistemas funcionan como agentes terapéuticos multimodales. Una de las
aproximaciones terapéuticas antitumorales con la que la HTFM se puede combinar, es la
quimioterapia (ver capitulo 8 “Vehiculizaciéon del farmaco cisplatino en los nanosistemas
finales”) [Kumar C.S.y cols., 2011; Alison E. y cols., 2014]. Esta asociacion de técnicas terapéuticas
comenzd a interesar en clinica en los afios 70, cuando George Hahn demostré que un aumento de
la temperatura en las inmediaciones de la zona de liberacién del farmaco afectaba directamente
a su eficacia citotéxica [Hahn G.M., 1979]. La HTFM va a potenciar la eficacia terapéutica de los
agentes antitumorales cargados en los nanosistemas empleados en la HTFM. El aumento de la
eficacia antitumoral de los farmacos se puede atribuir a varios procesos: (a) aumento de la
citotoxicidad del farmaco por un incremento de la temperatura, (b) favorecimiento de la captaciéon
celular del farmaco (ejemplo: sensibilizacion de las células por un incremento de la temperatura)
[Kumar C.S. y cols., 2011], (c) control de la liberacion del farmaco (ejemplo: iniciar o acelerar la
liberacion del farmaco) (ver capitulo 8 “Vehiculizacion del farmaco cisplatino en los nanosistemas
finales”) [Iglesias G.R. y cols., 2018] y/o (d) mejora de la administraciéon del farmaco mediante el
incremento del flujo sanguineo y permeabilidad vascular por un aumento de la temperatura [Lee

H.y cols., 2011].

7.1.3. Sistema experimental de hipertermia magnética

El experimento de HTFM in vitro consiste en evaluar la capacidad de los nanosistemas como
agentes generadores de calor y como agentes hipertérmicos antitumorales en lineas celulares
tumorales. Para llevar a cabo estos estudios se emplea un CEMA, en donde las fuerzas eléctricas
y magnéticas son causadas por radiacion electromagnética. Los CEMA aplican energia a las NPs
dentro del organismo, la cual sera absorbida y convertida en energia térmica. Para generar esta
energia se utilizan corrientes eléctricas inducidas por ondas electromagnéticas [Jordan A. y cols.,
1999; Garaio E. y cols., 2014].

Dos de los parametros mas importantes a tener en cuenta en la HTM y HTFM son: la
frecuencia (f) y la intensidad o amplitud del campo magnético (H) [Ma M. y cols., 2004; Fortin J.P.

y cols., 2007; Garaio E. y cols., 2014]. Los valores ideales para estos dos parametros son a dia de
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hoy puntos de debate, puesto que no hay un consenso acerca de cuales son realmente los limites
de seguridad in vivo. En 1984 Atkinson, Brezovich y Chakraborty [Atkinson W.]. y cols., 1984]
establecieron el limite de Hx f en 4.85 x 108 A-m~'-s- basandose en el umbral de tolerancia humana
al dolor (1 hora de tratamiento). Posteriormente, los investigadores del Institute for Physical High
Technology (Alemania) Hergt y Durtz ampliaron este limite hasta los 5 x 10° A-m-!-s-! [Hergt R. y
DutzS., 2007]. La gran mayoria de los estudios de HTM y HTFM in vivo se realizan en condiciones
intermedias dentro de estos dos limites [Guisasola E. y cols., 2018].

El ajuste de la frecuencia e intensidad del CEMA es un punto importante para la seguridad
in vivo de la HTFM puesto que estos valores influyen en la tasa de energia absorbida por unidad
de masa de NPs (Specific Absorption Rate, SAR), que finalmente determina la generacién de calor
[Rosenweig R.E., 2002; Ma M. y cols., 2004; Fortin J.P. y cols., 2007; Garaio E. y cols., 2014].
Ademas, el SAR también va a depender del tiempo de relajaciéon de Brown-Neel (&), como se

demuestra a continuacion (Ec. 20) [de la Presa P. y cols., 2012]:

SAR o M2 VHe? T [tr(27f)/(1 + (27tftr)?)] (20)

donde Ho es la amplitud maxima (satisface poMsVHo < ksT), f es la frecuencia, Ms es la saturacion

magnética, V el volumen de NPs y T la temperatura absoluta [de la Presa P. y cols., 2012].

N

Figura 29. Representacion esquematica de la base experimental de la HTM: CEMA inducido por una
corriente alterna (~) aplicada a una fuente de campo magnético (bobina o solenoide en el centro de la

imagen). Reproducido de Hedayatnasab Z. y cols., 2015
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7.2. Capacidad para la hipertermia magnética antitumoral
7.2.1. Metodologia

La aplicacion de un nanosistema en HTFM antitumoral esta en parte condicionada por la
capacidad de los nanomateriales magnéticos de producir calor. El calentamiento in vitro de
dispersiones acuosas de los nanosistemas y-Fe203/PLGA (10 mg/mL, 5 mL) y (y-Fe20s/PLGA)/QS
(10 mg/mL, 5 mL) expuestas a un CEMA fue investigado a una temperatura de 25.0 + 0.5 °C (n=
3). Esta respuesta se compard con la de una formulacion control basada en un medio acuoso sin
NPs. El CEMA empleado fue inducido por una fuente de alimentacién equipada con un solenoide
con las siguientes caracteristicas: 20 mm de didmetro, 100 mm de longitud y 70 espirales. Los
valores de frecuencia e intensidad de este campo magnético generado fueron 250 kHz y 4 kA/m,
respectivamente, los cuales siempre estuvieron dentro del promedio fijado para realizar dicha
caracterizacion [Arias J.L. y cols., 2012; Mufioz de Escalona M. y cols., 2016; Santos D.P. y cols.,
2011; Clares B. y cols., 2013] y cumpliendo lo indicado por Atkinson, Brezovich y Chakraborty, y
Hergt y Dutz [Atkinson W.]. y cols., 1984; Hergt R. y Dutz S., 2007]. En este caso, el producto H x
f da un valor razonable de 1 x 10 A-‘m"-s™! lo que sittia a este tratamiento por debajo del limite
superior. Los datos de temperatura se registraron previa sonicaciéon de las muestras (tiempo: 3
min, frecuencia de sonicacién: 42 kHz, potencia de salida: 100 W; bafio ultrasénico Bransonic®,
Branson Ultrasonics Corporation, EE. UU.), y de forma continuada utilizando un sensor de

temperatura constituido por una fibra 6ptica (monitorizaciéon durante 180 min).

7.2.2. Resultados y discusion

En base a que la HTFM antitumoral ha demostrado tener posibilidades mas que
prometedoras contra el cancer [Reddy L.H. y cols., 2012; Soares P.I. y cols., 2012; Beola L. y cols.,
2018; Gupta R. y Sharma D., 2019] se estudid la capacidad de calentamiento de los nanosistemas
y-Fe203/PLGA 'y (y-Fe20s/PLGA)/QS  expuestos a un CEMA (Figura 30a y Figura 30b,

respectivamente).
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Figura 30. Curva de temperatura (°C) en funcién del tiempo (min) de una dispersién acuosa de

nanocompuestos (a) y-Fe203/PLGA (A, 10 mg/mL) y (b) (y-Fe20s/PLGA)QS (m, 10 mg/mL) expuestos a un

CEMA (250 kHz, 4 kA/m), en comparacién con los datos de un control (solucién acuosa sin NPs, o).

Las NPs y-Fe20s/PLGA y (y-Fe203/PLGA)/QS se transformaron en agentes liberadores de
calor, posiblemente gracias a la oscilacion del momento magnético de y-Fe20Os y a la pérdida por
histéresis magnética [Reddy L.H. y cols., 2012; Dutz S. y Hergt R., 2014]. Como consecuencia, la
temperatura de ambos nanosistemas aumento de 25 °C a la temperatura minima de hipertermia,

que fue de = 42 °C para ambos casos, en un tiempo d= 30 min y = 32 min para las particulas y-
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Fex03/PLGA y (y-Fe203/PLGA)/QS, respectivamente. Se ha descrito que este tiempo de
aproximadamente 30 min es suficiente para destruir una masa tumoral [Dutz S. y Hergt R., 2014;
Kettering M. y cols., 2015]. La temperatura maxima alcanzada, = 46 ° C para ambos casos, se
alcanzo6 después de = 45 min y = 50 min para las particulas y-Fe203/PLGA y (y-Fe203/PLGA)/QS,
respectivamente. Tras este maximo, la temperatura se estabilizéd hasta el final de ambos
experimentos (180 min). Es importante destacar que, si la temperatura del medio excede los 48
°C, las células sanas que rodean la masa tumoral sélida también se veran dafiadas [Reddy L.H. y
cols., 2012; Easo S.L. y Mohanan P.V., 2013; Jadhav S.V. y cols., 2019]. Teniendo en cuenta todo
esto, podria postularse un control apropiado sobre la temperatura y el flujo de calor generado
por los nanosistemas y-Fe203/PLGA y (y-Fe20s/PLGA)/QS; requisito previo importante para la

HTFM antitumoral.

7.3. Eficacia in vitro: citotoxicidad por hipertermia de fluido magnético antitumoral
7.3.1. Metodologia

La eficacia de la capacidad para la HTFM antitumoral de las NPs y-Fe2Os/PLGA y (y-
Fe2O3/PLGA)/QS se evalud en la linea celular tumoral T-84 de adenocarcinoma de colon humano
(suministrada por la American Type Culture Collection, EE. UU.) en cuatro grupos de muestras
diferentes (1 grupo problema: grupo 1; y 3 grupos control: grupos 2, 3 y 4), mediante el ensayo
colorimétrico de MTT de acuerdo con la norma ISO-10993-5 [International Organization for
Standardization, 2009]. La descripcién de esta metodologia esta detallada en el capitulo 6
“Biocompatibilidad y toxicidad de los nanosistemas”, apartado 6.3.1. “Viabilidad celular relativa
(%)”, v se puede encontrar definida en la literatura [Mufioz de Escalona M. y cols., 2016;
Khandhar A.P. y cols., 2012; Fantechi E. y cols., 2014].

Las células fueron cultivadas seguin lo indicado para la linea celular T-84 en el capitulo 6
“Biocompatibilidad y toxicidad de los nanosistemas”, apartado 6.3.1. “Viabilidad celular relativa
(%)”. Posteriormente, y tras un recuento celular (camara de Neubauer), se sembraron en placas
de 24 pocillos (104 células / pocillo) y se incubaron durante 2 h en presencia (grupos 1 y 2) o
ausencia (grupos 3y 4) de las NP (0.4 %, p/p) (37.0 +0.5 °C, atmosfera humidificada al 5% de COz)
(Incubador CO2 MCO-19AIC (UV), Sanyo Electric, Japén). A continuacion, las suspensiones de
células se centrifugaron (10 min, 4.000 rpm) y las NPs no unidas o débilmente unidas a las células,

se descartaron. Los sedimentos celulares generados tras el proceso de centrifugado anterior se
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resuspendiron en 200 uL de medio de cultivo nuevo. Finalmente, estas muestras celulares fueron
expuestas (grupos 1y 3) ono (grupos 2y 4) al CEMA durante 1 h, tras la cual se incubaron durante
30 min (25.0 = 0.5 °C). Después de este proceso, las suspensiones celulares se lavaron dos veces
con PBS para volver a ser resuspendidas en medio de cultivo. Para completar el ensayo, las
células se sembraron en placas de 24 pocillos (104 células/pocillo), se mantuvieron en condiciones
de cultivo durante 48 h (37.0 = 0.5 °C atmdsfera humidificada al 5% de CO2) (Incubador CO:
MCO-19AIC (UV), Sanyo Electric, Japdn), y finalmente, se evalud la viabilidad celular mediante
el anteriormente comentado ensayo colorimétrico de MTT (capitulo 6 “Biocompatibilidad y
toxicidad de los nanosistemas”, apartado 6.3.1. “Viabilidad celular relativa (%)”) [MaJ. y cols.,
2015; Melguizo y cols., 2015; Ortiz y cols., 2015]. Estas determinaciones se hicieron por triplicado.

En resumen, y como se mencioné anteriormente, las células T-84 se sometieron a diferentes
tratamientos: (a) Grupo 1: células T-84 incubadas en presencia de NPs (0,4%, p/p) y bajo la
influencia de un CEMA; (b) Grupo 2: células T-84 incubadas en presencia de NPs (0,4%, p/p) pero
sin exposicion a un CEMA (grupo control); (c) Grupo 3: células T-84 incubadas en ausencia de
NPs pero expuestas a un CEMA (grupo control); y (d) Grupo 4: células T-84 incubadas en

ausencia de NPs y sin aplicacién de un CEMA (grupo de control).

7.3.2. Resultados y discusion

Después de determinar que los nanocompuestos y-Fe2Os/PLGA y (y-Fe203/PLGA)/QS son
agentes productores/liberadores de calor adecuados para su aplicacion en HTFM, se evalud la
eficacia hipertérmica de estas nanoestructuras en células tumorales, concretamente en la linea
celular T-84. Estos resultados, expresados en VCR (%) de las células T-84, se encuentran
recopilados en la Figura 31.

En comparacion con los controles (grupos 2, 3 y 4), los datos experimentales demostraron
que las NPs y-FexO3/PLGA y (y-Fe203/PLGA)/QS sometidas al efecto de un CEMA (250 kHz, 4
kA / m), pueden reducir significativamente la VCR (%) (hasta = 43% y = 39% para y-FexO3s/PLGA
y (y-Fe203/PLGA)/QS, respectivamente; grupos 1) (p <0.05), por lo que se postula que las
particulas  y-Fe2Os/PLGA 'y (y-Fe2Os3/PLGA)/QS pueden ser unas nano-herramientas
prometedoras para la HTFM antitumoral. Curiosamente, se ha evidenciado, por un lado, la falta
de citotoxicidad per se de las NPs (sin aplicacion de un CEMA; grupo 2) y por otro lado, la usencia
de toxicidad de un CEMA cuando se aplica sin la presencia de nanosistemas magnéticos (células
incubadas en ausencia de NPs, grupo 3). Dado estos resultados se considerd que el uso en solitario

de las NPs o del CEMA no suponia un efecto nocivo contra las células T-84.
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Finalmente, los datos de eficacia hipertérmica in vivo de las particulas y-Fe:03/PLGA y (y-

Fe203/PLGA)/QS ayudaran a definir claramente el efecto antitumoral de las nanoestructuras.
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Figura 31. Eficacia hipertérmica in vitro de las NPs (a) y-Fe2Os/PLGA, y (b) (y-Fe203/PLGA)/QS sobre
la VCR (%) de T-84. Los grupos experimentales son células T-84 incubadas en presencia de NPs (0.4%, p/p)
y expuestas a un CEMA (250 kHz, 4 kA / m) (grupo 1), o sin exposiciéon a un CEMA (grupo control 2); o,
células T-84 incubadas en ausencia de NPs expuestas a un CEMA (250 kHz, 4 kA / m) (grupo de control 3),

o sin exposicién a un CEMA (grupo de control 4). Los datos experimentales se expresan como medias + DE

(n=3).
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C8. Vehiculizacién del farmaco cisplatino

8.1. Introduccion

8.1.1. Nanosistemas con potencial aplicacion en terapéutica

Tal como se ha indicado en capitulos anteriores, una de las aplicaciones de los nanosistemas
en el campo de la biomedicina es actuar como agentes terapéuticos, esto es, sistemas
transportadores de sustancias terapéuticas dirigidas a una region diana del organismo. Una vez
en la region diana, las sustancias terapéuticas se acumulan ahi e interaccionan especificamente
con las células [Torchilin V.P., 2000]. Una nanoestructura puede asociarse con diversas sustancias
terapéuticas como farmacos, péptidos, proteinas, anticuerpos y material genético [Sousa D. y
cols., 2019]. Los beneficios de esta asociacion, en el caso concreto de la quimioterapia, son los
siguientes: administracion controlada y especifica de las sustancias terapéuticas a la regién diana
[Li Z. y cols., 2017; Amreddy N. y cols., 2018], aumento de la eficacia terapéutica al favorecer la
disminucién de la dosis necesaria para ejercer el efecto terapéutico, aumento de la seguridad al
disminuir los posibles efectos adversos asociados a una amplia biodistribucion de la sustancia
terapéutica (distribucién no especifica y extravasacién en areas no objetivo) y altas dosis
administradas [Arias J.L., 2011b; Kotelevets L. y cols., 2016; Alshehri S. y cols.,2020; Kim K. y cols.,
2020; Liu S. y cols.,2021], control de las caracteristicas fisicoquimicas del sistema y mejora de las
caracteristicas farmacocinéticas de la sustancia terapéutica (metabolismo acelerado y semivida
plasmatica corta), y disminucion de la susceptibilidad para inducir resistencias. Adicionalmente,
asociar agentes quimioterapicos a nanosistemas puede contribuir a la introducciéon de nuevas
estrategias terapéuticas que se combinan con la quimioterapia: quimioterapia y terapia
fototérmica [Pei W. y cols., 2020], quimioterapia y terapia fotodindmica [Zhang Y. y cols., 2021] y
quimioterapia e hipertermia [Yang, S.-J] y cols., 2020].

Ademas de en el tratamiento del cancer, la aplicacién de nanosistemas como agentes
terapéuticos o preventivos también se estd estudiando para el abordaje de enfermedades de tipo
virico (VIH en el SIDA; virus SARS-CoV-2 en la COVID-19) [Gu ]. y cols., 2017; Mandal S. y cols.,
2019; Ansari M.A. y cols., 2020; Chung Y.H. y cols., 2020], enfermedades neurodegenerativas
como el Parkinson [Barcia E. y cols., 2017; Li A. y cols., 2021] y el Alzheimer [Wen M.M. y cols.,
2017; Li A. y cols., 2021], y enfermedades de tipo inflamatorio intestinal, como la enfermedad de

Crohn [Patel M.M. y cols.,2016; Rouco H. y cols., 2020], entre otras.

8.1.2. Cisplatino

El Cisplatino o cis-diaminodicloroplatino (II) (CDDP) es un farmaco antineoplasico de la

familia de los compuestos de platino. Por tanto, en el centro de su estructura (complejo planar)
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se encuentra el atomo de platino rodeado por cuatro enlaces dirigidos hacia cuatro esquinas
donde se encuentran dos atomos de cloro y dos moléculas de amoniaco (NHs) (Figura 32). El
CDDP presenta funciones oncoliticas comparables con las de los agentes antineoplasicos
alquilantes [Wellstein A.y cols., 2011 ; Centro de Informacién online de Medicamentos
Autorizados de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (CIMA: AEMPS),
2022] Brevemente, el mecanismo de acciéon del CDDP radica en su capacidad para unirse
covalentemente al ADN formando enlaces cruzados dentro y entre las cadenas provocando
finalmente la inhibicién de la sintesis de ADN [Iram y cols., 2017; CIMA: AEMPS, 2022].El efecto
antineoplasico parece que también esta asociado con una ampliacién de la inmunogenicidad
tumoral alquilante [CIMA: AEMPS, 2022] y con varias vias de transduccion de sefiales en las que
participan proteinas quinasas activadas por mitogenos (Mitogen Activated Protein Kinases, MAPK),
la proteina quinasa ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related protein), que forma parte del
mecanismo de respuesta al dafio en el ADN, y los supresores de tumores p53 y p73 [Lopez-Vega
J.M. y Florez ]., 2014]. El resultado final conduce a la muerte celular [Nejati-Koshki K. y cols.,
2014; Iram y cols., 2017; Nejdl L. y cols., 2017].

~NH3
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Figura 32. Estructura quimica del CDDP.

La actividad antineoplasica que parece predominar para el CDDP es la inhibicién de la
sintesis de ADN, y por ello se detalla mas en profundidad a continuacién. E1 CDDP atraviesa la
membrana de la célula mediante de un transportador de Cu? (CTR1)y una vez dentro, donde la
concentracion de cloruros es mas baja, los dos atomos de cloruro del CDDP son desplazados por
moléculas de agua. El CDDP pasa de ser una molécula neutra a una cargada positivamente
altamente reactiva capaz de interaccionar con proteinas y el ADN cargado negativamente
[Wellstein A.y cols., 2011; Lopez-Vega J.M. y Florez J., 2014]. Como se adelantaba en lineas
anteriores esta interaccion consiste en enlaces covalentes irreversibles cruzados entre cadenas e

intracatenarios. En el ataque nucleofilico, el CDDP tiene preferencia por la posicion N-7 de la
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guanina y la adenosina, formandose enlaces guanina-guanina en la misma hebra de ADN, o de
guanina-adenina entre dos hebras distintas [Lopez-Vega J.M. y Florez J., 2014; CIMA: AEMPS,
2022]. Concretamente, los enlaces formados entre el platino, la adenosina y la guanina conforma
la estructura mas citotoxica de todas. Como resultado, el CDDP provoca la inhibicién de la
replicacién y transcripcién del ADN, ruptura del material genético y errores en la codificacién de
una o ambas cadenas de ADN [Wellstein A.y cols., 2011; Lépez-Vega ].M. y Florez ]., 2014] y a la
apoptosis si estos errores en el ADN son reconocidos por p53 y otras proteinas involucradas en
esta via de control [Wellstein A. y cols., 2011]. En clinica, el CDDP, administrado como tinico
agente antitumoral o en terapia combinada, ha demostrado ser un importante y potente farmaco
en quimioterapia contra tumores solidos: cancer de pulmoén, cancer de mama, cancer de ovario,
cancer de cerebro, cancer de colon y carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello [Wellstein
A. y cols.,, 2011; Dasari S. y cols., 2014]. En concreto, el CDDP es uno de los farmacos
antineoplasicos por excelencia empleados en el tratamiento del cancer de pulmon, en especial,
cancer de pulmoén de células pequefias [Dasari S. y cols., 2014].

Pre y post- administracion del farmaco CDDP, se debe seguir un régimen de
hiperhidratacion para favorecer la diuresis durante y después del tratamiento, esto hara que una
de las reacciones adversas mas importantes del CDDP, la nefrotoxicidad, se reduzca [Wellstein
A.y cols., 2011; Dasari S. y cols., 2014; CIMA: AEMPS, 2022]. El CDDP se administra por via
intravenosa en una solucion de cloruro sédico, importante para prevenir la degradacién de las
moléculas de farmaco. En el torrente sanguineo estas moléculas de CDDP se pueden unir a
proteinas mediante enlaces covalentes haciendo que la concentracion libre en sangre disminuya,
pero aumente su semivida plasmatica. Ademas, su unién provocara la perdida irreversible de la
actividad bioldgica de las proteinas [Lopez-Vega ].M. y Florez J., 2014]. El tiempo de semivida
plasmatica (ti2) del CDDP es de maximo 50 minutos [Wellstein A. y cols., 2011; Lopez-Vega ].M.
y Florez J., 2014]. El CDDP tiene una intensa fijacion a los tejidos, especificamente, las moléculas
de farmaco alcanzan concentraciones elevadas en los rifiones, razon de la accion nefrotoxica del
quimioterapico. Finalmente, el CDDP se elimina principalmente por la orina [Wellstein A. y cols.,
2011].

La dosis de CDDP intravenoso (solucion de cloruro sédico) administrada varia en funcién
del tipo de cancer a tratar y de la pauta a utilizar (monoterapia o combinado con otras terapias).
En monoterapia se recomienda: (a) 50 - 120 mg/m? de superficie corporal cada 3-4 semanas o (b)
15 - 20 mg/m? de superficie corporal por dia, durante 5 dias, cada 3-4 semanas. En terapia

combinada, la dosis de CDDP debe reducirse (= 20 mg/m? o més una vez cada 3-4 semanas)
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[CIMA: AEMPS, 2022]. La dosis también debe ajustarse en caso de insuficiencia renal [Lopez-
Vega ].M. y Florez J., 2014].

La farmacocinética del CDDP pone de manifiesto las limitaciones de la quimioterapia
convencional con: una rapida eliminacion del torrente sanguineo (ti2 <1 h), inactivacion de
proteinas plasmaticas y reacciones adversas probablemente asociadas a un direccionamiento
inespecifico y altas dosis (nefrotoxicidad, ototoxicidad, mielosupresion, nauseas, vdémitos
intensos, hipomagnesemia, neuropatia periférica [Wellstein A. y cols., 2011; Nejati-Koshki K. y
cols., 2014; Iram y cols., 2017]). Ademas, la aparicién de resistencia al CDDP en algunos pacientes
surge también como efecto no deseado [Nejati-Koshki K. y cols., 2014; Iram y cols., 2017; Morovati
A. y cols.,, 2019]. Una de las razones que conducen al desarrollo de resistencias a farmacos de
platino es la mayor actividad de los mecanismos intracelulares de reparacion del ADN dariado,
la reduccién de la acumulacion de los farmacos en las células, aumento de los niveles de
antioxidantes como el glutation que es capaz de desplazar al platino de su unién con el ADN e
inactivacion de la via de apoptosis celular, entre otros muchos mecanismos de generaciéon de
resistencias [Wellstein A. y cols., 2011; Shen D.W. y cols., 2012; Lépez-Vega ] M. y Florez J., 2014].

Para vencer todas estas limitaciones de la quimioterapia clasica, se recurre a nuevas formas

farmacéuticas en donde se incluyan farmacos como el CDDP, estos son los sistemas coloidales.

8.1.3. Estrategias de disefio de nanotransportadores de farmacos: Carga de farmacos

La incorporacion del formaco CDDP en nanosistemas de transporte y liberacion de farmacos
con potencial aplicacién en cancer ya se ha propuesto para nanoparticulas basadas en PLGA
[Avgoustakis K. y cols., 2002; Mattheolabakis G. y cols., 2009] y basadas en QS [Kim, J.-H y cols.,
2008; Morovati A. y cols., 2019]. La carga de un compuesto como el CDDP en una NP puede
realizarse siguiendo dos metodologias de incorporacion de farmacos: (a) absorcion del farmaco
dentro de la matriz de la nanoestructura (absorcién matricial) o (b) adsorcidon del farmaco a la
superficie de la nanoestructura (adsorcion superficial). La metodologia empleada para la
incorporacién del farmaco tendra un efecto en su posterior liberacion. EI método de absorcion
matricial es el método principal empleado para la incorporacion de firmacos en nanosistemas, y
basicamente consiste en introducir el farmaco en la nanoestructura en el momento de la sintesis
del nanosistema. Cuando el farmaco es incorporado dentro de la estructura y no en superficie, se
espera una liberacién controlada y mas sostenida en el tiempo en comparacion con la liberacién
de un farmaco adsorbido en la superficie del nanosistema. Esto se debe a que el perfil de

liberacién estara controlado por la composicion de la nanoparticula [Avgoustakis K. y cols., 2002].
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Esto se vera en detalle mas adelante en este capitulo (apartado 8.1.4. Liberacién de fdrmacos

sensible a estimulos).

8.1.4. Liberacion de farmacos sensible a estimulos

Un avance importante en el ambito de la liberacion controlada de agentes terapéuticos y
especifica de regiones diana se consigue con el uso de nanosistemas que responden a diversos
estimulos, ya sean cambios en el medio que les rodea o estimulos externos [Prusty D.K. y cols.,
2018]: pH, temperatura, campos electromagnéticos, ultrasonidos, luz, acciéon enzimatica y accion
de antioxidantes como el glutation [Prusty D.K. y cols., 2018; Jiang X. y cols., 2019; Wu L. y cols.,
2019]. Un nanosistema con potencial aplicacién en cancer puede disefiarse con unas determinadas
caracteristicas fisicoquimicas que hagan de él un nanotransportador sensible a las caracteristicas
fisioldgicas tipicas del microambiente tumoral como un pH 4cido, una elevada concentracién de
glutation y enzimas especificas [Cheng R. y cols., 2013; Jiang X. y cols., 2019]. Adicionalmente,
cualquier nanotransportador disefiado adecuadamente puede responder a estimulos externos
aplicados intencionadamente, como un campo electromagnético, ultrasonidos y fuente de luz.
Concretamente, se han informado grandes beneficios en la ingenieria de nanotransportadores de
farmacos sensibles al pH [Nejati-Koshki K. y cols., 2014; Dominguez-Rios R. y cols., 2019] y/o al
aumento de la temperatura producido por el efecto hipertérmico (campo electromagnético)
[Babincova M. y cols. 2008; Souza K.C. y cols., 2009]. La liberacion del farmaco incorporado en
este tipo de nanosistemas se activa cuando este alcanza el intersticio tumoral (pH = 5) y /o cuando
la zona tumoral diana se somete a la acciéon de un campo electromagnético alterno de alta
frecuencia que provocard un aumento controlado y localizado de la temperatura en la zona
tumoral basado en el efecto hipertérmico (ver capitulo 7 “Hipertermia de fluido magnético
antitumoral”).

El CDDP ya se ha cargado previamente en nanosistemas basados en PLGA/QS [Babu A. y
cols., 2017; Pina M.F. y cols., 2017] pero hasta ahora no se ha caracterizado la respuesta dual al

pH y al calor desencadenado por hipertermia magnética.

8.2. Incorporacion del farmaco cisplatino en nanoparticulas maghemita/poli(D,L-lactida-

co-glicolida)

La preparacion de los nanocompuestos finales (y-Fe203/PLGA)/QS cargados con moléculas

de farmaco CDDP se llevo a cabo empleando en la formulacidn final NPs y-Fe203/PLGA cargadas
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con CDDP con los valores de eficacia de atrapamiento (Entrapment Efficiency, EE%) y carga de
farmaco (Drug Loading, DL%) mas altos (es decir, 82 % y 16%, respectivamente; ver apartado 8.4.
“Cuantificacion in vitro de la incorporacion del farmaco cisplatino” de este mismo capitulo) (n =
3).

La carga de CDDP en las NPs y-Fe20s/PLGA se produjo durante el proceso de formacion de
estas NPs core/shell, anteriormente comentado. En este caso, el CDDP se incorporé en los 10 mL
de la solucion acuosa de PVA (1%, p/v), antes de la adicién de la fase orgénica. Se evaluaron

diferentes concentraciones de farmaco: 1x 105, 5x 105, 1x 10+, 5x 10y 1x 103 M.

8.3. Confirmacion de la incorporacion del farmaco cisplatino en la matriz del poli(D,L-lactida-

co-glicolida)
8.3.1. Metodologia

Una vez incorporado el farmaco CDDP en las NPs y-FexOs/PLGA, se comprobd que
realmente las moléculas de farmaco estaban embebidas en la matriz polimérica de PLGA, y no
adheridas a la superficie de las NPs y-Fe2O3/PLGA. Para demostrar esta situacion, suspensiones
acuosas de NPs (0.1%, p/v) cargadas con CDDP se sometieron a un analisis electroforético (pH =
6; Zetasizer Nano-ZS, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido). Las medidas de
C (mV) se realizaron a diferentes concentraciones de KNOs (1x 105, 1x 10+, 1x 10, 1x 102 M y 1x
101 (25.0 £ 0.1 °C; n = 3). La metodologia esta descrita en el capitulo 4 “Caracterizacién fisica,
quimica y fisicoquimica”, apartado 4.2. “Estudio de la evolucién de las propiedades eléctricas
superficiales”.

La técnica de electroforesis es esencial para este tipo de estudios debido a su alta sensibilidad
a cualquier cambio en la superficie de las particulas [Reddy L.H. y cols., 2012; Clares B. y cols.,

2013].

8.3.2. Resultados y discusion

Las condiciones fijadas para la sintesis de NPs de y-Fe:O3/PLGA cargadas con CDDP
determinaron un atrapamiento mecanico adecuado del farmaco hidréfilo [Tian J. y cols., 2017] en
la matriz de PLGA hidréfoba [Pérez-Artacho B. y cols., 2012]. Previamente se ha determinado la
precipitacion practicamente instantanea de la matriz polimérica justo al entrar este polimero en
contacto con la fase acuosa durante la sintesis de las NPs (técnica de nanoprecipitaciéon con

evaporacion del disolvente) [Vauthier C. y cols., 2009; Holgado, M.A. y cols., 2011]. Como
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consecuencia, el atrapamiento mecanico de las moléculas de farmaco dentro de la red polimérica
se vio facilitado [Bilati U. y cols., 2005]. De forma complementaria, los agentes tensoactivos, como
por ejemplo los poloxdmeros o el PVA, pueden inducir la apertura de las cadenas del polimero
para crear un espacio dentro de la matriz de PLGA donde se podrian incorporar las moléculas de
farmaco [Soppimath, K.S. y cols., 2001; Vauthier C. y cols., 2009]. Ademas, la incorporacién de
CDDP en la matriz de PLGA podria ser la consecuencia de interacciones electrostaticas atractivas
entre las moléculas de CDDP, cargadas positivamente cuando el grupo —-NH esta protonado, y el
polimero cargado negativamente (= -10 mV a pH natural 6). Las repulsiones electrostaticas entre
las moléculas de CDDP, cargadas positivamente, y los nticleos de y-Fe20s cargados positivamente
(= +20 mV a pH natural 6) pueden prevenir la adsorcion del farmaco en estos 6xidos de hierro.
La incorporaciéon del farmaco CDDP en la matriz de PLGA se confirmé al observar los

resultados aportados por las mediciones electroforéticas (Figura 33).
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Figura 33. Potencial zeta ((, mV) de las particulas de (A ) y-Fe203/PLGA “vacias” y (A ) y-Fe2Os/PLGA

cargadas con CDDP en funcién de la concentracion molar de KNOs, a un pH constante (pH = 6).

Los comportamientos (C, mV) de las particulas de y-Fe20s/PLGA no cargadas y de y-
Fe203/PLGA cargadas con CDDP fueron bastante similares entre si. Este hallazgo determina que
no existe ninguin tipo de alteracion en la superficie de las NPs cuando se cargaron con el agente

quimioterapico, es decir, que no hay restos de moléculas de CDDP adheridas a la superficie de
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las NPs, lo que puede sugerir una absorcion eficiente de las moléculas de CDDP en los

nanocompuestos y-Fe20s/PLGA.

8.4. Cuantificacion in vitro de la incorporacion del farmaco cisplatino
8.4.1. Metodologia

La evaluacion de la cantidad de agente antitumoral incorporada en las particulas y-
Fe203/PLGA y (y-Fe20s/PLGA)/QS se realizé por triplicado mediante un procedimiento indirecto
y otro directo, pero siempre siguiendo una metodologia de deteccién basada en determinaciones
espectrofotométricas UV-Vis de las moléculas de CDDP (espectrofotémetro UV-Vis Lambda ™
25, Perkin Elmer Inc., EE. UU.). El método directo se propuso como mejora de la determinacion
de la incorporacion de CDDP en NPs de forma indirecta, que es el procedimiento clasico.

Por un lado, el método indirecto consiste en la determinaciéon mediante espectroscopia UV-
Vis de las moléculas de CDDP remanentes en el sobrenadante recogido después de varios
procesos de limpieza de las NPs: separacion magnética (iman de 0.4T) y centrifugacion del
sobrenadante recogido tras la separacion magnética (60 min a 11.000 rpm, Centrifuge 5804;
Eppendorf Ibérica S.L.U., Espafia). De esta forma, la cantidad de CDDP incorporado en las NPs
(mg) se determind indirectamente calculando la diferencia entre la cantidad total de farmaco
CDDP utilizado (mg) y la cantidad de farmaco CDDP determinado en los distintos
sobrenadantes, es decir la cantidad de moléculas de CDDP no incorporadas en las NPs. La
centrifugacion de los sobrenadantes resultantes de la separacion magnética tuvo como objetivo
la eliminacién de posibles particulas no magnéticas o con baja capacidad magnética.

Por otro lado, la cuantificacién de la incorporaciéon del farmaco CDDP en los
nanocompuestos mediante el método directo consistié en la medicidn por espectroscopia UV-Vis
de la concentracién de CDDP en las muestras de NPs cargadas tratadas por medio de un proceso
de digestion. Brevemente, suspensiones acuosas de NPs de y-Fe203/PLGA cargadas con CDDP
se aislaron del medio mediante la aplicacion de un campo magnético (iman de 0.4T) y la posterior
evaporacion controlada del remanente acuoso en estufa a 35.0 + 0.5 °C. Después, a esta muestra
seca de NPs de y-Fe2xO3/PLGA cargadas con CDDP (21 mg de NPs) se le anadieron 5 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO) para destruir la capa polimérica de PLGA [Fasehee y cols., 2017]. Las
muestras de NPs en DMSO (4.2 mg/mL, 5 mL) se sonicaron (frecuencia de sonicacion: 42 kHz,
potencia de salida: 100 W; bafio ultrasénico Bransonic®, Branson Ultrasonics Corporation, EE.
UU.) durante 10 min, tras lo cual se dejaron en reposo durante la noche. Al dia siguiente, estas

mismas muestras se centrifugaron (2 ciclos de 20 min a 11.000 rpm, Centrifuge 5804; Eppendorf
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Ibérica S.L.U., Espana), y el sobrenadante se rescato y se analiz6 para determinar la concentracion
de CDDP mediante espectroscopia de UV-Vis [Nassir A.M. y cols., 2018].

En todas estas cuantificaciones, se tuvieron en cuenta las contribuciones a la absorbancia de
fuentes distintas a las variaciones en la concentracion del farmaco, es decir, PVA, 4cido acético y
Kolliphor® P-188, restando la absorbancia del sobrenadante obtenido bajo las mismas
condiciones anteriormente comentadas, pero sin la incorporacién del farmaco CDDP en la sintesis
de NPs.

Las medidas de absorcién UV-Vis se realizaron a la longitud de onda de maxima absorbancia
de este quimioterapéutico: 301 nm. El método fue previamente validado, verificandose su
precision, exactitud y linealidad. Se observd una buena linealidad a esta longitud de onda entre
los datos de absorbancia y concentracidon del fdrmaco CDDP determinada por un coeficiente de
correlacién lineal (r) = 0,997.

La incorporacion del farmaco CDDP en las NPs de y-FexOs/PLGA vy, por ende en las NPs de
(y-Fe203/PLGA)/QS, se calculd en términos de EE (%) y DL (%) (Ec. 21 y Ec. 22):

cantidad de CDDP (mg) cargado en las NPs
EE (%) = : — 100 (21)
cantidad total de CDDP utilizado (mg)
cantidad de CDDP (mg) cargado en las NPs
DL (%) = : (mg) carg x 100 (22)
cantidad total de NPs cargadas con CDDP (mg)

La determinacién directa e indirecta de los valores de EE% y DL% permite comparar ambas

metodologias.

8.4.2. Resultados y discusion

Los valores de EE (%) y DL (%) del farmaco CDDP en los nanocompuestos y-Fe20s/PLGA y
(y-Fe20s/PLGA)/QS se recogen en la Tabla 9.

Tabla 9. Valores de EE (%) y DL (%) para CDDP en las particulas y-Fe20s/PLGA y (y-Fe203/PLGA)/QS.

[CDDP] [CDDP]

Nanocompuestos (ug/ml) (M) EE: (%) EEd (%) DLi (%) DLa (%)
3 105 13.399+2.191 9.677+0.406 0.021+0.003 0.014 +0.001
15 5x105 26.318+0.259 25.456+0.318 0.212+0.079 0.205+0.071
y-FeOs/PLGA 30 104 64.166+1.545 44.372+1.019 0.995+0.163 0.689 +0.138
150  5x10¢ 62273+4.048 58.111+0.706 5.945+0.364 5.732+0.698
300 105 81.555+0.228 75.294 +0.304 16.057 +2.359 14.813 +2.176
(y-Fe205/PLGA)/QS 300 105 81.311+0.089 - 14.974 +3.025 ]
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Como se esperaba, la concentracion de farmaco influyé positivamente en la absorcion de
este en la nanoestructura de y-Fe2O3/PLGA. Ademas, no se observaron modificaciones relevantes
en los valores de EE (%) y DL (%) cuando estas particulas se recubrieron con QS.

Por otro lado, se puede comprobar como el método directo e indirecto arrojaron valores de
EE (%) y DL (%) para las NPs de y-Fe:03/PLGA bastante similares, lo que determino la aplicacién
de un método indirecto para la cuantificacion de la incorporacion de CDDP en las particulas
finales de (y-Fe20s/PLGA)/QS. Esta metodologia fue preferible, a igualdad de valores de EE (%)
y DL (%), debido a su menor complejidad y menor grado de manipulacion de la muestra, es decir,
no implico la destruccion de las NPs.

La incorporacién de CDDP en las particulas (y-Fe20s/PLGA)/QS reportd valores de EE (%)
y DL (%) mayores (= 81% y 15%, respectivamente) a los previamente atribuidos a particulas no

magnéticas basadas en PLGA/QS (EE = 44%; DL = 9%) [Babu A. y cols., 2017].

8.5.Liberacion in wvitro del farmaco cisplatino desde nanoparticulas

(maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida))/quitosano
8.5.1. Metodologia

El perfil de liberaciéon de un farmaco desde los nanosistemas esta determinado parcialmente
por la sensibilidad del nanosistema a estimulos externos (por ejemplo, diferentes valores de pH
o temperatura) [Arias J.L. y cols., 2012]. Los valores de pH del cuerpo humano difieren mucho
segun el 6rgano, tejido, célula o incluso organulo. Concretamente, el pH en la inmediacién de los
vasos sanguineos y el pH extracelular en un tejido sano es de = 7.4 [Reshetnyak Y.K., 2015],
mientras que los entornos endo- y liso-somales son levemente mas dcidos (alrededor de 5.5 en
células tumorales) [Sun Y. y cols., 2018]. Por otro lado, el pH extracelular y endo- / liso-somal en
tejidos tumorales (alrededor de 5.5 en células tumorales) es mas bajo que el pH respectivo en el
tejido sano [Reshetnyak Y.K., 2015].

Los nanocompuestos sensibles a pHs acidos ofrecen cinéticas de liberacion aumentadas
cuando estos son expuestos a medios acidos como el ambiente acido del tejido tumoral o el de los
lisosomas (implica absorcion celular). De esta forma, la concentracion de farmaco en la zona de
liberacién se ve aumentada [Arias J.L. y cols., 2012].

Los experimentos de liberacion del farmaco CDDP desde los nanocompuestos se basaron en
el método de la bolsa de dialisis (n = 3), y se llevaron a cabo utilizando las particulas finales (y-
Fe203/PLGA)/QS con los valores de EE (%) y DL (%) mas altos (81% y 15% para (y-

Fe203/PLGA)/QS); ver apartado 8.4. “Cuantificacién in vitro de la incorporacién del farmaco
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cisplatino” de este mismo capitulo) alcanzados con la concentracion minima de farmaco (10~ M)
[Clares B. y cols., 2013; El-Hammadia M.M. y cols., 2017]. La bolsa de dialisis va a retener a las
NPs dentro, permitiendo tnicamente la salida del fdrmaco liberado de la NP al medio de
liberacién.

Los medios de liberacién empleados fueron tampones a base de acido citrico-fosfato de sodio
(CsHsO7-Na2HPO4) o acido citrico-hidréxido de sodio (CsHsO7-NaOH) que reproducen el pH del
torrente sanguineo (pH 7.4 + 0.1) o el microambiente acido de un tumor (pH 5.0 + 0.1) [Chen D. y
cols., 2016], respectivamente. Ambos se mantuvieron a la temperatura normal del cuerpo humano
(normotermia o eutermia, 37.0 £ 0.5 C), o0 a la temperatura representativa de los experimentos de
liberacién de farmacos favorecida por el efecto de hipertermia magnética (45.0 + 0.5 C) [Kim H.-
C. y cols., 2015; Chen L. y cols., 2018; Amin M. y cols., 2020]. Esta tltima temperatura es también
la temperatura maxima de hipertermia caracteristica de los coloides magnéticos comunmente
utilizados como agentes de hipertermia magnética para el tratamiento del cancer [Park J. y cols.,
2019; Amin M. y cols., 2020.]. En total, fueron 4 los ensayos de liberacion in vitro que se llevaron
a cabo (n=3).

Concretamente, estos comenzaron con el tratamiento de las membranas de dialisis (2000 Da,
Spectrum® Spectra / Por® 6, New Brunswick, EE. UU.): se sumergieron en agua a 25.0 + 0.5 C
durante 12 h. Después, 2 mL de la dispersion acuosa (pH de 7.4 + 0.1 o pH de 5.0 £ 0.1) NPs de
(y-Fe203/PLGA)/QS cargadas con CDDP (contenian 2.5 mg/mL de CDDP) se vertieron en la bolsa
de dialisis con los dos extremos correctamente cerrados. Las bolsas de didlisis se colocaron en un
vaso de precipitados de vidrio que contenia 0.1 L de medio de liberacién y se agitaron a 100 rpm.
A intervalos de tiempo prefijados, se extrajo un mL del medio para analisis espectrofotométrico
UV-Vis del contenido en CDDP del medio (301 nm; procedimiento analitico detallado en el
apartado 8.4 “Cuantificacién in vitro de la incorporacion del fdrmaco cisplatino” de este mismo
capitulo para cuantificar la carga de farmaco). Tras el muestreo, se afiadié un volumen igual del
medio de liberacién, también a 37.0 + 0.5 0 45.0 + 0.5 °C, para mantener las condiciones de los
ensayos. La velocidad de agitacion, la temperatura y el pH del medio de liberacion se
mantuvieron fijos durante todo el experimento.

Finalmente, los resultados de los ensayos de liberacién in vitro del farmaco se expresaron
como un porcentaje de farmaco liberado (%) en funcion del tiempo. El % de farmaco liberado se

determind mediante la siguiente ecuacion (Ec. 23) [El-Hammadia M.M. y cols., 2017]:

(23)

) Cantidad de CDDP liberado (mg)
CDDP liberado (%) = X 100

Cantidad de CDDP incorporado en las NPs (mg)
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8.5.2. Resultados y discusion

La liberacion sensible al pH de CDDP de las NPs (y-Fe2O3/PLGA)/QS se evalud a 37.0 + 0.5
°C empleando distintos medios de liberacién que reproducen el pH 7.4 del torrente sanguineo o
el microambiente acido tumoral (pH = 5.0) (Figura 34). Se identificé un perfil de liberacién
bifasico, que es caracteristico de las particulas de PLGA [Avgoustakis K. y cols., 2002; EI-
Hammadi M.M. y cols., 2017] y QS [Kim J.-H. y cols., 2008; Arias J.L. y cols., 2011a], y que se ha
visto también para nanoestructuras mixtas de PLGA/QS cargadas con paclitaxel [Babu A. y cols.,
2017] e itraconazol [Alhakamy N.A. y cols., 2019]. En detalle, el proceso comenzé con una
liberacién rapida de farmaco, que tuvo lugar en las 6 primeras horas: se alcanzé un 21% a pH 7.4
y un 39% a pH 5.0. Después, el CDDP restante se liberé lentamente durante aproximadamente
las siguientes 154 horas, a pH 7.4, y 66 horas, a pH 5.0. Este caracteristico perfil bifasico de
liberacion podria atribuirse inicialmente a la difusion del farmaco CDDP a través de la
arquitectura de la estructura de PLGA/QS y posteriormente a la degradacion/erosion de estas
matrices poliméricas durante la fase final de liberacion del farmaco [Duran-Lobato M. y cols.,
2014; El-Hammadi M.M. y cols., 2017; Pretel E. y cols., 2017]. Esto puede sugerir que la mayor
parte de las moléculas de CDDP se encontraban atrapadas en la matriz polimérica de PLGA. El
comportamiento de liberacion de CDDP sensible al pH se identific6 en la Figura 34,
concretamente la liberacién de las moléculas del farmaco CDDP es 1.4 veces mas rapida a pH 5.0
en comparaciéon con la velocidad de la liberacién a pH 7.4 (p <0.05). En comparacién con el
comportamiento de liberacion en el medio que simula el ambiente sanguineo, la rdpida liberacion
del farmaco al pH acido intratumoral puede ser consecuencia de la mayor solubilidad del QS a
valores de pH mas bajos [Arias J.L. y cols., 2011a; Taghavi S. y cols., 2017] y la degradacion
acelerada del PLGA por el aumento de la hidrdlisis de los enlaces éster de su estructura quimica
[Jain G.K. y cols., 2010; Dominguez-Rios R. y cols., 2019]. La presencia del recubrimiento hidréfilo
que aporta el QS a la matriz de PLGA podria mejorar la interaccion de las NPs con el medio
acuoso acido que las rodea, facilitando asi una degradaciéon del PLGA por hidrélisis mas rapida
y, en consecuencia, una la liberacion de CDDP mas rapida en comparacion con lo que se vio que

ocurria a pH 7.4 [Jain G.K. y cols., 2010].
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Figura 34. Comportamiento de liberacion in vitro de CDDP (%) desde las NPs (y-Fe203/PLGA)/QS en
funciéon del tiempo de incubacién (h) a 37.0 £ 0.5 °Cy a pH 7.4 + 0.1 (m) o pH 5.0 + 0.1 (m). Los datos se

presentan como valor medio y desviaciones estandar (DE) (n = 3).

La liberacion in vitro de las moléculas del farmaco CDDP se vio aumentada de forma
considerable cuando las NPs (y-Fe203/PLGA)/QS se mantuvieron a la temperatura comtinmente
establecida en la hipertermia magnética (45.0 + 0.5 °C), a partir de la cual se desencadena la
liberacién del farmaco [Baeza A. y cols., 2012; Kim H.-C. y cols., 2015; Chen L. y cols., 2018; Amin
M. y cols., 2020]. A esta temperatura de hipertermia (45.0 + 0.5 °C), el proceso de liberacién de
CDDP fue muy rapido (Figura 35), en comparacion con el de la liberacion a un pH fisioldgico de
7.4+0.1. Concretamente, la liberacion total del farmaco CDDP se completé en 10 h, a7.4+0.1, y en
6 h, a pH 5.0+0.1. La rapida liberacion de CDDP desde las NPs (y-Fe203/PLGA)/QS podria ser el
resultado de la degradacion mediada por calor [Dunne M. y cols., 2000] y la permeabilidad

mejorada del PLGA a temperaturas superiores a la Tg (= 40 °C) [Park K. y cols., 2021].
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Figura 35. Comportamiento de liberacion in vitro de CDDP (%) desde las NPs (y-Fe203/PLGA)/QS en
funcién del tiempo de incubacién (h) a pH 7.4 £0.1 y 37.0 £ 0.5 °C (m), pH 7.4 £0.1 y 45.0 £ 0.5 °C (0), y pH

5.0+0.1y45.0+0.5°C (e). Los datos se presentan como valor medio y desviaciones estandar (DE) (n = 3).

Analizando los resultados mostrados en las Figuras 34 y 35, se podria postular que los
nanocompuestos de (y-Fe203/PLGA)/QS pueden mostrar un comportamiento de liberaciéon de
CDDP sensible al pH y al calor del medio que les rodea. Esto da lugar a un proceso de liberacion
del farmaco quimioterapico 4.7 veces mas rapido a un pH 5.0 £ 0.1 y a una temperatura de 45 °C
en comparacion con las condiciones fisiologicas de pH 7.4 + 0.1 y temperatura 37 °C (p <0.05). El
valor de 4.7 se estimo para el tiempo = 6 h, momento en que el 100% de las moléculas de farmaco
se liberaron a pH 5.0 + 0.1 y 45 °C, mientras que solo el 21% de las moléculas de CDDP se liberd
apH7.4+0.1y37°C. Finalmente, y observando también las Figuras 8 y 9, se podria concluir que
las particulas funcionalizadas con QS podrian considerarse nanosistemas sensibles a un campo
magnético, al pH y al calor (hipertermia), comportamientos que probablemente vayan a facilitar
la acumulacidn selectiva in vivo de moléculas de CDDP en la zona del intersticio tumoral o incluso
intracelularmente, esto es, dentro de los lisosomas tras la captacion celular [Schmaljohann D. y

cols., 2006; Kalhapure R.S. y cols., 2018; Mai B.T. y cols., 2018].
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8.6. Eficacia terapéutica in vitro de nanoparticulas (maghemita/poli(D,L-lactida-co-

glicolida))/quitosano cargadas con cisplatino.
8.6.1. Metodologia

La capacidad citotéxica del farmaco CDDP encapsulado en las NPs (y-Fe203/PLGA)/QS se
evalud mediante el ensayo MTT (ver capitulo 6 “Biocompatibilidad y toxicidad de los
nanosistemas”, apartado 6.3.1. “Viabilidad celular relativa (%)”) utilizando la linea celular A-549
de adenocarcinoma de pulmén humano (American Type Culture Collection, EE. UU.). La
metodologia relacionada con el cultivo de la linea celular también esta descrita en el capitulo 6
“Biocompatibilidad y toxicidad de los nanosistemas”, apartado 6.3.1. “Viabilidad celular relativa
(%)”. En este caso, se compararon los datos del CDDP cargado en las NPs (y-Fe2Os/PLGA)/QS

con los obtenidos al exponer a las células a moléculas de CDDP libre (n = 3).

Previo al analisis MTT, la linea celular A-549 se cultivé en DMEM (Sigma-Aldrich Chemical
Co., EE. UU.) suplementado con FBS inactivado por calor al 10% (Gibco, Madrid, Espafia), y una
mezcla de antibioticos penicilina-estreptomicina al 1%. (Antibidticos SA, Espana). Las
condiciones de cultivo fueron las siguientes: 37.0 + 0.5 °C en una atmdsfera humidificada con CO:
al 5% (Incubador CO2 MCO-19AIC (UV), Sanyo Electric, Japén). A continuacion, se realizé un
recuento celular empleando la camara de Neubauer para después sembrar en placas de 24
pocillos 5.5 x 103 células/pocillo. Se incubaron durante la noche a 37.0 = 0.5 °C en una atmdsfera
humidificada al 5% de CO: (Incubador CO2 MCO-19AIC (UV), Sanyo Electric, Japon). Al dia
siguiente, el medio de cultivo se sustituyo, por un lado, por un medio nuevo con un determinado
rango de concentraciones de NPs cargadas con CDDP y por otro, con CDDP libre. La
concentracion equivalente de CDDP empleada oscild entre 1 y 20 g/mL (concentracion de NPs:
entre 6.5y 130 g/mL). Tras 72 horas de incubacién a 37.0 = 0.5 °C y atmosfera humidificada al 5%
de CO2 (Incubador CO2 MCO-19AIC (UV), Sanyo Electric, Japon) se llevo a cabo el ensayo MTT
siguiendo el protocolo recogido en el capitulo 6 “Biocompatibilidad y toxicidad de los
nanosistemas”, apartado 6.3.1. “Viabilidad celular relativa (%)”.

La viabilidad celular relativa (RCV, %) se calculé mediante una variante de la ecuacion 17
indicada en el capitulo 6 “Biocompatibilidad y toxicidad de los nanosistemas”, apartado 6.3.1.

“Viabilidad celular relativa (%)”.

Densidad optica células tratadas

VCR (%) = ( ) x 100 (24)

Densidad optica células control

Finalmente, la concentracion de farmaco capaz de provocar el 50% de la inhibicion celular

(ICs0) se estim6 mediante un analisis de regresion no lineal (GraphPad Prism 9.1.0, GraphPad
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Software Inc.,, CA, EE. UU.). Esta determinacidon se realizd con el objetivo de favorecer la
comparacion de la potencia citotoxica del farmaco CDDP libre con la del farmaco asociado a las

NPs (y-Fe20s/PLGA)/QS.

El analisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando el paquete de software IBM® SPSS®
Statistics (version 26.0; IBM Corporation, EE. UU.). Se emple6 la prueba t-Student para comparar
los resultados considerando un intervalo de confianza del 95%. Los datos experimentales se
expresaron como valor medio + DE (n =3), y las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas a p < 0.05, o altamente significativas a p <0.01

8.6.2. Resultados y discusion

En la Figura 36 se puede observar la relacion existente entre la dosis de distintas
formulaciones de CDDP y la inhibiciéon del crecimiento de células cancerosas A-549. A
concentraciones de CDDP equivalentes de 3 a 20 g/mL (esto es: concentraciones de NPs de 20 a
130 g/mL)), se observé un aumento muy significativo de la actividad antitumoral del farmaco
cuando este se cargo en los nanosistemas (y-Fe203/PLGA)/QS (p <0.01 de 3a 10 g/mL; y p <0.001
de 10 a 20 g/mL). Estas NPs de (y-Fe203/PLGA)/QS cargadas con CDDP se consideran por tanto
herramientas con potencial citotoxico, segin la norma ISO-10993-5 (valores VCR < 70%)
[International Organization for Standardization, 2009]. Ademas, el valor de ICs0 de las NPs (y-
Fe203/PLGA)/QS cargadas con CDDP (4.57 + 0.33 g/mL) fue 1.6 veces menor que la de este
farmaco libre (7.48 + 0.37 g/mL) (p < 0.05).

143



C8. Vehiculizacién del farmaco cisplatino

100

VCR (%)

1 3 5 10 15 20
[CDDP] equivalente (ug/mL)

Figura 36. Citotoxicidad in vitro (VCR, %) del farmaco CDDP cargado en NPs de (y-Fe20s/PLGA)/QS

(columna negra) y del farmaco CDDP libre (columna gris claro) en células A-549 de adenocarcinoma de
pulmén humano, después de 72 h de exposicion a una amplia gama de concentraciones de CDDP (rango de
1 g/mL a 20 g/mL de concentracion equivalente de CDDP). La prueba estadistica t-Student (intervalo de
confianza = 95%) fue significativa (* p < 0.05) o muy significativa (** p <0.01, *** p <0.001), en comparacion

con el grupo tratado con CDDP libre.

Esta mayor actividad citotoxica in vitro de las NPs (y-Fe20s/PLGA)/QS cargadas con CDDP
en comparacion con la actividad citotdxica in vitro del farmaco libre, concuerda con
investigaciones anteriores en las que se postula que la carga de CDDP en nanosistemas permite
una mayor captacion celular del farmaco en tejidos tumorales [Huang Y. y cols., 2013; Ghafari M.
y cols., 2020]. Estos resultados se podrian complementar para proporcionar una mayor evidencia
del éxito de administrar CDDP cargado en nanosistemas a las células tumorales, y por tanto del
éxito en el tratamiento contra el cancer de pulmén. Algunas de las pruebas in vitro a realizar
serian: ensayo de apoptosis que implica la tincion con anexina V/yoduro de propidio;
experimento de tincidén con cristal violeta para determinar la viabilidad celular; y ensayos de
formacion de colonias y migracion celular para caracterizar la competencia proliferativa de las
células tumorales al ser expuestas a las NPs cargadas con fairmaco. Ademads de experimentos in
vitro, se necesitarian ensayos in vivo, concretamente en ratones portadores de tumores, para
definir claramente el efecto anticancerigeno de los nanocompuestos (y-Fe203/PLGA)/QS cargados

con CDDP.
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9.1. Introduccion
9.1.1. Fundamentos de la resonancia magnética de imagen

La RMI es una técnica no invasiva basada en los principios de la RMN que permite obtener
informacion sobre determinadas moléculas de un organismo vivo y formar una imagen de sus
organos internos. El sistema de RMI cuenta con un potente iman (campo magnético externo), un
emisor-receptor de ondas de radiofrecuencia (RF; radiacién no ionizante) y la base de toda esta
técnica, atomos de hidrogeno ('H) presentes en el organismo vivo expuesto al campo magnético
y a las ondas de RF [Burtea C. y cols., 2008; Cuesta Pérez J.J. y Cano Duran A.]., 2015]

Labase de la RM est4 en los atomos con un niimero impar de protones, ademas estos atomos
deben estar repartidos por todo el organismo y en abundancia. El atomo de H cumple a la
perfeccion con esta descripcion: tiene un tinico protén en su nucleo y es el atomo mas abundante
en el cuerpo humano. De forma general, los protones giran constantemente sobre si mismos
alrededor de su propio eje generando una carga eléctrica, base del magnetismo de un atomo
(momento magnético). Este movimiento tipico del protén se denomina espin [Corbalan Sevilla
M.T. y Sanchez Reyes ].M., 2015]. Los vectores de los espines o movimiento de rotacion de los
protones de los atomos de 'H se encuentran orientados de manera aleatoria en un tejido, es decir,
en todas las direcciones. Esto resulta en un momento magnético global nulo [Corbaldn Sevilla
M.T. y Sanchez Reyes ].M., 2015]. Sin embargo, cuando son expuestos a un campo magnético
externo, estos espines se orientan en direccién del campo magnético y en sentido del campo
magnético (espines paralelos) o en sentido contrario al campo magnético (espines antiparalelos).
Esto resulta en un momento magnético orientado en direccion del campo magnético y por tanto
en una magnetizacion neta a lo largo de esta direccion [Pretorius E.S. y Solomon J.A., 2006]. Una
mayoria de espines paralelos dan lugar a un estado de energia menor mientras que una mayoria
de espines antiparalelos resultan en un estado energético mayor. El sistema siempre tiende a un
estado energético menor o reposo [Corbalan Sevilla M.T. y Sanchez Reyes ].M., 2015].

La exposicion a un campo magnético externo también va a provocar un movimiento de
precesion en los espines de los protones, es decir, un movimiento conico similar al de una peonza
[Corbalan Sevilla M.T. y Sdnchez Reyes ].M., 2015 Los protones de los atomos de 'H precesan a
una determinada frecuencia, que viene determinada por la intensidad del campo magnético
externo por la ecuacién de Larmor, de ahi que se hable de frecuencia de Larmor [Corbalan Sevilla
M.T. y Sanchez Reyes ].M., 2015]. La frecuencia de precesién o frecuencia de Larmor se define
como el nimero de veces que un protén gira por segundo al estar expuesto a un campo
magnético. La frecuencia de Larmor también esta determinada por el tipo de tejido en donde se

encuentren los atomos de 'H (agua, grasa, musculo, hueso, etc). Establecer la frecuencia de
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Larmor es importante ya que las ondas de RF empleadas en RM deben tener la misma frecuencia
que la frecuencia de precesion de los protones. Esto permite el intercambio de energia, fenémeno
que se conoce como RMN. La aplicacién de ondas de RF es necesaria para poder cuantificar la
magnetizacion anteriormente comentada, es decir, para obtener una sefal de los atomos de 'H.

Otros tres conceptos importantes en RMI son: el tiempo de repeticion (TR), el tiempo de Eco
(TE) y la secuencia de pulso. E1 TR es el tiempo que transcurre entre la aplicacién de un pulso de
RF y otro pulso de RF, es decir, es el tiempo que transcurre durante un ciclo completo de
excitacion/relajacion. El TE es el tiempo transcurrido entre el pulso de RF y la generacion de una
sefal o eco a partir de los protones excitados al relajarse [Pretorius E.S. y Solomon J.A., 2006;
Zauner i Jakubik M., 2007; Calle D. y Navarro T., 2018]. Finalmente, la secuencia de pulso consiste
la repeticion de una serie de indicaciones lo cual permite crear una imagen en RM por medio de
la acumulacién de datos. Las secuencias mas utilizadas en RMI son: la secuencia Eco de Espin
(Spin-Echo; SE) y secuencia turbo-RARE (Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement), también
llamada turbo SE. La secuencia de pulsos determinara la clase de sefal que obtenemos de un
tejido y el tipo de imagen generada [Pretorius E.S. y Solomon J.A., 2006].

El experimento de RMI comienza con dos procesos distintos: (a) la magnetizacion de los
atomos de 'H, es decir, la orientacién de los momentos magnéticos con el campo magnético,
también llamada magnetizaciéon longitudinal, y (b) precesion incoherente. Este fenomeno de
precesion se dice que es incoherente cuando todos los atomos de 'H precesan en distintas fases,
es decir, no comienzan a precesar al mismo tiempo. En resumen, los protones de los atomos de
'H expuestos a un campo magnético externo estan magnetizados (sus espines estan alineados con

el campo magnético) y comienzan a precesar incoherentemente (Figura 37).
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Movimiento de rotacion o espin sin y con CM

Orientacion
con el CM

Movimiento de precesion con CM

Direccion
del spin

ATOMO DE
HIDROGENO Direccion

del spin

Xl

Figura 37. Representacion de los movimientos del protén del atomo de hidroégeno ante la ausencia o

presencia de un campo magnético (CM).

La “segunda fase” del experimento consiste en aplicar ondas de RF con la misma frecuencia
que la frecuencia de precesion de los protones. Esta exposicion desencadena un cambio de estado
energético provocado por el cambio de sentido de los espines (igualandose el nimero de espines
hacia un sentido y otro) y por la precesiéon coherente o en fase de los protones. Este fendmeno se
describe como magnetizacion transversal. Se denomina de esta forma dado que la aplicacion de
RF con la misma frecuencia que la frecuencia de precesion de los protones modifica la
magnetizacion longitudinal (plano o vector longitudinal) hacia el plano transversal
(magnetizacién transversal) [Corbalan Sevilla M.T. y Sanchez Reyes ].M., 2015]. El movimiento
de precesion de todos los protones de dtomos de 'H se sincroniza, es decir, los protones
comienzan a precesar todos en la misma fase. Ambos procesos tienen lugar gracias al aporte de
energia de las odas de RF. Las ondas de RF transmiten energia a los protones de los atomos de
H (intercambio de energia) dando lugar a la RMN. Es necesaria la aplicacion de uno o mas pulsos
de RF (ciclo de pulsos). La aplicacion de ondas de RF supone un paso de un estado energético
menor a uno mayor y la interrupcion de esta aplicacion supone justo lo contrario. El paso de un
estado energético mayor a un estado energético menor implica una liberacién de energia, a esto
se le denomina relajacién [Zauner i Jakubik M., 2007]. Esta relajacion puede ser longitudinal
(proceso de retorno a la magnetizacién longitudinal) o transversal (proceso que deriva en tltima
estancia a la desaparicion de la magnetizacion transversal) [Chen M. Y. M. y cols., 2006].

Por tanto, se busca que la tltima fase de un experimento de RMI consista en la suspension

de las ondas de RF pasando de un estado energético alto a un estado de reposo. A nivel atémico,
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los vectores de los espines de los protones de los dtomos de 'H rotan de nuevo para alinearse de
nuevo con el campo magnético y lo hacen liberando energia (relajacion longitudinal/relajacion en
Ti/relajacion spin-red; Ti). De la misma forma, los movimientos de precesion de todos los
protones de atomos de 'H se desfasan, volviendo a un proceso de precesion incoherente y
liberando E (relajacion transversal/relajacion en T2/relajacion espin-espin; Tz) [Corbalan Sevilla
M.T. y Sanchez Reyes J.M., 2015]. La figura 38 resume esquematicamente el proceso de la RMIL
La recuperacién de la magnetizacion longitudinal (T1) y la desaparicion de la magnetizacion

en el plano transversal (T2) son procesos simultaneos (Figura 39) [Lafuente Martinez J. y Ramén

Botella E., 2006].
‘ ¢Como afecta el CM a los atomos de H? |
Orientacion del momento magnético de los protones con el CM
. . - MAGNETIZACION
Mayoria de espines paralelos (estado energético menor) T.ONGITUDINAT (T))
| ; AT,
Precesién incoherente
-
¢Como afecta la RF a los atomos de H?
El momento magnético de los protones se reorienta hacia el
_ plano transversal Estado
MAGNETIZACION 1es
. . . — cnergeético
TRANSVERSAL (T,) El n? de spines paralelos y antiparalelos se iguala maajyor
Precesion coherente o en fase
CESION DE
¢Qué sucede cuando se deja de aplicar RF? ENERGIA
Orientacion del momento magnético de los protones con el CM .
Estado
Mayoria de spines paralelos (estado energético menor) = cnergético
- menor
Precesion incoherente
-

Figura 38. Resumen del proceso de RMIL

Magnetizacion longitudinal: vector de la magnetizacion y T,

Curva de recuperacion T,
Intensidad
Vector de magnetizacion
longitudinal

' Tiempo

Magnetizacion transversal: vector de la magnetizacion y T,

Curva de pérdida de T,

Intensidad
Vector de magnetizacion
transversal

¥ Tiempo

Figura 39. Representaciéon de la recuperacion de la magnetizacion longitudinal (T1) y la pérdida de
magnetizacion transversal (T2). Ambos procesos se producen de manera simultanea. En la figura también se

muestran los vectores de magnetizacion longitudinal y transversal en verde y naranja, respectivamente.
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Los procesos de cesidn de energia denominados procesos de relajacion estan caracterizados
por tiempos de relajacion. La relajacion longitudinal, relajacién en T1 o relajacion spin-red esta
caracterizada por el tiempo de relajaciéon longitudinal o Ty, y la relajacién transversal, relajacion
en T2 o relajacion espin-espin esta caracterizada por el tiempo de relajacion transversal o T2. La
relajacion en T1 describe el proceso por el cual los protones se realinean en paralelo con el plano
longitudinal (z) recuperando la magnetizacién longitudinal, mientras que la relajacion en T2
describe el fendmeno por el cual se libera energia en el plano xy cuando los protones vuelven a
desfasarse [Corbalan Sevilla M.T. y Sanchez Reyes J.M., 2015]. El tiempo de relajacién T1 de un
tejido es el tiempo que emplea la magnetizacion longitudinal en recuperarse al 63%. Un tejido
con un T1 corto se visualiza hiperintenso ya que los protones de los atomos de 'H de ese tejido
tardan menos en volver al estado de equilibrio, es decir, recuperar su magnetizacién longitudinal.
El tiempo de relajacién T2 de un tejido se define como el tiempo que emplea la magnetizacion
transversal en recuperarse al 37%, o lo que es lo mismo, el tiempo que tarda en perder el 63% de
su valor inicial. En otras palabras, el tiempo de relajacion T2 se relaciona con el tiempo que los
protones de los atomos de 'H de un tejido siguen precesando en fase aun después de aplicar un
pulso de RF. El tiempo de relajacion T2 depende de la distancia entre los distintos atomos, y por
ende sus protones, de las moléculas de H20: a mayor distancia entre protones, menor interacciéon
entre los campos magnéticos generados. Es por esto que el H20 tiene un tiempo de relajacion T2
largo, es decir, un tiempo de relajacion en T> mas lento que se traduce en una mayor sefial y en
hiperintensidad. Los tejidos con mayor cantidad de moléculas de Hz0 se veran hiperintensos
[Lafuente Martinez J. y Ramén Botella E., 2006; Corbalan Sevilla M.T. y Sanchez Reyes ].M., 2015;
Calle D. y Navarro T., 2018].

La obtencion de la imagen en RMI se basa en la recoleccion de la E liberada en los procesos
de relajacion longitudinal y transversal [Pretorius E.S. y Solomon J.A., 2006]. Por tanto, la tasa de
energia liberada esta determinada por las propiedades de relajacion de cada tejido, el cual esta
caracterizado por los tiempos de relajacion T1 y T2. De esta forma se puede hablar de imagen en
sefial T1 (imagen potenciada en T1) y en sefial T2 y T>* (imagen potenciada en T2y T2*) [Pretorius

E.S. y Solomon J.A., 2006].

Las sefales derivadas de los procesos de relajacion longitudinal y transversal son: las sefales
T1del propio tejido y las senales T2y T2*. La sefial T2 proviene del propio tejido estudiado mientras
que la sefial T2* procede del efecto del campo magnético externo. Esta sefal T>* enmascara a la

sefal T2, por lo que esta sefal debe ser filtrada.
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Todas estas sefiales dan lugar a imagenes: imagen potenciada en T1 e imagen potenciada en
T2y T2*. La interpretacién de las imagenes de RM se rige por la intensidad de la sefial y color. La
intensidad en una imagen de RM esta definida por la duracién de los tiempos T1y T2 para cada
uno de los tejidos, entre otras cosas. Cuando la sefial emitida es muy energética, es decir, muy
intensa, se traduce en la imagen como zonas de hiperintensidad (zonas mas claras), mientras que
si la sefal emitida es de una menor intensidad esta es traducida en la imagen como zonas de
hipointensidad (zona oscura). Por ejemplo, los liquidos del organismo son sustancias con un T1
largo y por tanto se mostraran como zonas oscuras en las imagenes potenciadas en Ti, mientras
que la grasa, que es una sustancia con un T: corto, se mostrara como zona de hiperintensidad
(zona clara). Por otro lado, los liquidos del organismo son sustancias con un T2 largo y por ello se
veran zonas brillantes en las imagenes potenciadas en To.

Las imagenes potenciadas en T1 y Tz se pueden definir por los tiempos TR y TE en secuencias
SE. Concretamente, una imagen potenciada en T: tiene un TR corto y un TE también corto,
mientras que una imagen potenciada en T2 tiene un TR y un TE largos [Pretorius E.S. y Solomon

J.A., 2006].

9.1.2. Contraste tisular y agentes de contraste en resonancia magnética de imagen

La RMI aprovecha que cada tejido tiene unas caracteristicas determinadas y tinicas, como el
valor de Ti y T2 caracteristico, densidad de protones, flujo, difusion y perfusion, para generar
contraste entre ellos y diferenciarlos en imagenes de RM [Burtea C. y cols., 2008]. A este contraste,
o diferencia de intensidad, propio de los tejidos se le denomina contraste intrinseco [Calle D. y
cols., 2018]. Es importante indicar, que un tejido dafiado presenta alteraciones en algunas de las
propiedades anteriormente comentadas y, por tanto, en la intensidad de sefial generada [Berral
Santana A. y Lépez Rodriguez M.E., 2015].

El contraste de una imagen en RM también depende de una serie de parametros extrinsecos
que se pueden modificar para encontrar un equilibrio adecuado entre el contraste y la resolucion
espacial. Algunos de estos factores extrinsecos son los siguientes: (a) TR, (b) TE, (c) angulo de
inclinacion o giro () que es el angulo en el que rota el vector de magnetizaciéon longitudinal
cuando se aplica el pulso de RF, y (d) campo de imagen seleccionado (field of view, FOV), entre
otros [Calle D. y Navarro T., 2018]. Ademas, el contraste intrinseco se puede mejorar empleando
agentes de contraste (AC) que alteren las propiedades magnéticas de los tejidos. Los AC generan
un contraste extrinseco que ayuda a mejorar el diagnostico por RMI [Calle D. y cols., 2018],
necesario en casos concretos de diferenciacion tisular donde algunos tejidos, como por ejemplo

tumorales (malignos vs. benignos), tienen constantes de tiempo practicamente indistinguibles
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[Weinmann H.J. y cols., 1984]. Por tanto, el objetivo de la administracion de AC consiste en
incrementar la intensidad de sefial entre tejidos con propiedades magnéticas similares (Figura
40).

Los AC para RM deben cumplir una serie de requisitos entre los que destaca la
susceptibilidad magnética intrinseca del propio AC, es decir su propiedad para ser magnetizado
bajo la influencia de un campo magnético externo. Seguin el caracter magnético los AC puede ser
paramagnéticos, ferromagnéticos o superparamagneticos. Todos ellos tienen en comun la
presencia de electrones no apareados en la capa mas externa de los atomos que lo componen, los
cuales interaccionan con los protones de los atomos de 'H de los tejidos. Este mecanismo de accion
tiene como resultado el acortamiento de los tiempos de relajacion T: y T2 de los protones de H20
de los tejidos adyacentes [Chen, M. Y. M. y cols., 2006; Pretorius E.S. y Solomon J.A., 2006; Burtea
C.y cols., 2008]. Existen dos tipos de AC clasificados segtin el tiempo de relajacion alterado: AC
T1y AC T2. Los AC Ti se dice que son AC positivos dado que reducen el tiempo de relajacion T:
dando lugar a un aumento de la sefial o a una sefal hiperintensa (realce de T1), mientras que los
AC T2 son AC negativos dado que reducen el tiempo de relajacién T dando lugar a una pérdida
de sefial o sefal hipointensa (realce de T2) [Burtea C. y cols., 2008; Reddy L.H. y cols., 2012; Calle
D. y Navarro T. 2018]. Cuando los AC son administrados al organismo, la captacion
condicionada por el tipo de tejido incrementa ain mas la diferencia entre las sefiales de los

distintos tejidos, favoreciendo la diferenciacion tisular y diagndstico (Figura 40).

Curva de recuperacion T; Curva de pérdida de T,
Previa administracion Previa administracion
deun ACT, de un AC T,
Intensidad Intensidad
v
Tiempo Tiempo
Post-administracion de Post-administracion de un
un ACT, ACT,
Intensidad Intensidad
v
Tiempo Tiempo

Figura 40. Representacion de la mejoria en la intensidad de las sefiales T1y Tz tras la administracién de
AC T1y AC Ty, respectivamente. Previa administracion de los AC la diferencia de sefial apreciada entre los
tejidos (verde y azul en Ty; naranja y violeta en T2) es pequefia, mientras que tras la administracién de los

AC la diferencia entre las sefiales de los distintos tejidos se ve incrementada.

153



C9. Agentes de contraste en resonancia magnética de imagen

La eficiencia de un AC en RMI esta condicionada por su relajacién, caracterizada por la
relajatividad longitudinal (r1) o relajatividad transversal (r2). La relajacion de un AC esta definida
como el aumento de la tasa de relajacion (R; = 1/Tj: Ri=1/T1y Ra = 1/T2) producido por 1 mmol
por litro de CA (expresado en s—1 mmol-11). Los parametros fisicoquimicos rl y r2 dependen
principalmente del tamafo y estructura quimica del material magnético del AC, pero también de
la accesibilidad de las moléculas de H20 a este centro magnético, a un mismo campo magnético
[Burtea C. y cols., 2008]. A su vez, esta relajacion esta ligada a los movimientos moleculares ya
las propiedades intrinsecas de los nicleos (momento magnético, espin, etc.) [Burtea C. y cols.,
2008].

Los AC se administran via parenteral, y de la sangre difunden a los tejidos circundantes. En
el caso concreto del cancer, la vasculatura tumoral permite una extravasaciéon mayor de los AC
hacia los tejidos tumorales y, por tanto, una mayor concentracién de AC [Calle D. y Navarro T.,
2018]. La concentracion de AC esta linealmente relaciona con la tasa de relajacion tisular tal y

como se describe a continuacion (Ec. 25) [Burtea C. y cols., 2008; Zhou Z. y Lu Z.R., 2013]:

+1;-C (25)

1
10bs) T gy (obs) Ti (diam)

donde Rjobs) y 1/T; (obs) se definen como la tasa de relajacion global del sistema acuoso (s™);
Ti (diam) s el tiempo de relajacion del sistema antes de la administracion del AC (s); C es la
concentracion del centro magnético (mmol 1-1); 1; se refiere a la relajatividad del AC (longitudinal
(r1) o transversal (r2)) (s™! mmol1).

A pesar de esta relacion, destacar que la concentracion tisular del centro magnético del AC
no es el tnico factor que contribuye a la eficacia del AC, como se ha visto previamente, existen
caracteristicas intrinsecas tisulares que contribuyen significativamente en mejorar la sefial de

intensidad [Burtea C. y cols., 2008].

La mayoria de los AC basados en materiales paramagnéticos son AC T1. El primer AC con
nucleo paramagnético se introdujo en 1978 y estaba constituido por iones manganeso (Mn?¥)
[Lauterbur y cols., 1978; Burtea C. y cols., 2008]. En la actualidad, los AC Ti por excelencia en
clinica involucran al gadolinio (Gd III), un metal también paramagnético con propiedades
magnéticas favorables en RMI [Caravan P. y cols., 1999]. El Gd es un elemento pesado cuya
toxicidad in vivo esta reconocida. Con el objetivo de reducir esta toxicidad en el organismo, el Gd
se administra formando complejos con sustancias quelantes (ejemplo: ligandos de
poli(aminocarboxilato) hidrofilicos) [Burtea C. y cols., 2008; Calle D. y Navarro T., 2018]. Los AC

Gd-DTPA, de las siglas en ingles diethylenetriaminepentaacetic acid, o0 Magnevist® y Gd-DOTA,
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de las siglas en ingles tetraazacyclododecanetetraacetic acid, o Dotarem® representar a una
generacion de complejos de Gd con baja toxicidad, alta termodindmica y estabilidad cinética.
Dada la alta osmolaridad que presentan, mas tarde se disefiaron complejos de Gd no iénicos, es
decir neutros, para solventar esta desventaja: Gd-DTPA-BMA o Omniscan®, Gd-HPDO3A o
ProHance® y Gd-DO3A-butrol o Gadovist®. Con el tiempo los complejos de Gd se han ido
refinando y focalizando en segiin qué aplicaciones, por ejemplo, el Gd-BOPTA o MultiHance®,
GdEOB-DTPA o Primovist® y Gd-DTPA-BMEA o OptiMARK® se emplean como AC
hepatobiliares en RMI y el MS-325/Gadofosveset o Vasovist® se emplea para visualizar los vasos
sanguineos [Burtea C. y cols., 2008].

En 2017 la EMA emitié un comunicado consecuencia de estudios de farmacovigilancia que
incluian a los AC basados en Gd [European Medicines Agency (EMA), 2017]. Concretamente, en
2017 la EMA restringia el uso de algunos AC basados en Gd y suspendia el uso de los
intravenosos que incluyeran gadodiamida, acido gadopentético y gadoversetamida como el
Omniscan® o el OptiMARK®. Se vio que el Gd se depositaba en los tejidos cerebrales tras el uso
de AC basados en Gd. De todas formas, la acumulaciéon de Gd a nivel cerebral no parece estar
relacionada con dafios importantes en los pacientes, atin asi la medida de la EMA se impuso con

el fin de prevenir cualquier tipo de riesgo asociado con la acumulacién de Gd en el cerebro.

Un material superparamagnético es la base de un AC T:[Calle D. y Navarro T., 2018]. El
comportamiento superparamagnético proporciona un aumento de la senial T2 y, por consiguiente,
un contraste negativo o hipointenso [Reddy L.H. y cols., 2012; Bakhtiary Z. y cols., 2016; de Gouw
D.J.J.M. y cols., 2020; Dhas N. y cols., 2021]. Concretamente, sus propiedades magnéticas inducen
una fuerte susceptibilidad magnética en los protones de H20 de los tejidos circundantes [Qiao, R.
y cols., 2009; Reddy L.H. y cols., 2012]. Los éxidos de hierro superparamagnéticos como la FesOx
o la y-Fe203 son un ejemplo excelente de materiales para constituir AC T2, y ademas aportan una
mejoria en la capacidad de relajacién (valores de relajacién mayores) en comparacion con los AC
de tipo paramagnético, lo que permite un aumento significativo en la sensibilidad para la
deteccion de MRI [Calle D. y Navarro T., 2018]. Cuando los 6xidos de hierro son expuestos a un
campo magnético externo presentan una gran magnetizacion que puede alterar la homogeneidad
del campo magnético tisular activando el desfase de los protones. La activacion del desfase de los
momentos magnéticos del protdn, resulta en el acortamiento de los tiempos de relajacién T2 y T2
* de las regiones colindantes [Burtea C. y cols., 2008; Na HB y cols., 2009]. La diferencia entre AC
paramagnéticos (Gd) y superparamagnéticos (0xidos de hierro) reside en que estos tultimos se

caracterizan por momentos magnéticos significativamente mayores [Calle D. y Navarro T., 2018].
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Los ntcleos de 6xidos de hierro superparamagnéticos empleados en biomedicina suelen
recubrirse por pequefias moléculas como el citrato o el acido oleico, polimeros o lipidos con el
objetivo de mejorar su estabilidad coloidal en el medio acuoso [Burtea C. y cols., 2008; Calle D. y
Navarro T., 2018]. Estos son algunos de los AC T: basados en O6xidos de hierro
superparamagnéticos que se han desarrollado y empleado en clinica hasta la fecha: Sinerem®
(<100nm), Endorem® (>200nm), Resovist® (100-200nm), Lumirem® (= 300 nm), Ferropharm y
Ferumoxytol [Burtea C. y cols., 2008; Reddy L.H. y cols., 2012].

Las propiedades fisicoquimicas de las particulas basadas en o&xidos de hierro
superparamagnéticos permiten modular la biodristribucién del AC ofreciendo una fuerte ventaja
frente a los AC quimicos convencionales [Na H.B. y cols., 2009]. Ademas, la composicion de estos
AC particulados se caracteriza por ser biocompatible y biodegradable. El hierro, centro magnético
del AC, puede ser almacenado en el organismo como fuente natural de hierro y reutilizado
mediante vias bioquimicas participes en el metabolismo del hierro [Burtea C. y cols., 2008]. El
recubrimiento empleado como estrategia para incrementar la estabilidad de los ntcleos
magnéticos permite no solo este aumento en la estabilidad coloidal, sino que también la
vehiculizacion selectiva del AC hacia el tejido diana [Corot y cols., 2006; Burtea C. y cols., 2008].
Por el contrario, uno de los principales inconvenientes es su facil interacciéon con proteinas
plasmaticas (ej.: opsoninas), lo que conduce a su retirada del sistema sanguineo por el SFM
[Burtea C. y cols., 2008].

Todo agente externo que se administre a un organismo vivo con el fin de prevenir, tratar y/o
diagnosticar debe cumplir una serie de requisitos. Un AC adecuado para la via de administracién
parenteral debe presentar una maxima actividad, esto es efectos en relajacion y susceptibilidad
magnética adecuados, tolerancia, una baja o nula toxicidad, contar con una adecuada
farmacocinética, biodistribucién selectiva, eliminacién completa del sistema, alta estabilidad
coloidal [Burtea C. y cols., 2008]. Todos estos factores son en ocasiones limitantes y definitorios
de una baja sensibilidad de las técnicas de imagen actuales, las cuales se potencian con la
aplicacion de la nanotecnologia en el diagnostico por RMI [Zhang Y. y cols., 2019; Stephen B.]. y
cols., 2020].

Algunas de las aplicaciones de las particulas de 6xido de hierro como AC en RMI consisten
en: destacar estructuras vasculares con el fin de obtener imagenes de placas de ateroma
(aterosclerosis), destacar la estructura de los ganglios linfaticos en busca de alteraciones benignas,
ayudar a caracterizar zonas de inflamacion que puedan aparecer como respuesta a trastornos del

sistema nervioso central (SNC), ayudar a caracterizar los tumores y obtener imagenes de la
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infiltracién de macréfagos en distintas regiones del organismo como articulaciones o en drganos

trasplantados [Reddy L.H. y cols., 2012].

9.1.3. Aplicaciones de la resonancia magnética de imagen: Ensayos de farmacocinética y biodistribucion in

vivo de NPs

La RMI es una de las técnicas de obtencidon de imagen no invasiva dada la ausencia de
radiaciones ionizantes capaz de generar imdgenes con una elevada resolucidon de contraste y
espacial, y alta resolucion [Chen, Michael Y. M. y cols., 2006]. Es una de las principales opciones
en la evaluacion y diagndstico de alteraciones en tejidos blandos o cartilagos debido al gran
contraste que se consigue entre ellos. Finalmente, permite diferenciar entre tejidos sano y dafiados
o malignos [Reddy L.H. y cols., 2012; Calle D. y Navarro T., 2018]. A pesar de ser esta su aplicacion
principal, la RMI permite el importante estudio del comportamiento in vivo de particulas
constituidas por nticleos magnéticos. La caracterizacion de la farmacocinética y biodistribucién
de una NP supone un aspecto critico para su disefio como potencial herramienta en biomedicina.
La incorporacién de nticleos de 6xido de hierro en el disefio de NPs va a permitir este analisis por
RMI aprovechando las propiedades magnéticas de los nicleos [Calle D. y Navarro T., 2018; Caro
C. y cols., 2018].

Como ya se ha visto en este y anteriores capitulos, la distribucién in vivo de agentes
terapéuticos y AC es una de las principales limitaciones a abordar con la aplicacion de la
nanotecnologia. La distribucion inespecifica de agentes terapéuticos y AC, y la captacion por el
sistema de defensa innato del organismo, el denominado SFM, limita la eficacia del tratamiento
y diagnostico por RMI [Wang B. y cols., 2013; Caro C. y cols., 2018]. El abordaje nanotecnoldgico
se enfoca en mejorar los tiempos de circulacion sanguinea de las NPs impidiendo la captaciéon de
estas por el SFM, favoreciendo la posibilidad de su direccionamiento selectivo hacia tejidos diana.
Existen distintas metodologias pensadas en evadir al SFM y todas ellas basadas en la
modificacién de las caracteristicas fisicoquimicas del nanosistema como el tamafio y las
propiedades eléctricas y termodinamicas superficiales [Yoo J.W. y cols., 2010; Pernia Leal M. y
cols., 2015; Lachowicz D. y cols., 2017]. Como se introducia en el capitulo 6 “Biocompatibilidad y
toxicidad de los nanosistemas” la interaccion de las proteinas plasmaticas con los nanosistemas
favorece, entre otras cosas, la captacion por el SEFM [Kumari A. y cols., 20120]. Esta pérdida de
identidad se define como perdida de las propiedades stealth o de sigilo [Gustafson H.H. y cols.,
2015; Caro C. y cols., 2018]. Potenciar las propiedades stealth de las NPs es una de las estrategias
desarrolladas para mejorar sus tiempos de circulacién sanguinea minimizando las interacciones

con proteinas y SFM, es decir mejorar su biodistribucién in vivo.
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Por lo general, cuanto menor sea el tamano de las NPs menor serd la probabilidad de ser
detectadas y capturadas por el SEM y exhibiran tiempos mas largos de circulacién sanguinea. Las
NPs que logren escapar del SEM podran extravasarse de la circulacion sanguinea hacia los tejidos
[Reddy L.H. y cols., 2012]. La relacién entre existente entre el reconocimiento por las proteinas
plasmaticas y la carga superficial de las NPs es controvertida. Una carga superficial neutra o una
carga neta muy baja minimiza la adsorcion de estas proteinas y por ende el reconocimiento por
el SFM [Ishak R.A. y cols., 2013]. El recubrimiento de nticleos de éxido de hierro por polimeros
de naturaleza hidrofilica como el frecuentemente empleado PEG modifica la naturaleza
termodindmica de la superficie de las particulas magnéticas ejerciendo de camuflaje (barrera
(impedimento estérico)) con capacidad para repeler a las proteinas plasmaticas (opsoninas) y
evitar su eliminacién prematura de la circulacién sanguinea por fagocitosis (Figura 41) [Gajbhiye
K.R.y cols., 2020].

Brevemente, las células fundamentales que constituyen el SFM son los monocitos
sanguineos circulantes y los macroéfagos de los tejidos y érganos, como por ejemplo las células de
Kupffer en el higado, la microglia del cerebro, los osteoclastos en los huesos, las células de
Langerhans en la piel, los histiocitos en tejidos conectivos, los macrofagos alveolares en los
pulmones, las células dendriticas en los ganglios linfaticos y los macréfagos esplénicos del bazo
[Arami H. y cols., 2015]. Las células del SFM tienen como caracteristica la capacidad de detectar,
fagocitar y eliminar agentes extrafios al organismo como mecanismo de defensa inmune innata.
Una vez en el torrente sanguineos, las NPs estan expuestas al reconocimiento por las células del
SFM mediado por proteinas plasmaticas u opsonizacién. Concretamente, en él las proteinas
plasmaticas u opsoninas tienden a interaccionar con estos agentes externos uniéndose a ellos y
formando una corona proteina. Este marcaje es el que activara el reconocimiento por el SEM y la
fagocitosis de las NPs por las células del SFM. De este modo, las NPs serdn destruidas y
eliminadas rapidamente antes de poder ejercer su accion en el organismo (Figura 41) [Kumari A.
y cols., 2010; Fam S.Y. y cols., 2020]. Destacar que el mecanismo por el cual las opsoninas se unen
a las particulas ajenas al organismo no esta completamente dilucidado debido a las complicadas
vias de activacion [Fam S.Y. y cols., 2020]. La fagocitosis se inicia gracias a un cambio
conformacional de las opsoninas cuando estas se unen a las particulas. El reconocimiento de las
particulas por los fagocitos también puede estas mediado por la activacion del sistema del
complemento [Fam S.Y. y cols., 2020]. Finalmente, la eliminacién de las particulas se produce por
ingestion a través de endocitosis en la que participan enzimas y los factores quimicos oxidativos-

reactivos secretados por los fagocitos [Fam S.Y. y cols., 2020].
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Las particulas de éxido de hierro son frecuentemente captadas por el higado y bazo, los
organos por excelencia del SFM, siendo estos las principales vias de eliminacion o aclaramiento
de los 6xidos de hierro. También se han visto en el tejido pulmonar, aunque en menor medida

[Arami H. y cols., 2015].
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Figura 41. Representacién del proceso de opsonizacién y fagocitosis de un nanosistema sin y con
cadenas poliméricas hidrofilas. Las cadenas poliméricas hidrofilas van a prevenir la opsonizacién, y, por

ende, reducir la fagocitosis de estos nanosistemas funcionalizados por las células del SFM.

Segun la aplicacion de las NPs la opsonizacion y rapido reconocimiento por el SFM puede
suponer una ventaja, como por ejemplo en el tratamiento o diagnostico de lesiones cerebrales,
evaluacion de la existencia o no de rechazo a trasplantes o injertos y tratamiento o diagnostico de

otras enfermedades mediadas por inflamacién [Arami H. y cols., 2015].

9.2. Relajatividades
9.2.1. Metodologia

Los valores de r1 y r2 de las NPs y-Fe203/PLGA y (y-Fe203/PLGA)/QS se determinaron in vitro
bajo un campo magnético de 1.44 T y a 37.0 = 0.5 °C (Bruker Minispec MQ -60 espectrémetro,
Bruker BioSpin, Alemania), [Nica V. y cols., 2020]. Se emplearon concentraciones de hierro desde
0.25 a 2.00 mM. La concentracion de hierro en una dispersiéon de NPs se determin6 mediante
espectrometria de masas de alta resolucion de plasma acoplado inductivamente (ICP-HRMS;

sistema ICP-MS de alta resolucion Element XR, ThermoFisher Scientific Inc., EE. UU.) [Pernia

159



C9. Agentes de contraste en resonancia magnética de imagen

Leal M. y cols., 2017]. Previo al analisis, las particulas y-Fe203/PLGA y las (y-Fe20s/PLGA)/QS se
sometieron a un tratamiento con agua regia anadiendo 2.5 mL de esta (relaciéon molar de HNOs:
HCl 3:1) a 25 puL de una dispersion acuosa de NPs al 0.1% (p/v). Tras 12 h de contacto, se afiadid
agua hasta un volumen final de 25 mL.

Los valores del tiempo de relajacién T2 se obtuvieron usando la secuencia Carl-Purcell-
Meiboom-Gill (CPMG), mientras que el tiempo de relajaciéon T: se midio utilizando la secuencia

de pulsos inversion - recuperacion.

9.2.2. Resultados y discusion

Este estudio in vitro se realizd6 como prueba preliminar del uso potencial de los
nanocompuestos mixtos y-Fe20s/PLGA y (y-Fe203/PLGA)/QS como AC en RMI. Los valores de
r1 y 12 para las particulas de y-Fe:0s/PLGA fueron de 0.2 y 48.5 mM' x s (Figura 42a),
respectivamente; mientras que, los valores de 11 y 12 para las particulas de (y-Fe20s/PLGA)/QS
fueron de 0.4 y 61.4 mM x s (Figura 42b), respectivamente. Estos valores de relajatividades son
comparables a los detallados anteriormente en la literatura para nanoestructuras similares,
[Arias J.L y cols., 2010a] y para AC en RMI basados en éxidos de hierro, como por ejemplo:
Sinerem® o Ferumoxytol [I. Berry y cols., 1996; S. Laurent y cols., 2008; G.B. Toth y cols., 2017].
Las relaciones r2/r1 para y-Fe:0s/PLGA y (y-Fe:0s/PLGA)/QS fueron de 2435 y 153.5,
respectivamente, lo que sugiere la posible aplicacion de estos dos tipos de NPs como AC T.

[Caravan P. y cols., 1999; Pandey A. y cols., 2020].
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Figura 42. Relajatividades longitudinal (o, 1/Ti, s') y transversal (m, 1/T2, s) en funcién de la

concentracion de Fe (mM) en particulas: (1) y-Fe203/PLGA y (b) (y-Fe203/PLGA)/QS). Mediciones a 1.44 T.

9.3.Resonancia Magnética de Imagen in vivo
9.3.1. Metodologia

Al igual que se indica en el apartado 6.4. “Toxicidad in wvivo” del capitulo 6
“Biocompatibilidad y toxicidad de los nanosistemas”, todos los experimentos in vivo se realizaron
en el Servicio de Experimentacién BIONAND. Fueron aprobados por el Comité Local de Cuidado
Animal y realizados en cumplimiento de la Directiva de la Unién Europea UE 2010/63/UE (2010)
y lalegislacion espafiola para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros

fines cientificos, incluyendo la docencia (R.D. 53/2013).
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Tres ratones macho de la cepa Balb/c de 22 g de peso (Janvier Labs, Francia) se anestesiaron
via inhalatoria con isoflurano al 1% (vaporizador en camara de induccion anestésica; flujo fijado
a 1-1.5 mL/min) y se canularon las venas de la cola. Una vez hecho esto, los ratones se llevaron a
la cama especifica de ratones del Sistema de Imagen y Espectroscopia Multinuclear Bruker
BioSpec® 9.4 T USR (sistema de resonancia magnética animal BioSpec 94/20 USR, Bruker BioSpin,
Alemania) con un gradiente de 400 mT/m y un resonador de deteccién en cuadratura de 40 mm
de didmetro. A partir de este momento, la respiraciéon y la temperatura corporal (entre 36.0 - 37.5
°C) se controlaron durante todo el experimento (Small Animal Monitoring and Gating Systems,
acoplado al software PC-SAM 32 v8.02). Las particulas y-Fe2Os/PLGA y (y-Fe20s/ PLGA)/QS se
inyectaron por via intravenosa a través de la cdnula en la cola del ratén a una concentracion de
hierro de 5 mg/kg. El estudio se realizé por triplicado.

Se adquirieron imagenes ponderadas en T2 de alta resoluciéon empleando una secuencia
turbo-RARE con control del movimiento respiratorio o gating (el concepto del gating,
sincronizacion o «control» del movimiento peridédico) (TE = 16 ms; TR = 1000 ms; promedios: 4;
resolucion en el plano: 156 um; y grosor de corte: 1 mm). Las mediciones cuantitativas de T2 se
realizaron utilizando una secuencia SE multieco (TEs que varian desde 7 a 448 ms, TR = 3500 ms,
FOV =4 cm, tamafio de matriz: 128 x 128 y grosor de corte: 1 mm). Las cinéticas a tiempos cortos
se siguieron utilizando una secuencia turbo-RARE con los pardmetros indicados anteriormente,
excepto por 1y no 4 promedios, es decir una tinica medida por imagen, de esta forma se mejord
la resolucion temporal (1 imagen cada 30 s). El esquema de adquisicién fue el siguiente: imagen
ponderada en Tz, mapa T2 cuantitativo, inyeccion intravenosa de las NPs, cinética de 35 min,
imagen ponderada en T2 y mapa T2 cuantitativo. Los primeros 35 min se analizaron semi-

cuantitativamente usando la siguiente ecuacién (Ec. 26):

RE (%) = (%) x 100 (26)

donde RE (Relative Enhancement) es el modulo del aumento relativo de la sefial, It es la
intensidad de la sefial en un tiempo determinado (tiempo = t) después de la inyeccion de las NPs,
e lo es la intensidad de la sefial antes de la inyeccién de las NPs (tiempo = 0).

El estudio de la biodistribucion (long-term pharmacokinetics) se caracterizé por un mapeo T2
cuantitativo a distintos tiempos: t=0,t=1y t=24h.

Tanto para el ensayo de cinética a tiempos cortos como a largo plazo (biodistribucién), los
valores promedio de T2 se calcularon dentro de diferentes regiones de interés (region of interest,
ROIs) dibujadas sobre imégenes del higado, el bazo, los rifiones y el musculo, como se describid

anteriormente en la literatura [Caro C. y cols., 2018; Caro C. y cols., 2019]. Estas ROlISs se trazaron
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sobre la primera imagen de la secuencia de imagenes, y los valores de intensidad se identificaron

y ajustaron a las Ecuaciones 27 y 28 para obtener los valores relativos:

M, () = M, (1 _ e<-%) 27)

TE
Myy(t) = Mpe" T2 (18)

En estas ecuaciones Mz (magnetizacion longitudinal) y Mxy (magnetizacion transversal) son
las intensidades de sefial en TR y TE, respectivamente; Mo es la intensidad de la sefial en
equilibrio; T1 es el valor del tiempo de relajacion longitudinal; y Tz es el valor del tiempo de

relajacién transversal.

El analisis estadistico de los datos se realizé utilizando el paquete de software IBM SPSS
Statistics (version 26.0; IBM Corporation, EE. UU.). Los datos experimentales se expresaron como
valor medio + SD (n =3). Concretamente, la prueba t-Student o el analisis de varianza bidireccional
se emplearon para comparar los resultados considerando un intervalo de confianza del 95%. Las

diferencias entre los valores obtenidos se consideraron estadisticamente significativas a p < 0.05

9.3.2. Resultados y discusion

El andlisis semi-cuantitativo de la farmacocinética a corto plazo (primeros 35 min de ensayo)
de las NPs y-Fe203/PLGA se representa en la Figura 43. La cinética de estas NPs se siguid
mediante resonancia magnética dinamica después de la inyeccion intravenosa en ratones Balb/c.
Durante este primer periodo de evaluaciéon de la cinética se detecté una rapida captacion de
particulas por el higado y el bazo (Figura 43a y 43b, respectivamente). Concretamente, en el
higado (Figura 43a) se puede observar un incremento brusco de la sefial de = 30 % (intensidad
relativa de la sefial (%)) en = 5 min, y en el bazo (Figura 43b) este incremento inicial fue
ligeramente mas progresivo. Por el contrario, la retencion de NPs por parte de los rifiones podria
considerarse casi insignificante, dado que el aumento de intensidad relativa (%) que se aprecia al
inicio del ensayo fue inmediatamente seguido por una disminucién de la intensidad relativa (%)
a la linea basal (Figura 43c). A modo de control, la cinética de las NPs en el muisculo fue también
analizada semi-cuantitativamente: no se observo ningtin cambio en la intensidad relativa de la
sefal (%). Inicialmente, estos resultados sugieren un rapido reconocimiento de las particulas y-
Fe203/PLGA por el SFM, seguido de una probable rapida eliminacién del torrente sanguineo por

parte de los macrdfagos esplénicos y del higado, como las células de Kupffer.
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Figura 43. Cinéticas in vivo de las NPs de y-FexOs/PLGA después de la inyeccién intravenosa en
ratones Balb/c: (7) higado (gris) y musculo (negro); (b) bazo (gris) y musculo (negro); y, (c) rifidn (gris) y

musculo (negro).

Las imagenes ponderadas en Tzsirvieron para evaluar cualitativamente la biodistribucién in
vivo de las NPs de y-Fe20s/PLGA hasta 24 h (Figura 44a, 44b y 44c). Las imagenes del higado y el
bazo mostraron areas claras de hipointensidad, que se traduce en oscurecimiento de la zona, a
los tiempos de 1 h y 24 h tras la inyeccidon de las particulas y-Fe2Os/PLGA (Figura 44b y 44c,
respectivamente). Por el contrario, no se observaron cambios significativos en los rifiones para
ninguno de los tiempos. Por otro lado, la biodistribucion in vivo de estas particulas también se
evalu6 cuantitativamente mediante mapas T» (Figura 44d). Estos mapas cuantitativos en Tz
revelaron una disminucion significativa en Tz para el higado (I ATzl = 4 ms) y el bazo (| ATzl =5
ms) 1 hora después de la inyeccién (p < 0.05). A las 24 h tras la inyeccidn, el valor absoluto de AT
aument6 aun mas en el caso del higado (IAT:2l = 5.4 ms; p < 0.05), mientras que se recuperd
parcialmente en el bazo (I ATzl = 2.2 ms; p <0.05). Finalmente, durante todo el experimento no se

detectaron cambios significativos de AT2 en rifiones o musculo.
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Figura 44. Imagenes de RM ponderadas en Tz representativas de rifién, bazo e higado después de la
inyeccién de las NPs y-Fe203/PLGA, tomadas en los tiempos: (2) 0 h, () 1 hy (c) 24 h. (d) Valores absolutos
de AT2 (ms) en funcién del tiempo (horas) en musculo, higado, bazo y rifidn después de la inyeccién de las
NPs y-Fe203/PLGA. Los datos experimentales se expresan como media + DE (n = 3). La prueba estadistica

fue significativa para datos con * (p < 0.05).

El andlisis semi-cuantitativo de la farmacocinética de las NPs de (y-Fe20s/ PLGA)/QS en los
primeros 35 min de ensayo se representa en la Figura 45. Al igual que en el caso de las particulas
y-Fe20s/ PLGA, la cinética de estas NPs de (y-Fe203/ PLGA)/QS se siguié mediante resonancia
magnética dindmica después de la inyeccidn intravenosa en ratones Balb/c. Se encontré que la
cinética de las particulas de (y-Fe203/ PLGA)/QS durante el primer periodo de ensayo era bastante
diferente a lo descrito para las NPs de y-Fe:0s/ PLGA. La captacion por el higado de los
nanosistemas y-Fe20s/ PLGA recubiertos con QS (Figura 45a) fue menor que la observada para
las particulas de y-Fe203/ PLGA sin recubrir (Figura 43a). Concretamente se puede observar como
en este caso, (y-Fe20s/ PLGA)/QS, los incrementos en la intensidad relativa de la sefial (%) fueron

menores, aun cuando el valor de r2 para (y-Fe20s/ PLGA)/QS fue del = 30% mayor y la cantidad
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inyectada fue idéntica en ambos casos. En el caso del bazo (Figura 45b) el recubrimiento con QS
de las particulas y-Fe20s/ PLGA favorecié también una captacidon practicamente nula. Al igual
que en el caso de las particulas y-Fe2Os/ PLGA, no se observo ningin cambio significativo en la
intensidad relativa de la sefial (%) en los rifiones y el musculo tras la inyeccién intravenosa de
estas NPs (Figura 45c). Tras analizar los resultados, se podria postular que la presencia de QS en
la nanoestructura final le proporciond adecuadas propiedades tipo stealth [Sarmento B. y cols.,
2011; Ishak R.A. y cols., 2013; Abouelmagd S.A. y cols., 2015; Chirio D. y cols., 2018]. El efecto
stealth podria implicar el incremento del tiempo de circulacion sanguinea de estas

nanoplataformas, una caracteristica importante para su aplicacion en biomedicina.
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Figura 45. Cinéticas in vivo de las NPs de (y-Fe203/PLGA)QS después de la inyeccién intravenosa en

ratones Balb/c: (a) higado (gris) y musculo (negro); (b) bazo (gris) y musculo (negro); y, (c) rifién (gris) y

musculo (negro).

Los resultados obtenidos de biodistribucion in vivo corroboraron los hallazgos de las
primeras cinéticas (Figura 46a, 46b, 46c y 46d). Analizando conjuntamente las imagenes
ponderadas en T2y el mapeo cuantitativo de Tz para las particulas (y-Fe2Os/PLGA)QS, se encontrd
que los incrementos en el valor absoluto de AT2 en el higado (hasta = 1.9 ms, p <0.05, Figura 46d)
eran mas pequefos que los inducidos por las particulas de y-Fe203/PLGA (hasta = 5.4 ms, Figura
44d) a las 24h. Estos datos ratificarian la menor captacion de las particulas y-Fe20s/PLGA
recubiertas por QS, en comparacion con las no recubiertas. La captacidon de las particulas (y-
Fe203/PLGA)QS fue insignificante en el bazo y en el musculo, tal y como se percibia ya en la
Figura 45b, dejando entrever una probable interaccién casi nula de estas particulas con los
macrofagos esplénicos. Finalmente, se observaron cambios significativos tanto en las imagenes

ponderadas en T2como en el valor absoluto de AT: en rifiones (p < 0.05), aumentando hasta = 6.1

ms a las 24 h postinyeccion.
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Figura 46. Imagenes de RM ponderadas en T2 representativas de rifién, bazo e higado después de la
inyeccion de las NPs (y-Fe203/PLGA)QS, tomadas en los tiempos: (a) 0 h, (b)) 1 hy (c) 24 h. (d) Valores
absolutos de AT2 (ms) en funcién del tiempo (horas) en musculo, higado, bazo y rifion después de la
inyeccién de las NPs (y-Fe203/PLGA)QS. Los datos experimentales se expresan como media + DE (n = 3).

La prueba estadistica fue significativa para datos con * (p < 0.05).

Los resultados de distribucién in vivo destacan el prometedor empleo de nanosistemas de
(y-Fe203/PLGA)QS en biomedicina debido a sus potenciales propiedades tipo stealth. A pesar de
ello, serian necesarios mas experimentos in vivo, concretamente en ratones portadores de
tumores. De esta forma, se podria definir adecuadamente el éxito de un direccionamiento guiado

magnéticamente en la acumulacion selectiva de nanosistemas en la masa tumoral.
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9.4. Evaluacion histoldgica ex vivo de depdsitos de hierro
9.4.1. Metodologia

La metodologia de los experimentos de la evaluacion histolégica ex vivo de depdsitos de
hierro esta indicada en el capitulo 6 “Biocompatibilidad y toxicidad de los nanosistemas”
apartado 6.4. “Toxicidad in vivo”. Concretamente, en ese apartado se detalla el tratamiento previo
a la tincion de las muestras, que es el mismo para este experimento. En este caso, la tinica
diferencia en el procedimiento esta en la fase de tincion de los tejidos, tincién de azul de Prusia

(prussian blue; PB) en vez de H&E.

Brevemente, las muestras de tejido se tifieron con PB para visualizar los posibles depdsitos
de hierro en los tejidos. Concretamente, las secciones de tejidos montadas sobre portaobjetos se
sumergieron durante 30 minutos en la mezcla preparada a partes iguales de acido clorhidrico
(20%, v/v) y ferrocianuro potasico (10%, p/v), mezcla conocida como azul de prusia. A
continuacion, se lavaron tres veces en agua bidestilada y se tifieron con rojo nuclear sélido (5
min). Finalmente, las muestras se lavaron (agua destilada, etanol al 100% y xileno al 100%), y se

prepararon para su observacion bajo un microscopio dptico.

9.4.2. Resultados y discusion

La Figura 47 recopila las imagenes histologicas tras la tincién con PB de varios tejidos:
higado, rifén y pulmoén. La histologia de estos tejidos se realizé a las 24 h tras la inyeccion de
NPs y-Fe203/PLGA y (y-Fe203/PLGA)QS en ratones Balb/c. Observando los cortes histoldgicos de
higado después de la administracion de las particulas y-Fe203/PLGA, se pudieron ver depositos
de hierro (zonas de color azul), principalmente en las células de Kupffer. Tras esta misma
administracion, y a las 24h, no se detectaron depositos de hierro en los rifiones y pulmones. Por
el contrario, con respecto a los nanocompuestos (y-Fe203/PLGA)QS, si se encontraron depdsitos
de hierro en los rifiones y los pulmones, ademas de en el higado. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en los ensayos in vivo de RM (ver Figuras 43-46). Por tanto, estos nuevos
hallazgos quieren apoyar la hipdtesis anteriormente planteada en este mismo capitulo: la
presencia de QS en la nanoestructura disefiada aporta ciertas propiedades que probablemente
favoreceran una circulacion sanguinea mas prolongada en el tiempo [Sarmento B. y cols., 2011;
Ishak R.A. y cols., 2013; Abouelmagd S.A. y cols., 2015; Chirio D. y cols., 2018]. Resaltar que, una
modificacion superficial del nanosistema con QS parece favorecer una biodistribucion mas

extensa, como, por ejemplo, llegando al tejido pulmonar [Lee S.Y. y cols., 2016].
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Control

y-Fe;O4/PLGA

(y-Fe,04/PLGA)/CS

Figura 47. Tincién con PB de secciones histoldgicas representativas de higado, rifién y pulmon a las 24
h después de la inyeccién intravenosa de particulas de y-Fe2O3/PLGA y (y-Fe203/PLGA)QS. Se comparan

con tinciones PB control de secciones histologicas de higado, rinén y pulmon. Longitud de barras: 100 pm.
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Las principales aportaciones obtenidas de este trabajo de investigacion pueden resumirse en

las siguientes 7 conclusiones, tantas como objetivos fijados al inicio de este trabajo:

1.- Se ha desarrollado una metodologia reproducible y o6ptima de formulacién de
nanosistemas magnetopoliméricos basados en nticleos de maghemita (y-Fe20s) embebidos en una
matriz de poli(D,L-lactida-co-glicolida (PLGA) recubierta a su vez por quitosano. Un tamafio de
particula entorno a los 330 nm y un rendimiento de sintesis de entorno al 50% confirmaron la
aplicacién de condiciones Optimas de sintesis de sistemas coloidales aptos para la via de

administracion parenteral.

2.- La correcta formacién de esta nanoestructura se caracterizo fisica, quimica y
fisicoquimicamente y su estructura se confirmé mediante microscopia electrénica, espectroscopia
de dispersion de energia de rayos X, estudios electroforéticos y goniométricos, difractometria de
rayos X y espectroscopia de infrarrojos por Transformada de Fourier. Esta extensa caracterizacion
confirmo la presencia de cada uno de los componentes de los nanocompuestos formulados: los
nucleos de maghemita se encuentran embebidos dentro de la matriz de poli(D,L-lactida-co-
glicolida y el quitosano recubre eficazmente toda la nanoplataforma. A mayores, los resultados
obtenidos del analisis de los difractogramas de rayos X arrojaron informacion interesante acerca
de la naturaleza cristalina de los nticleos de maghemita incorporados en el nanosistema. El
mantenimiento de esta condicion dentro del nanosistema posiblemente confiere a éste
propiedades magnéticas ante un campo magnético, ya que una alta cristalinidad estd relacionada
con una adecuada respuesta magnética. Las propiedades magnéticas de las nanoparticulas fueron
posteriormente validadas mediante el estudio de su ciclo de histéresis y su respuesta magnética
macro- y microscopica in vitro frente a un iman de 0.4 T. Se demostrd que los nanocompuestos
poselan un comportamiento magnético adecuado capaz de responder a campos magnéticos
externos, lo que podria asegurar un eficiente guiado magnético hacia regiones diana del
organismo. Finalmente, un mayor niimero de experimentos in vivo son necesarios para relacionar
esta capacidad de respuesta magnética con una mayor acumulacion de las particulas finales en la

region diana.

3.- La estabilidad de los sistemas coloidales almacenados en frio (pH 6; 4.0 £ 0.5 °C) en
funcién del tiempo se confirmé al no observar ningin cambio significativo en la evolucion
temporal de propiedades fisico-quimicas (tamafio de particula e indice de polidispersion, y

potencial zeta a corto plazo. De esta forma, se podria postular que la técnica de formulacion de
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las nanoparticulas mixtas genera unos sistemas estables en el tiempo (pH 6; 4.0 + 0.5 °C) poco

propensos a la agregacion.

4.- La evaluacion de la citotoxicidad y compatibilidad sanguinea in vitro y la toxicidad in vivo
de las nanoestructuras postularon una clara biocompatibilidad y seguridad para uso biomédico.
Concretamente, la viabilidad celular (células sanas y tumorales) inalterada y la inexistencia de
cambios en la morfologia de los fibroblastos HFF-1 de prepucio humano junto con las pruebas de
hemocompatibilidad concluyeron que los nanocompuestos se podrian caracterizar por un
margen de seguridad adecuado in vivo, siendo adecuados para la administracion parenteral. Esta

afirmacion se confirmé finalmente con pruebas de toxicidad in vivo.

5.- La constancia de la capacidad para la hipertermia magnética de los nanocompuestos, esto
es, la capacidad para generar calor en la zona diana dentro de unos rangos determinados de
temperatura bajo la influencia de un campo electromagnético alterno y la capacidad para reducir
la viabilidad celular en lineas celulares tumorales (efecto antitumoral) bajo la influencia de un
campo electromagnético alterno, respaldé la idea de un uso potencial de estos nanocompuestos

como agentes en la hipertermia magnética antitumoral.

6.- La metodologia de formulacion desarrollada permitié una absorcion eficiente del farmaco
cisplatino en la matriz polimérica y la maxima carga del farmaco en las particulas reportando
valores de eficacia de atrapamiento y carga de farmaco mayores (= 81% y 15%, respectivamente)
a los previamente atribuidos a particulas no magnéticas basadas en poli(D,L-lactida-co-
glicolida/quitosano. Ademads, la incorporacion del farmaco cisplatino en esta nanoestructura dio
lugar a una liberacién del fdrmaco sostenida y controlada. Estos nanocompuestos constituyen
nanosistemas de liberacion dual de farmacos sensibles a estimulos como el pH y la temperatura
(temperatura de hipertermia). La velocidad de liberacién de cisplatino fue 4.7 veces mas rapida a
pH acido (medio tumoral) y a la temperatura maxima de hipertermia (hipertermia magnética) en
comparacion con la velocidad a condiciones fisiologicas estandar, informacién que da pie a
postular que asociar farmacos con nanosistemas mejora el perfil farmacocinético de estos. Para
finalizar, la incorporacion del farmaco cisplatino en las nanoestructuras supuso un beneficio
respecto al agente antitumoral libre en cuanto a su actividad anticancerosa in vitro. Las particulas
cargadas con cisplatino demostraron una mayor citotoxicidad que las moléculas de cisplatino

libres frente a células A-549 de adenocarcinoma de pulmén humano en ausencia de un campo

173



C10. Conclusiones

magnético aplicado y un valor de concentracion de farmaco capaz de provocar el 50% de la

inhibicién celular (ICso0) 1.6 veces menor que la del quimioterapico libre.

7.- La determinacion de los valores de las relajatividades longitudinal y transversal (campo
magnético de 1.44 T) sirvieron como prueba preliminar del potencial de los nanocompuestos
como agentes de contraste T2 en resonancia magnética de imagen. Finalmente, los estudios de
distribucidén en resonancia magnética de imagen in vivo (ratones macho cepa Balb/c) y la
determinacion histolégica ex vivo de los depdsitos de hierro reforzaron la hipétesis sobre el uso
ventajoso del quitosano en la nanoestructura para proporcionar propiedades tipo stealth al
nanosistema. Propiedades que podrian ayudar a retrasar el reconocimiento del sistema por parte
del sistema fagocitico mononuclear y favorecer una circulaciéon sanguinea mas prolongada en el
tiempo. La presencia de quitosano en la estructura nanométrica también podria favorecer una
biodistribucién especifica hacia el tejido pulmonar. Resalta que serian necesarios mas
experimentos in vivo para confirmar la relaciéon entre un direccionamiento guiado

magnéticamente y la acumulacion selectiva del nanocompuesto en la region diana.

En conjunto, estas nanoplataformas mixtas biocompatibles, sensibles a estimulos externos,
con propiedades magnéticas y propiedades stealth, y con potencial como agentes en hipertermia
magnética antitumoral y como agentes de contraste T2 pueden constituir un candidato potencial
para aplicaciones teranosticas dentro de la biomedicina, y concretamente en el cancer de pulmon.
Experimentos adicionales in vitro e in vivo contribuiran a definir si un direccionamiento guiado
magnéticamente podria hacer posible la acumulacion selectiva de particulas de [maghemita/
poli(D,L-lactida-co-glicolida)]/quitosano en la masa tumoral y la eficacia terapéutica de esta
nanoplataforma en la terapia contra el cancer (quimioterapia e hipertermia magnética

antitumoral).
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