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ABREVIATURAS

ADN/DNA: Acido desoxirribonucleico

AIC: Menor criterio de Akaike

CME: Concentracion minima efectiva

CMT: Concentracion minima toxica

DLS: Dispersion dinamica de luz
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ENT: Enfermedades No Transmisibles

EPR: Efecto permeacion y retencién
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MSC: Mayor criterio de seleccién del modelo

MDT: Magnetic Drug Targeting (Liberacién magnética dirigida de farmacos)
NPM: Nanoparticulas magnéticas

NPMR: Nanoparticulas magnéticas recubiertas con lecitina de soya
NPMRB: Nanoparticulas magnéticas recubiertas con lecitina de soya y brij
NMRI: Resonancia magnética nuclear de imagen

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PBS: Solucion buffer de fosfatos

Rsqr: Coeficiente de correlacion

RX: Rayos X

TEM: Microscopia electronica de transmision

UV-Vis: Ultravioleta-Visible



1.- RESUMEN

El cancer se caracteriza por un crecimiento anormal de células que se manifiesta por una
reduccion del control del crecimiento y la funciébn celular. Su tratamiento consiste
mayoritariamente en quimioterapia. Sin embargo, los farmacos utilizados afectan tanto a
células sanas como enfermas, conllevando a serios efectos adversos. Actualmente, en el
area farmacéutica se estd estudiando arduamente el uso de la nanotecnologia como modo
de obtener acarreadores de farmacos con propiedades Unicas para una cesion inteligente.
Entre éstos, se encuentran las nanoparticulas magnéticas, como las formadas por. FesO4 y
y-Fe;O3 las cuales muestran relativamente baja toxicidad y propiedades de
superparamagnetismo. Ademas, tienen la posibilidad de ser manipuladas a nivel superficial
para obtener propiedades deseadas como hidrofilicidad y/o sensibilidad a la temperatura.

Es conocida también la propiedad de los fosfolipidos de formar bicapas con una
caracteristica muy particular, la temperatura de transicion de fase, por debajo de la cual el
sistema se mantiene rigido y por encima muestra cierta flexibilidad.

En base a lo anterior el objetivo de este proyecto consiste en elaborar nanoparticulas
superparamagnéticas de doxorrubicina a base de éxidos de hierro recubiertas de una mezcla
de fosfolipidos/brij 76 para lograr sistemas de liberacion termosensibles.

Se elaboraron tres tipos de nanoparticulas: hidrofilicas, recubiertas con lecitina y recubiertas
con lecitina/brij. Para ello se us6 el método de coprecipitacion y se caracterizaron por
microscopia electronica de trasmision (TEM), tamafio de particula, potencial zeta,
espectroscopia de infrarrojo y difraccion de rayos X. FTIR mostré que el recubrimiento fue
efectivo, mientras que RX dio evidencia de que se mantuvo la estructura de la magnetita y se
pudo observar tamafio y morfologia mediante TEM. Los tamafios obtenidos oscilaron entre
51.8 y 197.8 nm, siendo mas pequefias las recubiertas, lo que indica que el recubrimiento
puedo ayudar a estabilizar el sistema desde el punto de vista de la agregacion. El potencial Z
vario entre -16.6 mV y -28.9 mV, siendo mayor para las particulas sin recubrimiento, lo cual
no es de extrafiar dado que los fosfolipidos presentan cargas en su parte polar.
Posteriormente se realiz6 una adsorcién isotérmica de doxorrubicina sobre los tres tipos de
nanoparticulas para llevar a cabo la carga de farmaco y su correspondiente evaluacion de la
liberacion de doxorrubicina a partir de los sistemas generados imitando condiciones
fisiologicas. Los resultados mostraron que la cesion es una difusion tipo fickiano, indicando
ademas que a 37 °C se libera el 100% en 24h, lo que revela que el recubrimiento debe ser

modificado para lograr el control de la liberacion en funcion de la temperatura.



2.-INTRODUCCION

La palabra céancer se utiliza para agrupar aproximadamente 200 enfermedades que se
caracterizan por un crecimiento anormal de células, situacion que es transmitida a células
hijas y que se manifiesta por una reduccién del control del crecimiento y la funcién celular. De
acuerdo con la OMS, el cancer es la segunda causa de muerte en el mundo; en 2015,
ocasiond 8.8 millones de defunciones. Casi una de cada seis defunciones en el mundo se
debe a esta enfermedad, por esto es un area que hay que atender con posibles soluciones.
Por afos, el tratamiento del cancer ha supuesto una serie de problema entre los que
destacan la falta de especificidad al tejido enfermo y por lo tanto la aparicion de efectos
adversos. En particular la doxorrubicina es un farmaco antineoplasico de eleccién en una
gran cantidad de neoplasias, sin embargo, su administracion supone un serio problema de
cardiotoxicidad aunado al alcance de altas concentraciones en sangre.

Por otra parte, la nanotecnologia es un area interdisciplinar dedicada al estudio, disefio,
creacion, manipulacioén y aplicacion de materiales y sistemas funcionales mediante el control
de la materia a escala menor que un micréometro, asi como su explotacién tanto a escala de
laboratorio como industrial. En una de sus ramas, la nanotecnologia investiga el disefio de
los materiales de tamafio manométrico que poseen propiedades fisicas y quimicas muy
distintas a las del material masivo; dentro de ellos se encuentran las nanoparticulas
magneéticas.

En el caso de las particulas magnéticas la reduccién de tamafio trae un cambio en su
comportamiento magnético. En la literatura se reporta la sintesis de una gran variedad de
nanoparticulas con comportamiento superparamagnético. Entre los 6xidos magnéticos, los
oxidos de Fe30,4 y y-Fe,O3 son los mas adecuados debido a su relativamente baja toxicidad y
sus propiedades superparamagnéticas.

Las nanoparticulas magnéticas ofrecen nuevas y emocionantes oportunidades para
desarrollar sistemas eficaces de administracion de farmacos, ya que es factible producir,
caracterizar y adaptar especificamente sus propiedades funcionales para aplicaciones de
administracion de farmacos, a la vez que muestran un efecto como medio de contraste por
NMRI (Resonancia magnética nuclear de imagen) y efectos de hipertermia al ser sometidas a
campos magnéticos alternos o radiofrecuencia.

A su vez, han sido usadas para mejorar el rendimiento terapéutico de algunos agentes
guimioterapéuticos y para reducir sus indeseables efectos adversos. Esto porque involucra la

unién de farmacos anticancerigenos o cualquier otra biomolécula permitiendo su inyeccion
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en el torrente sanguineo, asi como su acumulacion en el sitio del tumor utilizando un campo
magnético externo adecuado por lo cual un control estricto en el tamafio. Se ha reportado en
la literatura que las nanoparticulas con un intervalo de tamafio entre 2 y 100 nm sirven para
alterar los procesos de sefializacion esenciales para las funciones basicas de las células
(incluyendo la muerte celular), y las nanoparticulas de entre 40 y 50 nm demostraron tener
un mayor efecto.!

Ademas, es conocido que, si se logra proteger el organismo de la nanoparticula mediante
técnicas de recubrimiento, el efecto es mucho mejor. Los fosfolipidos son moléculas no
reconocidas como extrafias por el sistema inmune y presentan propiedades térmicas de
interés para una liberacion controlada en funcion de la temperatura, por lo cual son
candidatas a recubrir las nanoparticulas magnéticas.

Asi, la administracion controlada de farmacos implica la asociacion de un farmaco con un
sistema portador, permitiendo de este modo la modulacion de las propiedades
farmacocinéticas y la biodistribucién del farmaco. Por lo cual se produjo un sistema
compuesto por nanoparticulas superparamagnéticas hechas de magnetita, recubiertas con
lecitina y brij 76, de tal modo que se obtuviera un acarreador de doxorrubicina con posibilidad

de direccionamiento, efecto diagnostico y sensible a la temperatura.



3. ANTECEDENTES

3.1 CANCER

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), a nivel mundial, el 63% de las
muertes anuales son causadas por enfermedades, generalmente crénicas, no transmisibles
(ENT).

Las cuatro principales ENT son: enfermedades cardiovasculares, enfermedades respiratorias
cronicas, diabetes y cancer, que juntas causan aproximadamente 38 millones de defunciones
al ano. Estas enfermedades, ademas del impacto fisico que suponen, tienen consecuencias
socioeconOémicas, principalmente en comunidades desfavorecidas socialmente en donde el
acceso a servicios de salud es limitado, generando con ello un incremento en el gasto
publico necesario para hacer frente a los costos de la enfermedad y su duracién.?*

Céancer es un término genérico para un largo grupo de enfermedades que pueden afectar
cualquier parte del cuerpo. Otros términos usados son tumores malignos y neoplasias.

De acuerdo a la OMS, el cancer se define como un proceso de crecimiento y diseminacion
incontrolados de células.

Una caracteristica del cancer es la multiplicacion rapida de células anormales que se
extienden mas alla de los limites normales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo y
propagarse a otros 6rganos. Este proceso se denomina «metastasis». Las metastasis son la
causa principal de muerte por cancer. El cancer puede tener consecuencias graves para la

salud, y es una causa principal de muerte.?

3.1.1ETIOLOGIA
A pesar de que los mecanismos de proliferacion de células cancerigenas se encuentran
regulados por la traduccién de material genético, existen factores ambientales, habitos de
comportamiento y socioecondmicos que se han visto relacionados con este padecimiento,
aumentando el nimero de casos y la intensidad de la proliferacion celular.*
Algunos de los factores son:

e Tabaquismo

e Consumo de alcohol

e Dieta, obesidad y actividad fisica: exceso de grasa corporal y poca o nula actividad fisica

contribuyen al control de peso ademas de que aumenta la probabilidad de varios tipos de

cancer.®



e Factores ocupacionales: la exposicibn a diversas sustancias durante el ejercicio
profesional ha demostrado tener ciertos efectos promotores en el desarrollo de ciertos
tipos de cancer.

e Infecciones: causadas por virus, bacterias y/o microparasitos.®

e Factores hormonales reproductivos y de crecimiento: una modificacion genética permite
la proliferacion desmedida llevando a la generacion de tumores.

e Radiaciones (ionizantes, ultravioletas y electromagnéticas): se ha demostrado que los
distintos tipos de radiacion provocan alteraciones en la estructura del DNA celular segun
la intensidad y tiempo de exposicién a dicha radiacion.”®

e Calidad de agua, suelo y aire.’

e Exposicion a farmacos: algunos farmacos han demostrado poseer potencial para inducir
modificaciones genotdxicas que inician o promueven el desarrollo de diversos tipos de
cancer. Entre ellos se encuentran algunos agentes antineoplasicos (bisulfano,
clorambucil, ciclofosfamida, etc.), algunos inmunosupresores y agentes hormonales.*°

e Sustancias carcinogénicas naturales: consideradas naturales porque son sintetizadas por
bacterias, plantas, hongos y liquenes; los seres humanos se exponen a ellos a través de
los alimentos y agua. Algunos de estos compuestos son los antibidticos,
guimioterapéuticos, crocistinas, micotoxinas y algunos productos del metabolismo de

plantas y liquenes.*

3.1.2 EPIDEMIOLOGIA

El cancer afecta a toda la humanidad, pero hay diferencias marcadas a través de fronteras
locales, nacionales y regionales, particularmente cuando se consideran tipos de tumores
especificos.

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo; con
aproximadamente unos 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes relacionadas
en 2012. (Figuras 1y 2)
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Figura 1. Distribucién de la incidencia de cancer en hombres durante el afio 2012.
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Figura 2. Distribucién de la incidencia de cancer en mujeres durante el afio 2012.*

En los paises en transicion epidemiolégica los mas comunes incluyen cancer en pulmones,
mama, préstata y colorrectal., pero los canceres de estébmago, eséfago e higado siguen
siendo altos.

Los datos de paises de bajos recursos muestran que el cancer cervicouterino sigue siendo el
mas comun entre las mujeres. En paises de bajos y medios recursos, la incidencia en los
tumores es relativamente baja pero los datos de mortalidad correspondiente muestran el

reflejo de diagndstico como ultima etapa y los pobres resultados clinicos.
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En 2012, los canceres diagnosticados con mas frecuencia en el hombre fueron los de pulmoén
(16.7%), préstata (15%), colorrectal (10%), estbmago (8.5%) e higado (7.5%). En la mujer
fueron los de mama (25.2% del total), colorrectal (9.2%), pulmén (8.7%), cuello uterino
(7.9%) y estomago (4.8%).

En el mundo se estima que el diagnostico de cancer en nifios (0-14 afios) en 2012 fue de 165
000 (95 000 en niflos y 70 000 en nifas).

Mas del 60% de los nuevos casos anuales totales del mundo se producen en Africa, Asia,
Ameérica Central y Sudamérica. Estas regiones representan el 70% de las muertes por cancer
en el mundo.*

Aproximadamente un 30% de las muertes por cancer se deben a cinco factores de riesgo
comportamentales y alimentarios (indice de masa corporal elevado, consumo insuficiente de
frutas y verduras, falta de actividad fisica y consumo de tabaco y alcohol) y, por lo tanto,
pueden prevenirse.?

El tabaco se ha asociado con 70% de cancer de pulmon, 22% de muertes por cancer y es
conocido como factor causante en mas de 10 tipos de cancer, muchos de los cuales podrian
ser prevenidos. Mas de un tercio de la mayoria de los canceres puede ser prevenido a traves
de una dieta nutritiva, manteniendo un peso saludable y realizando actividades fisicas

regulares.™

3.1.3 CANCER EN MEXICO

En México se registran 160 mil nuevos casos de cancer cada afio, 80 mil fallecimientos y
cerca de 70% se diagnostican en etapas avanzadas de la enfermedad, lo que complica el
tratamiento e impacta en la supervivencia de los afectados. **

Durante 2013, la morbilidad hospitalaria por tumores malignos (poblacion que egresa de un
hospital por dicha enfermedad) mas alta tanto en mujeres como en hombres menores de 20
afos, fue por cancer de 6rganos hematopoyéticos. Los tratamientos contra el cancer en la
infancia y adolescencia tienden a ser exitosos; los nifios mas pequefos generalmente tienen
mejores expectativas de sobrevivencia a la enfermedad lo que posiblemente se debe al
oportuno diagnéstico y tratamiento. *3

De acuerdo con la OMS en el 2014 se reportaron 33 900 casos de hombres y 38 000 casos
de mujeres de mortalidad por cancer. El enfoque de México ha sido predominantemente en
los factores clave de riesgo del cancer, en particular mediante la aplicacion de la “Estrategia
Nacional de Prevencion y Control De Sobrepeso y Obesidad”. Como resultado, en 2013, el
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gobierno lanzé una serie de estrategias para abordar esto incluyendo: educacion publica,
sensibilizacién, un modelo sanitario y normativo y medidas fiscales. **
Se prevé que los casos anuales de cancer aumentaran de 14 millones en 2012 a 22 millones

en las proximas dos décadas.

3.1.4 DESARROLLO CLIiNICO

Siendo un proceso que ocurre s6lo cuando se han acumulado diversas mutaciones
genéticas, el cancer requiere de largos periodos de tiempo para desarrollarse. Usualmente,
existe un periodo de latencia entre la exposicion a un agente carcinogénico o un evento de
mutacion celular y la aparicion de células cancerigenas.

El cancer se desarrolla en tres etapas principales: iniciacion, promocion y progresion, sin
embargo, si la proliferacion celular en un tejido cancerigeno se expande a otros, se produce

una cuarta llamada metastasis.*

3.1.4.1 INICIACION

En la mayoria de los casos, la activacion de oncogenes y/o desactivacion de algunos genes
supresores llevan a un aumento descontrolado en la rapidez del ciclo celular y la inactivacion
de los mecanismos apoptoéticos. Estos cambios pueden darse al azar o ser propiciados por la

exposicion a agentes carcinogénicos.

3.1.4.2 PROMOCION

Una vez que se ha llevado a cabo una primera exposicion es necesaria la exposicién a
ciertas sustancias que aumentan el dafio al material genético, llamados promotores. La
accion de dichos promotores puede llegar a ser reversible en una etapa inicial, sin embargo,

exposiciones posteriores aumentan la probabilidad de modificaciones al material genético.™*

3.1.4.3 PROGRESION

Durante esta etapa, ocurren una serie de cambios en el material genético de la célula normal
lo que se reflejado en su comportamiento, crecimiento y funcién lo que obtiene como
resultado una célula cancerigena. En la célula cancerigena hay un aumento en la rapidez de
crecimiento y division celular, aunque puede variar con respecto al tipo de célula y la

agresividad del cancer.*
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3.1.4.4 METASTASIS

Una vez que el cancer se ha establecido en un tejido, si estas células continuan dividiéndose
pueden lograr invadir tejidos cercanos. Si la célula cancerigena escapa al sistema de
deteccién del sistema inmune puede ser diseminada a través del cuerpo; lo cual es conocido
como metastasis.’* Metastasis es el término usado para describir la capacidad de tumores
sélidos para propagarse a nuevos sitios en el cuerpo y establecer tumores secundarios.
Muchos pacientes que mueren de céncer es por consecuencia de la diseminacion

metastasica a 6rganos vitales en lugar de los tumores primarios.*

3.1.5 TRATAMIENTO

El principal objetivo para un tratamiento es el curar o prolongar considerablemente la vida de
los pacientes, y garantizar la mejor calidad de vida posible a quienes sobreviven a la
enfermedad.?

El tratamiento del cancer a menudo abarca mas de un enfoque, y la estrategia depende en
gran medida de la naturaleza del cancer y de cuanto se ha progresado. Los principales
tratamientos son todavia cirugia, radioterapia, y quimioterapia. Sin embargo, otros enfoques,
tales como la terapia fotodinamica (PDT), anticuerpos y vacunas; asi como la terapia génica

se encuentran aun en desarrollo.®

3.1.5.1 DIAGNOSTICO

La primera fase fundamental en el tratamiento del cancer es el diagndstico mediante un
examen patolégico. El cancer so6lo se diagnostica cuando un tumor solido ha crecido lo
suficiente para que el paciente lo pueda notar directamente por su tamafio y ubicacién, este
puede causar obstruccion; una sensacion de presién o dolor (por ejemplo, en mama,
es6fago, tumores de cabeza y cuello); o mediante sintomas indirectos, como rastros de
sangre en la orina o las heces (por ejemplo, en cancer de vejiga o intestino) o tos intensa
(por ejemplo, en el pulmén). Una vez establecido el diagnostico se deben tomar en cuenta
una o varias modalidades de tratamiento principales - cirugia, radioterapia y tratamiento
sistémico -, eleccién que debe basarse en pruebas cientificas sobre el mejor tratamiento
existente teniendo presentes los recursos disponibles.

Cuando el tumor esta localizado y es de pequefio tamafo, es probable que la cirugia, y a
veces la radioterapia, alcancen muy buenos resultados por si solas; esto solo es posible si la

metastasis del tumor primario no ha ocurrido.>*
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La quimioterapia por si sola puede ser eficaz para un pequefio numero de tipos de cancer,
como las neoplasias hematolégicas (leucemias y linfomas), que por lo general puede

considerarse que estan extendidas desde el principio.

3.1.5.2 QUIMIOTERAPIA
La quimioterapia implica el uso de farmacos de bajo peso molecular para destruir
selectivamente un tumor o al menos limitar su crecimiento.
Es usada para tratar varios tipos de cancer; para muchas personas la quimioterapia puede
ser considerada el Unico tratamiento que reciban. El tipo de tratamiento que necesite
cada persona depende del tipo de céncer, si se ha expandido y donde, ademas de si se
tienen otros problemas de salud.
La quimioterapia puede darse por diferentes vias. Algunas de ellas son:
= Oral: tabletas, capsulas y liquidos que se degluten.
= Intravenosa: el medicamento va directamente a la vena.
= Intramuscular o subcutanea: una sola dosis que se aplica en un musculo del brazo,
muslo o cadera, o debajo de la piel en la zona grasa del brazo, pierna.
= Intratecal: es inyectada entre las capas de tejido que cubren el cerebro y médula
espinal.
= Intraperitoneal: va directamente a la cavidad peritoneal, la cual contiene los 6rganos
como estémago, intestino e higado.
= Intra-arterial: se inyecta a la arteria que conduce el cancer.
= TOpico: se administra directamente sobre el lugar de accion, generalmente en la piel.
La frecuencia y duracién de quimioterapia varia y generalmente se administra en ciclos.
Un ciclo significa que se hara la administracion de quimioterapia seguido por un periodo
de descanso.?
Una ventaja de la quimioterapia es que, al darse la administracion intravenosa, los farmacos
de bajo peso molecular se distribuyen a través de la mayoria de los tejidos del cuerpo y asi
puede matar células tumorales en areas protegidas (cerebro, por ejemplo) o aquellas células
en el proceso de metastasis. Sin embargo, las desventajas de muchos agentes citotoxicos
incluyen desagradables efectos adversos, como supresion de médula Osea, lesiones en
tracto GI, pérdida de cabello, nauseas y un rapido desarrollo de resistencia clinica. Estos
efectos adversos ocurren porque los agentes citotoxicos, como farmacos que interactiian con

DNA, inhibidores de tubulina y antimetabolitos; actian tanto en células tumorales (a menudo
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desencadenando apoptosis) y en células sanas. Sus mecanismos de accion incluyen una
captacion y una accién mas rapidas y diferenciadas en las células cancerosas que se dividen

mas rapidamente.

3.2 FARMACOS INTERCALANTES DEL DNA

Un gran numero de farmacos anticancerosos ejercen su efecto mediante la interaccion con el
ADN. Estos agentes son actualmente el grupo mas ampliamente utilizado en la practica
clinica. Su forma es plana, que consiste en tres o cuatro anillos aromatico condensados, y su
mecanismo de accion implica la insercion entre los pares de bases de ADN, perpendicular al
eje de la hélice. Una vez en posicidbn, se mantiene en su lugar por las interacciones,
incluyendo enlaces de hidrogeno y fuerzas de van der Waals. Ademas, muchos de los
intercaladores tienen cadenas laterales ricas en funcionalidades de unién de hidrégeno, por
ejemplo, el azucar de amino de la doxorrubicina o los anillos de pentapéptidos de
dactinomicina que se posicionan en ranuras del ADN de menor o mayor, donde estabilizan
aun mas el aducto mediante la formacion de enlaces de hidrogeno y otras interacciones no
covalentes. Algunos intercaladores con series de grupos funcionales en cualquier extremo de
la molécula sobresalen en ambas de las ranuras menores o mayores y se refieren a veces
como agentes de roscado. En términos generales, su mecanismo de accién implica interferir
con el ADN de procesamiento, lo que conduce a la muerte celular, por lo general a través de
la invocacion de la apoptosis.

Al igual que con otras familias de farmacos contra el cancer, la toxicidad selectiva hacia las
células cancerosas puede surgir solamente de la diferencia en la tasa de crecimiento de las
poblaciones de las células de cancer en comparacion con las células normales, que también
explica sus efectos secundarios principales de toxicidad para la médula 6sea y células del
tracto GlI.

Otra posibilidad es que la selectividad puede surgir a través de una reduccion de la
capacidad de las células cancerosas para reparar las lesiones del ADN en comparacion con
las células normales, lo que desencadena la apoptosis.®

La mayor permeabilidad y el efecto de retencion (EPR, por sus siglas en inglés) es un
fendmeno Unico de los tumores solidos relacionado con sus diferencias anatomicas y
fisiopatologicas de tejidos normales. El efecto EPR considera la naturaleza anatomica-

fisiopatolégica Unica de los de los vasos sanguineos del tumor que facilita el transporte de
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macromoléculas en los tejidos tumorales y sirve como base para desarrollar terapias
anticancerigenas macromoleculares.*®

La familia m&s grande de agentes de intercalacion en el uso clinico son las antraciclinas, que
contienen cuatro anillos aromaticos condensados, e incluyen antibiéticos de origen natural
tales como doxorrubicina, daunorrubicina, y aclarrubicina y los analogos semisintéticos

relacionados epirrubicina e idarrubicina.’

3.3 DOXORRUBICINA
La doxorrubicina es un antibidtico citotoxico de antraciclina aislado de los cultivos de
Streptomyces peucetius var. caesius.
Actualmente es uno de los farmacos anticancerigenos mas exitosos y ampliamente utilizados
debido a su amplio espectro de actividad (Figura 3). Es un farmaco antineoplasico o
citotoxico usado para quimioterapia. Utilizado para tratar leucemias agudas, linfomas, y una
variedad de tumores sélidos, incluyendo los carcinomas de mama, pulmon, tiroides, y ovario,
asi como carcinomas de tejidos blandos. La dosis acostumbrada para adultos es de 60 a 75
mg/m? de manera IV una vez durante 21 dias debido a que se requiere una dosificacién muy
exacta de un determinado farmaco por su toxicidad y el estrecho margen terapéutico.

NH,

HO

OH 0]

Figura 3. Estructura quimica de doxorrubicina

Algunos de sus efectos adversos incluyen nauseas y vomitos, mielosupresién, mucositis y
alopecia. Las dosis mas altas acumuladas se asocian con miocardiopatia y puede ocurrir una
insuficiencia cardiaca potencialmente fatal. Por lo tanto, la monitorizacion cardiaca se usa a
veces para ayudar en la seguridad limitando la dosificacion total. Se presenta una toxicidad

irreversible miocéardica grave que conduce a la insuficiencia cardiaca congestiva cuando la
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dosis total de doxorrubicina se aproxima a 450 mg/m>.'>'" Al

encontrarse en una
administracion dnica, la prevencion se ha centrado en la limitacion de la dosis acumulativa,
diagndstico temprano (como angiocardiografia de radionucleidos o ecocardiografia), una
alteracion en el horario de administracion (sustitucién de inyeccion en bolo por una infusion
IV continua y prolongada), el desarrollo de antraciclinas menos cardiotoxicas ademas del uso

de cardioprotectores (como dexrazoxano).

3.3.1 MECANISMO DE ACCION

La doxorrubicina se une a acidos nucleicos por medio de una intercalacién especifica del
nacleo plano de la antraciclina con la doble hélice del DNA (Figura 4). El anillo antraciclinico
es lipofilico pero el final se encuentra saturado con abundantes grupos hidroxilos adyacentes
al grupo amino de la ribosa, produciendo un centro hidrofilico. La molécula es anfotérica,
teniendo funciones acidas en el anillo por los grupos fendlicos y una funcion béasica en el
grupo amino de la ribosa. Se une tanto a membranas celulares como a proteinas del

plasma.'’

Figura 4. Mecanismo de accién de Doxorrubicina como agente intercalante™
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3.3.2 FARMACOCINETICA

3.3.2.1 DISTRIBUCION
El tiempo de vida media de distribucion inicial es de aproximadamente 5 minutos, lo que
sugiere la rapida entrada a los tejidos de la doxorrubicina, mientras que su lenta eliminacion

de los tejidos se refleja en un tiempo de vida media terminal de 20 a 48 horas.

El volumen de distribucién en estado estacionario oscila entre 809 a 1214 L/m? y es
indicativo de la absorcion del farmaco en los tejidos.

La unién de doxorrubicina y su mayor metabolito doxorrubicinol, a las proteinas del plasma
es cerca del 74 al 76% y es independiente de las concentraciones de plasma de

doxorrubicina mayores a 1.1 pg/mL. La doxorrubicina no cruza la barrera hematoencefalica.

3.3.2.2 METABOLISMO

La reduccion enzimatica de la posicion 7 y la escision del azdcar daunosamina produce
agliconas que van acompafiadas de formacion de radicales libres, la produccion local de
éstos podria contribuir a la actividad cardiotdxica de la doxorrubicina.

La disposicién de doxorrubicinol (DOX-OL) en pacientes es limitada en la formacion, siendo

la semivida terminal del DOX-OL similar a la de la doxorrubicina.

3.3.2.3 EXCRECION

El aclaramiento plasméatico estd en el intervalo de 324 a 809 mL/min/m? y es
predominantemente por la excrecion biliar y el metabolismo. Aproximadamente 40% de la
dosis aparece en la bilis en 5 dias, mientras solo 5 al 12% del farmaco y sus metabolitos
aparecen en la orina durante ese mismo periodo. En la orina <3% de la dosis es recuperada
como DOX-OL después de 7 dias. La doxorrubicina se excreta principalmente por bilis, y un
nivel elevado de bilirrubina es considerado un marcador para la reducciéon de la dosis. El
aclaramiento sistémico de doxorrubicina se reduce significativamente en mujeres obesas con
un peso corporal ideal mayor al 130%. Hay una reduccion significativa en el aclaramiento sin
ningun cambio en el volumen de distribucion en pacientes obesos cuando se comparan con

pacientes normales con menos del 115% de peso corporal ideal.®
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3.3.3 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS:

En la tabla 1 se encuentran las propiedades fisicoquimicas de la doxorrubicina.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de doxorrubicina

Férmula quimica C27H20NO11
Peso molecular 543. 5193 g/mol
Nombre IUPAC (8S,105)-10-([(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroxy-6-methyloxan-2-

ylloxy)-6,8,11-trihydroxy-8-(2-hydroxyacetyl)-1-methoxy-
5,7,8,9,10,12-hexahydrotetracene-5,12-dione

Solubilidad en agua 1.18 mg/mL
log P 1.27
Permeabilidad en Caco?2 -6.8
pKas 8.94,9.53

3.4 SISTEMA DE LIBERACION DE FARMACOS

3.4.1 SISTEMAS CONVENCIONALES DE LIBERACION DE FARMACOS

Durante las ultimas décadas, el tratamiento de diversos padecimientos ha sido realizado
mediante la administracion de farmaco al cuerpo humano por medio de diferentes formas
farmacéuticas, como las tabletas y céapsulas. La mayor parte de estos sistemas
farmacéuticos son formulados para liberar el principio activo inmediatamente después de la
administracion para obtener una absorcién sistémica rapida y completa. Estos sistemas de
liberacién inmediata resultan en una rapidez de absorcién relativamente alta, dando inicio a
los efectos farmacodinamicos acompafantes. Sin embargo, después de darse la completa
absorcién del principio activo, las concentraciones plasmaticas comienzan a disminuir
conforme al perfil farmacocinético del mismo. Eventualmente, las concentraciones
plasmaticas llegan a ser menores a la concentracion minima efectiva (CME), dando como
resultado la pérdida de la actividad terapéutica. Por lo tanto, durante un tratamiento
farmacologico sera necesaria una administracion de una nueva dosis antes de alcanzar la
CME para mantener el efecto terapéutico.

Todos estos sistemas tradicionales son comunes en la prescripcion diaria para llevar a cabo
la practica hospitalaria; siendo lo méas frecuente a nivel mundial. Una alternativa a este tipo

de sistemas es la administracion de un sistema que provea de una liberacion modificada del
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principio activo, manteniendo las concentraciones plasmaticas en un tiempo mayor que a los

sistemas convencionales y/o logrando ubicacion espacial.*®

3.4.2 SISTEMAS DE LIBERACION MODIFICADA

Los medicamentos de liberacion modificada son aquellos en los que la velocidad y/o el lugar
de liberacion del o los principios activos son diferentes de la forma farmacéutica de liberacion
convencional, administrada por la misma via. De esta manera se logran objetivos
terapéuticos dificiles de conseguir con las formas tradicionales o tratamientos mas comodos,
ya que de este modo se logra reducir el control de la medicacién por el paciente.

En los ultimos afios se han realizado diversos avances en el desarrollo de nuevos sistemas
de liberacion de farmacos; estos avances han tenido uno o varios de los siguientes
beneficios:

- Liberacion controlada de la cantidad de farmaco a un tiempo deseable

- Control de la concentracion de farmaco dentro de la ventana terapéutica

- Maximizacion de la eficacia en la relacion dosis-respuesta

- Reduccién de efectos adversos

- Minimizacion de las dosificaciones frecuentes

De acuerdo a su sofisticacion técnica, los sistemas de liberacion de farmacos de liberacion
modificada o controlada, se clasifican en:

1) Sistemas de liberacion pre-programada de farmacos:

En este grupo, la liberacion de farmacos ha sido preprogramada a perfiles de velocidad
especifica. Esto se logra mediante el disefio del sistema, que controla la cesion del farmaco a
través de una matriz 0 una membrana.

2) Sistemas modulados por activacion:

La liberacién del farmaco es activada por algun proceso fisico, quimico o bioquimico y/o
facilitada por estimulos externos. Por lo tanto, la cantidad de farmaco liberado sera
controlada por el estimulo aplicado.

Los estimulos se pueden clasificar como:

. Fisicos: tales como presidbn osmoética, presion hidrodinamica, presion de vapor,
mecanicos, magnéticos, sonoforesis, iontoforesis o hidratacion.

. Quimicos: pH, hidrdlisis, fuerza iénica.

o Bioquimicos: enzimas.
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3) Sistemas de suministro por realimentacion:

La liberacién en este grupo es activada por un agente desencadenante, una sustancia
bioquimica en el cuerpo, y es regulada por la concentracion mediante mecanismos de
retroalimentacion. Por ello su liberacion estara controlada por la concentracion del agente
desencante detectado por un sensor Sistemas de administracion dirigidos al sitio
(vectorizacion). *°

En la figura 5 se representa el curso temporal de la concentracion plasmatica de un farmaco

administrado desde distintos sistemas:

A

CMT
Ventana

Terapéutica

' CME
Dosis Unica

W Dosis multiple

M Liberacion prolongada

Concentracién plasmatica de farmaco

Liberacion controlada

Tiempo

Figura 5. Representacién hipotética de la concentracién plasmatica de farmacos liberados desde
distintos sistemas de liberaciéon. (CMT: Concentracion minima téxica; CME: Concentracion minima

efectiva).

La administracibn modificada de farmacos implica, generalmente, la asociacién de un
farmaco con un sistema portador, permitiendo de este modo la modulacion de las
propiedades farmacocinéticas y la biodistribucion del farmaco. Un sistema ideal de liberacion
de farmacos deberia liberar al farmaco en el momento deseado, a la velocidad requerida por

el cuerpo durante el tiempo de tratamiento y especialmente al sitio de accién.®

3.4.3 SISTEMAS TERAGNOSTICOS
Los sistemas teragnosticos se caracterizan por su actividad dual en tratamiento y

diagnostico; con el desarrollo de estos sistemas se busca ser capaz de monitorear el avance
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de un padecimiento y proveer de una terapia en el mismo momento. Este enfoque busca
reducir el tiempo de retraso para la administracion de un tratamiento, asi como facilitar el
cuidado del paciente, e inclusive llevar un control de manera individual del régimen de
dosificacion. Los sistemas teragndsticos incluyen, pero no se limitan a sistemas de liberacion
de farmacos acoplados a biomarcadores de diagndstico molecular, sondas de imagenologia
y de técnicas de deteccion temprana y nanoplataformas que incorporan sistemas de

contraste y componentes terapéuticos.?*

3.5 NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia es un area interdisciplinar dedicada al estudio, disefio, creacion,
manipulacion y aplicacion de materiales y sistemas funcionales mediante el control de la
materia a escala menor que un micrometro, asi como su explotaciéon tanto a escala de
laboratorio como industrial. La emergencia de la nanociencia y la nanotecnologia ha
supuesto una gran influencia en un sinnimero de industrias y particularmente en la industria
farmaceéutica.

Las herramientas y los materiales desarrollados para otras industrias de nanotecnologia
también tienen potenciales oportunidades en la industria farmacéutica.

En una de sus ramas, la nanotecnologia investiga el disefio de los materiales de tamafio
nanomeétrico que poseen propiedades fisicas y quimicas muy distintas a las del material
masivo; dentro de ellas se encuentran las particulas magnéticas.

El nuevo enfoque que se propone para las herramientas nanotecnolégicas clasifica su
utilidad en tres grandes categorias farmacéuticas: desarrollo del proceso, desarrollo del

producto y medicina personalizada.?

3.6 NANOPARTICULAS

Las nanoparticulas (NP) son sistemas submicrénicos (entre 1 y 100 nm de acuerdo a la
definicion actual, aunque hay ejemplos de NPs de tamafios de varios cientos de nanémetros)
hechas de materiales inorganicos u organicos (como polimeros), que pueden ser 0 no
biodegradables. Su importancia se relaciona con el hecho de que las caracteristicas de las
NP son diferentes a los materiales a granel de la misma composicién, que se debe
principalmente a los efectos de tamarfo, las propiedades magnéticas y electrénicas y el

fenémeno de superficie que es reducido por su tamafio.?®

23



Las nanoparticulas superparamagnéticas, o0 sistemas magnéticos en nanoescala, han
generado un interés continuo desde el afio 1940. Existen diferentes tipos de estas
nanoparticulas: 1) ensambladas por ejemplo con cobalto, niquel o maghemita; Il) aisladas
Unicamente de niquel, cobalto o bien de magnetita.**

El alto potencial de los efectos magnéticos, tamafio pequefio y una alta area superficial de
las nanoparticulas magnéticas atrajo mucha atencién uUltimamente para considerarlas en
diagnadsticos terapéuticos y varias aplicaciones biotecnolégicas, incluyendo el tratamiento con
hipertermia y la liberacién de farmacos.? En particular, las elaboradas con magnetita debido
a su alta magnetizacion y relativamente baja toxicidad.?®

El tamafio del nanomaterial influye en la cinética y en la acumulacion del tumor. El material
necesita ser mas pequefio y su tamafio puede influir en varios parametros que afecten la
extravasacion al tumor y difusion al intersticio.>

Las nanoparticulas ofrecen nuevas y emocionantes oportunidades para desarrollar sistemas
eficaces de administracion de farmacos, ya que es factible producir, caracterizar y adaptar
especificamente sus propiedades funcionales para aplicaciones de administracion de
farmacos.?® Ademas ofrecen la posibilidad de encapsular farmacos pocos solubles, protegen
moléculas terapéuticas y modifican la circulacion sanguinea y los perfiles de distribucién en
tejidos. Estas propiedades son atractivas en oncologia ya que puede encapsular citotoxicos,
productos que exhiben una alta toxicidad. La nanotecnologia también es atractiva porque
puede facilitar la combinacién de regimenes que son muy usados en la terapia contra el
cancer, sin embargo la determinacién de una terapéutica 6ptima usando NP es desafiante.?
Algunas otras aplicaciones que pueden llegar a tener las nanoparticulas se enlistan mas
adelante.

3.6.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Las nanoparticulas magnéticas se han sintetizado con un numero de diferentes
composiciones y fases, incluyendo 6xidos de hierro como Fe3O,4 y Fe,O3, metales puros,
tales como Fe y Co, espinelas de tipo ferromagnetos como MgFe,04, MnFe;0,4y CoFe,0y,
asi como las aleaciones de CoPtzy FePt. Durante los ultimos afios, se han descrito rutas
sintéticas especificas para dar nanoparticulas magnéticas muy estables, monodispersas y de
tamafio controlado. Varios métodos populares, como co-precipitacién, descomposicion
térmica y/o reduccion, sintesis por el uso de micelas, sintesis hidrotermal y todas las técnicas

de pirdlisis pueden dirigirse a la sintesis de nanoparticulas magnéticas de alta calidad.?’
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Diversos métodos han sido aplicados para la sintesis de polvos de Fe3O4, algunos ya se
mencionaron anteriormente y otros se enlistan a continuacién: microemulsién, oxidacion de
Fe(OH), con H,0,, irradiacién con rayos vy, irradiacion de microondas y método de separaciéon
de las colas de mineral de hierro.
Las nanoparticulas de magnetita (Fe3O,4) se han obtenido en varias dimensiones (< 100 nm)
y formas, tales como esferas uniformes, esferas huecas y montajes nano nicleo/corteza.?®
Los métodos mas usados se describen a continuacion:
a) Meétodo de coprecipitacion: es una manera facil y conveniente para sintetizar 6xidos de
hierro (ya sea Fe3O, 0 y-Fe,0s). Se parte de una solucién acuosa de las sales Fe?*/Fe®" y
se adiciona una base bajo una atmésfera inerte a temperatura ambiente o a temperatura
elevada. El tamafo, forma y composicién de las nanoparticulas magnéticas depende en
gran medida del tipo de sal usada (como cloruros, sulfatos, nitratos), el radio Fe?*/Fe®", la
temperatura de reaccion, pH y la fuerza idnica del medio. Con esta sintesis, una vez que
todas las condiciones sintéticas son arregladas la calidad de las nanoparticulas es
completamente reproducible.?’
b) Descomposicién térmica: las particulas magnéticas de este proceso se sintetizan a
alta temperatura, mediante la descomposicion de precursores de complejos metalicos
como los acetilacetonatos, cupferronatos y tensocativos como acidos grasos, acido oleico
y hexadecilamina.®
c) Microemulsiones: son ampliamente utilizadas para la sintesis de particulas con
tamafio uniforme en una microemulsion w/o. Dentro de las cuales se da la reaccion de
sintesis, de esta manera se logra mantener el tamafio de particula con una baja
dispersion. La formacién de precipitados es controlada por la concentracion de

tensoactivos en el medio.?®

3.6.2 MAGNETITA

La magnetita es un compuesto formado por oxidos de hierro de férmula FezO4, donde el
oxigeno forma la red cubica de cara centrada Y [XY] bO4, X=Fe*" y Y=Fe*", donde los
corchetes denotan los sitios octaédricos (32 espacios) y los restantes los sitios tetraédricos
(64 espacios), con dimensiones de celda de 0.839 nm, y con una densidad de 5.18 g/cm.
Posee una dureza de 5 % en escala de Mohs, siendo un material ferromagnético con

temperatura de Curie de 850 K vy resistividad eléctrica de 105 Q*cm. La magnetita es un
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material de color negro, ferromagnético, semiconductor que difiere de otros éxidos de hierro
al contener hierro divalente y trivalente.*

La magnetita ha ganado especial interés debido a su alta magnetizacion y relativamente baja
toxicidad. Sin embargo, la sintesis de nanoparticulas magnéticas con una morfologia y
tamafo controlado se ha vuelto un area de estudio desafiante mas especificamente en la
aplicacion biomédica, donde un control estricto en el tamafio es necesario, tal como se

mencioné anteriormente.?%3!

3.7 MAGNETISMO
El magnetismo es un fendmeno fisico mediado por campos magnéticos, corrientes eléctrica y
momentos magnéticos. Debido a la composicion de la materia por particulas subatomicas
cargadas. ElI comportamiento de los materiales magnéticos describe como los materiales
responden a los campos magnéticos y se clasifica en cinco grandes grupos (Figura 6):
1) Diamagnético: no tienen momentos magnéticos netos.
2) Paramagnético: tienen un momento magnético neto debido a electrones no apareados
en orbitales parcialmente llenos. Sin embargo, los momentos magnéticos individuales no
estan alineados para dar un efecto magnético macroscépico hasta que se presenta un
campo magnético.
3) Ferromagnético: a diferencia de los momentos paramagnéticos, los momentos
atdmicos en estos materiales exhiben interacciones muy fuertes. Estas interacciones son
producidas por fuerzas de intercambio electrénico y dan como resultado una alineacion
paralela o antiparalela de los momentos atomicos. Los materiales ferromagnéticos exhiben
una alineacion paralela de los momentos que da como resultado una magnetizacién neta
grande incluso en ausencia de un campo magnético. Ejemplos de ello son la magnetita.
4) Antiferromagnético: En estos materiales existe una disposicion atbmica que resulta en
un momento magnético igual a cero. Como ejemplo de ello se encuentra la hematita, una
estructura con iones oxigeno y iones Fe®** en un empaquetamiento hexagonal. Los
momentos magnéticos de los iones Fe® estan acoplados en planos-c, pero
antiferromagnéticamente acoplados entre planos.
5) Ferrimagnético: en compuestos ionicos, como los Oxidos, la fuerza neta de los
momentos magnéticos considera la estructura cristalina de los compuestos. Un tipo de
ordenamiento magnético se denomina ferrimagnetismo, en estos compuestos la estructura

estd compuesta por distintos iones, de distinto tamafio y/o carga lo que resulta en
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momentos magnéticos desiguales. Debido a la disposicion de los distintos momentos
magneéticos a lo largo de la estructura cristalina el momento magnético del material resulta
casi nulo. ¥
Las nanoparticulas magnéticas para aplicaciones biomédicas deberan tener como
requerimiento el superparamagnetismo. El superparamagnetismo ocurre en materiales
magnéticos compuestos de cristales muy pequefios (El tamafio del umbral depende de la
naturaleza del material en el caso de la magnetita se convierten en superparamagnéticos a

tamafios <25 nm).?
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Figura 6. Diferentes comportamientos de los materiales magnéticos*

3.7.1 TEORIA DE DOMINIOS

Una propiedad de los materiales ferromagnéticos es poseer una baja magnetizacion
espontanea, la cual puede ser aumentada por la aplicacién de campos magnéticos bajos. Lo
gue permite que este fenbmeno ocurra es la composicién de los materiales por regiones
pequefias denominadas dominios, donde la magnetizacién local se encuentra saturada pero
no necesariamente paralela, los dominios se encuentran separados por los llamados muros
de Bloch, las cuales son un volumen estrecho de transicion entre dos dominios magnéticos, y
su momento magnético total es igual a cero en ausencia de un campo magnético externo;
cuando esto ocurre se considera que se tiene un material con multidominios magnéticos.*
Cuando un material alcanza un tamafo critico (Figura 7), en orden nanométrico, no existe la
posibilidad de formar transiciones entre dominios, es decir, se obtienen particulas con
momentos magnéticos independientes, y se denominan monodominios magnéticos. Diversos
investigadores han demostrado y hecho uso de la modificacion de las propiedades

magneéticas de acuerdo al tamafio de particula, mediante la sintesis de nanoparticulas que
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actian como monodominios magnéticos. Debido a este fendmeno es que los materiales

ferromagnéticos, como la magnetita, en particulas de tamafio nanométricos muestran un
comportamiento superparamagnético en presencia de campos magnéticos bajos.?43*
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Figura 7. Dependencia de la coercitividad magnética de acuerdo a la teoria de dominios*

3.8 RECUBRIMIENTO DE NANOPARTICULAS

Redisefar la superficie quimica de las estructuras a nanoescala da el potencial para lograr
una orientacion aun mas eficaz y especifica que puede ser lograda a partir de una
funcionalizacién con diferentes clases de vectores, como péptidos y proteinas.®*

El recubrimiento de nanoparticulas abarca una gran cantidad de materiales, incluyendo
polimeros naturales y sintéticos.*® Las modificaciones superficiales de las particulas pueden
conferir biocompatibilidad y mejorar el tiempo de circulacion. Ademas, la union de los
ligandos de orientacion y los farmacos tiene un efecto positivo en conseguir una
quimioterapia dirigida de dosis minima.*® Es por ello que en sus aplicaciones biomédicas, la
biocompatibilidad de nanoparticulas magnéticas, especialmente en su capa externa, es
esencial y por eso el recubrimiento de las nanoparticulas juega un papel importante en la
interaccion con su objetivo.?’

Las nanoparticulas recubiertas son un grupo especifico de nanoparticulas, las cuales

recientemente han recibido una significante atencion. Este tipo de nanoparticulas poseen
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varias caracteristicas Unicas adicionales en comparacion con NP tradicionales con
estructuras uniformes. Por ejemplo, sus propiedades Opticas se ve que son mejoradas
debido al recubrimiento de las nanoparticulas, también sus propiedades magnéticas tales
como el ferromagnetismo, superparamagnetismo o su coercividad. Debido a la capacidad
para disefiar libremente y ajustar sus propiedades fisicas, las nanoparticulas magnéticas
tienen un gran potencial para su aplicacién en los campos épticos, eléctricos y biol6gicos.®®
Usando estas nanoparticulas también se puede lograr que sean sensibles a temperatura o
pH.37

La modificacion del area superficial de la particula permitira la focalizacién pasiva o activa al
lugar deseado y mejorara la recaptacion celular, asi como la biodistribucion. La funcionalidad
de superficie (0 recubrimiento) serd importante para la interaccion que tendran las
nanoparticulas y los sistemas biol6gicos.*

Por otra parte, el uso de las nanoparticulas lipidicas como acarreadores de farmacos ha
crecido durante los Ultimos afos; esto porque se pueden trabajar tanto con farmacos
hidrofébicos como hidrofilicos, algunos ejemplos son la doxorrubicina, metotrexato, sorafenib,
5-flurouracilo y otro tipo de farmacos como el diclofenaco, isoniazida, ibuprofeno, etc. Estos
sistemas de administracién se consideran capaces de dirigir los farmacos a ciertos 6rganos o
tejidos y pueden usarse en diversas vias de administracion incluyendo la administracion oral,
ocular y parenteral.*°

Las matrices lipidicas presentan grandes beneficios con respecto a otro tipo de acarreadores.
De hecho, ellas aseguran una liberacién controlada de farmacos, protegen al farmaco de la
degradacion e inactivacion metabdlica, muestran una alta eficiencia en la carga del farmaco y
no son téxicos a nivel celular ni sistémico. Comparados con los liposomas convencionales, la
superficie de las nanoparticulas lipidicas puede ser facilmente modificada por grupos,
incluyendo grupos funcionales de amino (-NH,)**.

En general, las nanoparticulas solidas lipidicas son empleadas para liberar farmacos
lipofilicos para largos periodos de tiempo. Ademas de la entrega continua, muchas
situaciones también requieren, o se beneficiarian de un incremento de la temperatura de
manera puntual alrededor de los objetivos. Para abordar esta necesidad, se desarrollé un
nuevo esquema que integra elementos de calentamiento magnético en nanoparticulas
lipidicas para la hipertermia. El calentamiento se realiza alrededor de los 45 °C, asi las
funciones de muchas proteinas se modifican lo que altera su crecimiento y diferenciacion

celular y podria potencialmente inducir la apoptosis. Idealmente, el calentamiento magnético
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inducido por nanoparticulas podria estar bien controlado y altamente localizado, y podria
resultar en la ausencia de efectos sistémicos y muy reducidos efectos secundarios para los
pacientes, ademas de lograr liberacion solo y exclusivamente bajo un estimulo externo en un

tiempo determinado.*?

3.8.1 LECITINA

La lecitina es componente de las membranas celulares, puede organizarse como bicapas
membranales y por lo tanto se consume como una parte normal de la dieta. La fosfatidilcolina
se utiliza para la preparacion de suspensiones de vesiculas comunmente llamados
liposomas.”® Se ha utilizado en una amplia variedad de aplicaciones farmacéuticas como
dispersantes, emulsionantes y agentes estabilizantes y se ha incluido en inyectables
intramusculares e intravenosas, formulaciones de nutricion parenteral, asi como productos
tépicos.*

Los fosfolipidos tienen la caracteristica de una excelente biocompatibilidad y una anfifilidad
especial. La anfifilicidad confiere a los fosfolipidos el poder de autoensamblarse y de
participar como estructuras emulsionantes y humectantes. La temperatura de transicion de
fase (T.) es la temperatura a la cual los fosfolipidos pasan de gel a un estado liquido
cristalino y con ello pueden realizar la liberacion del farmaco que se encuentra encapsulado,
por lo cual son considerados como una estrategia prometedora en el tratamiento de cancer.
Muchos factores afectan dicha temperatura como la naturaleza de la cabeza polar, la longitud
de la cadena hidrocarbonada y la cantidad de saturacion en la cadena hidrocarbonada. Al
tenerlo como el recubrimiento de las nanoparticulas se deberan escoger los fosfolipidos
adecuados de acuerdo a su T.. Con la temperatura de transicion de fase se puede lograr un
sistema termosensible, por lo tanto, seria necesario encontrar una manera que el

calentamiento suave (39-42 °C) pueda promover la liberacién de farmacos.*
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Figura 8. Estructura de lecitina soya
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Un sistema termosensible para la liberacion del farmaco favorece el enfoque de la
formulacién de nanoparticulas que sea estable a los 37°C y sea capaz de retener el farmaco
en la circulacion sanguinea reduciendo el metabolismo, la excrecion renal y la captacion por
otros compartimentos; para de esta manera el farmaco sea liberado en microvasos dentro de
un tumor calentado localmente (40-42 °C) de una manera ultrarrapida, to- mando el tiempo

de paso rapido de la sangre y el lavado del tumor.*®

3.8.2 BRrR1J

Es un tipo de tensoactivo no idnico, que contiene una cabeza hidrofilica, con una variacion de
grupos polioxietileno (POE) y una distinta cabeza hidrofobica que consiste en una cadena de
polietileno. Los tensoactivos no ionicos tienen diversas aplicaciones en muchos campos
como farmacéuticos, cosméticos, pinturas, cinética quimica y bioguimica debido a sus
propiedades inusuales. Han atraido la atencion por el potencial como sistemas prolongados
de liberacién de farmacos y nanoparticulas sensibles a pH.*’

Los nanoparticulas magnéticas recubiertas con componentes lipidicos combinan las ventajas
de las nanoparticulas poliméricas y emulsiones para la liberacion de farmacos, como la baja
toxicidad, buena biocompatibilidad y targeting activo en el cerebro.*®

El recubrimiento de las nanoparticulas con un material adecuado ofrece la posibilidad de
adjuntar diferentes tipos de moléculas, como farmacos. Por lo tanto, los estudios sobre la
adsorcion superficial, asi como la posibilidad de funcionalizar y/o de conjugar el
recubrimiento de particulas con componentes bioactivos, son también una cuestién crucial.?
En diferentes articulos se ha propuesto un nuevo sistema de liposomas termosensibles
llamados tipo HaT (Hyperthermia-activated cytoToxic), los cuales utilizan Brij en su
composicién liposomal. Las formulaciones HaT tienen como ventaja utilizar el tensoactivo Brij
gue ha sido utilizado para mejorar la estabilidad de la formulacién y velocidad de liberacion
de doxorrubicina bajo hipertermia en comparacion con la formulacién convencional
(ThermoDOX). Todo esto se da con los liposomas, en el caso del sistema realizado se da
con bicapas lipidicas y por ello se esperaria que tanto los fosfolipidos como el brij tuvieran un

comportamiento similar a lo ya mencionado (Figura 10).%°
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Figura 9. Estructura Brij 78
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37°C Tejido Normal 39.43°C Tejido Tumoral

NP termosensibles

Temperatura corporal /-\
(7°C)

............ N o g——
Hipertermia liberacién
leve farmaco - Calentamiento localizado

(42°C)

Figura 10. Estimulo de hipertermia aplicado sobre tejido tumoral

3.9 APLICACIONES DE LAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS
Las nanoparticulas magnéticas tienen un gran campo de aplicacién en cuanto a biomedicina
se refiere, debido a sus propiedades superparmagnéticas, biocompatibilidad,
biodegradabilidad, tamafio y posibilidad de manipular su superficie. Algunas de las
aplicaciones que pueden llegar a tener son:
v/ Marcadores celulares/ separacion celular
v Reparacion de tejidos
v’ Liberacion de farmacos: como acarreadores de farmacos para la administracion
especifica de los mismos. El tamafio, carga y superficie quimica de las nanoparticulas
son importantes y afectan fuertemente tanto el tiempo de circulacién sanguinea como la
biodisponibilidad de las particulas dentro del cuerpo. El tamafio para inyeccion
intravenosa optimo va entre 10 a 100 nm; a su vez éstas demostraron un mayor tiempo
de circulacion sanguinea. Las particulas en este rango de tamafio son removidas
rapidamente a través de extravasacion y depuracién renal. El acoplamiento del farmaco a
las nanoparticulas magnéticas puede ser usado para reducir la dosis y los efectos
adversos a tejidos sanos ademas del costo asociado con el tratamiento. El revestimiento
actia para proteger la particula magnética del entorno circundante y también puede ser
funcionalizado fijando grupos carboxilo, biotina, avidina, carbodiimida y otras moléculas

con el fin de aumentar el rendimiento hacia la diana. Estas moléculas actlan entonces
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como puntos de union para el acoplamiento de farmacos citotoxicos o anticuerpos diana
frente al complejo portador.™®

v' Resonancia magnética de imagen

v/ Magnetofeccién: es un método nuevo y eficiente, el procedimiento implica la
asociacion de acidos nucleicos con nanoparticulas superparamagnéticas seguida por la
aplicacion de un campo magnético que genera una concentracion en la superficie celular
resultando en una mejora significativa del DNA.**

v Hipertermia: la hipertermia por induccién magnética, es una de las terapias del
tratamiento para cancer, significa la exposicion de los tejidos cancerigenos a un campo
magnético alterno. EI campo magnético no es absorbido por los tejidos vivos y puede ser
aplicado a la region profunda en el organismo vivo. La cantidad de calor generada
depende de la naturaleza del material magnético y los parametros del campo magnético.
Las células cancerigenas se destruyen a temperaturas mayores de 43°C, mientras que
las células sanas pueden sobrevivir temperaturas mas altas. El calor puede ser generado
aplicando un campo magnético apropiado.®®> En la hipertermia inducida por campo
magneético las particulas transforman la energia de la corriente alterna del campo
magnético en calor, lo cual depende en gran medida por el tamafio de la particula.® Este
tipo de tratamiento es usado para tratar varios tipos de cancer. Puede ser usada tanto en
areas pequefias del cuerpo o en el cuerpo entero. Ademas, el calor generado puede ser
usado para manipular la liberacibn de activos, usando materiales termosensibles
capaces de cambiar su estructura en base a temperatura. Por ejemplo Moom Sinn Aw y
col. realizaron nanotubos de titanio recubiertas con micelas poliméricas y al aplicar un
campo magnético liberaba el farmaco que estaba encapsulado.®? Otro ejemplo son los
magnetoliposomas realizados por Yuxin Guo y col. donde demuestran que se ve un
aumento en la liberacion de su farmaco debido a la sensibilidad de la temperatura y por

la excelente capacidad de respuesta y vectorizacion.>®

3.10 “TARGETING” (VECTORIZACION) EXTERNO E INTERNO

El targeting o vectorizacion es la administracion de un farmaco a un sitio especifico en el
cuerpo donde se pueden conseguir efectos deseables sin exponer a otros sitios a una
posible toxicidad del farmaco.?°

Para lograrlo se realizan las siguientes estrategias:
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1. Targeting interno activo, también llamado targeting mediado por ligandos, involucra la
afinidad de un ligando en la superficie de las NP para especificar la retencion y
recaptacion por tejidos enfermos. Su capacidad de liberacion es directamente relacionada
con el material de la nanoparticulas y su estructura.’

2. Targeting interno pasivo: el sistema muestra una respuesta con respecto a cambios
fisiologicos del tejido blanco, mismos que son propios del estado de enfermedad. Estos
cambios fisioloégicos pueden ser estimulos fisicos o quimicos (temperatura, pH, presion,
fuerza idnica, etc.) lo que lleva a una modificacion del sistema (cambio de tamario, forma,
solubilidad o disposicion estructural) para proceder a la liberacion.

3. Targeting externo: el sistema es capaz de reconocer Unicamente a un estimulo que se
da fuera del individuo (hipertermia, campo magnético, corriente eléctrica, ultrasonido), lo
gue permite su modificacion (cambio de tamafio, forma, solubilidad o disposicion
estructural) para proceder a la liberacién.>*

El targeting es otra herramienta que puede llegar a modificar el paradigma de la lucha
contra el cancer usando nanotecnologia. Sera interesante ver como las ideas obtenidas
mediante el estudio de estrategias de targeting tanto pasivas como activas pueden

converger para conducir a tratamientos mas eficaces.?

3.10.1 LIBERACION MAGNETICA DIRIGIDA DE FARMACOS

La liberacion magnética dirigida de farmacos (MDT, por sus siglas en inglés) ha demostrado
ser de gran interés para el tratamiento de cancer por caracteristicas como el tiempo de vida
media en torrente sanguineo prolongado, reduccion de la absorcion inespecifica y el
aumento de la acumulacién en tumores mediante efecto EPR.>® La liberaciéon magnética
dirigida de farmacos es un método prometedor que permite administrar dosis mayores de
farmaco en un sitio diana especifico. Hay estudios que demuestran que este aumento de la
liberacion del agente terapéutico puede ser alcanzada por la aplicacion de un campo
magnético externo por efecto de hipertermia magnética.>®

El dafio innecesario al tejido sano puede ser disminuido usando un campo magnético externo
gue guie al sistema magnético junto con el farmaco a las células que necesitan ser tratadas y
asi liberar el farmaco unicamente al sitio blanco. La eficacia de este sistema puede ser
aumentada si se usa en conjunto con otros tratamientos, como la hipertermia; lo cual crearia
un ataque dual a las células tumorales combinando el efecto del tratamiento farmacoldgico

con el tratamiento térmico de las células.
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Para lograr este tipo de liberacion se necesita un conocimiento detallado del comportamiento
magnético del material, asi como su efectividad. Las propiedades magnéticas intrinsecas de
las particulas dependen fuertemente de su forma y tamafio, tal como se ha mencionado con
anterioridad.?

Entre los diversos materiales nanoestructurados, las nanoparticulas magnéticas son
frecuentemente utilizadas como acarreadores de farmacos debido a que estas particulas son
biodegradables y biocompatibles.>” Los materiales mas usados son los éxidos de hierro, mas
especificamente la magnetita (FeszO4) debido a que ha demostrado ser biocompatible;
ademas de la propiedad ya mencionada anteriormente, el superparamagnetismo, una
propiedad que permite la estabilidad y la dispersion individual de las particulas después de

gue el campo magnético externo haya sido removido.
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Para llevarse a cabo la distribucion y liberacion de los sistemas terapéuticos MDT un farmaco
unido a la nanoparticula magnética, es introducido en el cuerpo y dirigido al sitio deseado
mediante un campo magnético externo (Figura 11). Esto conduce a una mayor dosis del
agente quimioterapéutico en la region del tumor con una dosis global reducida, reduciendo
efectos adversos y maximizando la eficacia.® Este tratamiento es altamente deseado porque
no solo libera el farmaco en la localizacién correcta en el cuerpo, también es un método no

invasivo.>®
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3.11 MODELOS DE ADSORCION
El proceso de adsorcion se presenta cuando una especie quimica (adsorbato) se une a una
superficie (adsorbente) mediante diferentes interacciones. De acuerdo al tipo de
interacciones entre el adsorbato y el adsorbente, existen dos clases de adsorcion: la primera,
cuando las interacciones son débiles (por ejemplo, fuerzas de Van der Waals) la adsorcion
se considera fisica o fisisorcion, y cuando las interacciones son fuertes (covalentes) la
adsorcién es quimica o quimisorcion. Este fendmeno generalmente es descrito mediante
isotermas, donde la cantidad de la especie que se adsorbe (B) estd en funcion de la
concentracion del adsorbato (C) (o de la presion cuando es gas) a una temperatura
constante. La expresion general es:

B=Ck
Donde k es una constante de adsorcion. Cuando la isoterma no es lineal existen otras
aproximaciones para describir el fendmeno; las mas utilizadas son las de Langmuir y
Freundlich.
Los tipos de isotermas se describen a continuacion:

3.11.1 ISOTERMA DE LANGMUIR

La teoria de Langmuir asume sitios de enlace homogéneos, energéticamente equivalentes y
una vez que el adsorbato ha ocupado un sitio no existe interaccion entre otras moléculas
adsorbidas en sitios vecinos. Sin embargo, la isoterma de Langmuir ignora la posibilidad de
formacion de capas de fisisorcidon sobre la inicial. Si se admite la posibilidad de formacion de
multicapas, el crecimiento podria ser indefinido. La isoterma mas usada para analizar la
adsorcién en multicapas se debe a S. Brunauer, P. Emmett y E. Teller (1938) denominada

isoterma BET

3.11.2 ISOTERMA DE FREUNDLICH
Es una funcién empirica para adsorciones no ideales en superficies heterogéneas, es buena

para describir fendmenos de adsorcién multicapa.

3.11.3 ISOTERMA DE JOVANOVIC
La isoterma de Jovanovic ha sido derivada a partir de datos de cinéticas y en contraste con el
modelo de Langmuir, esta toma en cuenta las interacciones entre el adsorbato adsorbido y el

libre.®°
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Figura 12. Tipos de isoterma de adsorcion

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es una de las principales causas de mortalidad en el mundo, se estima que el
namero de nuevos casos aumente en un 70% en las siguientes dos décadas; por ello ésta es
un area que se debe atender y que tiene posibles soluciones o posibilidades de mejora.

El tratamiento del cancer se basa principalmente en quimioterapia. Sin embargo, la falta de
especificidad del farmaco hacia el tejido enfermo conlleva a importantes efectos secundarios.
Ademas, la terapia suele ser sumamente invasiva y el alcance de dosis toxicas es comun,
como por ejemplo en el caso de la doxorrubicina.

Por otra parte, el uso de nanomateriales y materiales nanoestructurados ha generado un
gran interés en los ultimos afios en el campo de la medicina, mas especificamente en el
desarrollo de agentes terapéuticos y de diagndstico. En particular, pueden facilitar la
combinacion de comportamientos que son comunmente aplicados para la terapia del cancer.
Entre los muchos materiales usados, las nanoparticulas superparamagnéticas pueden ser
usadas como base de recubrimientos termosensibles capaces de cargar farmacos y ademas,
presentan caracteristicas interesantes como la posibilidad de ser vectorizadas mediante un
campo magnético externo; también, este comportamiento puede llevar a un aumento de la
temperatura del sistema, logrando asi dafio de la célula tumoral por hipertermia y a su vez

favoreciendo la liberacion del farmaco por medio del estimulo térmico.
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5. OBJETIVO GENERAL
Desarrollar un sistema termosensible de liberacion de doxorrubicina compuesto por

nanoparticulas magnéticas a base de magnetita recubiertas con lecitina y brij

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

= Sintetizar nanoparticulas magnéticas de magnetita (FesO4) con el método de
coprecipitacion.

= Realizar el recubrimiento de las nanoparticulas magnéticas con las diferentes
concentraciones de fosfolipidos y brij a temperatura constante.

= Adsorber de manera isotérmica la doxorrubicina en los diferentes sistemas de
nanoparticulas magnéticas.

= Caracterizar fisicoquimicamente las nanoparticulas de acuerdo a tamafio de particula,
espectroscopia IR, DSC, potencial Z y difraccién de RX de polvos.

= Estudiar la liberacién de la doxorrubicina
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6. HIPOTESIS
Si se logran sintetizar nanoparticulas magnéticas recubiertas de fosfolipidos/brij y cargadas
con doxorrubicina, entonces se podra tener una liberacién controlada del farmaco en funcion

de la temperatura.
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7. METODOLOGIA

7.1 MATERIALES

Cloruro ferroso tetrahidratado (FeCl,*4H,0), cloruro férrico hexahidratado (FeCl3*6H,0), L-a-
fosfatidilcolina (lecitina de soya) y Brij 76 fueron comprados de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA); hidroxido de sodio (NaOH) y acetona fueron comprados de Distribuidora Quimica ALVI
(Edo. México, Mex.); etanol y metanol fueron adquiridos de J.T. Baker. Todos los anteriores
se usaron sin purificacion previa. El agua desionizada fue obtenida mediante un equipo

Nanopure Diamond (Barnstead®), La doxorrubicina fue amablemente donada por Merck.

7.2 SINTESIS DE NANOPARTICULAS HIDROFILICAS
Se llevo a cabo la sintesis de 6xidos de hierro mediante el método de coprecipitacion. En un
tubo de ensayo se colocaron 0.1844 g de FeCl,*4H,O y 0.5004 g de FeCl3*6 H,O en una
relacion 1:2 mol/mol con 9 mL de agua.
La mezcla de cloruros férricos se agitd y se purgd con N, para tener condiciones de
atmosfera inerte, posteriormente la reacciébn se calentdé hasta alcanzar los 80°C y se
afiadieron 3.7 mL de NaOH 2M obteniendo un precipitado negro, que fue decantado
mediante precipitacion magnética (Figura 12).
El precipitado se lavd varias veces con agua desionizada hasta alcanzar un pH de 7,
finalmente se dejo secar a temperatura ambiente.
La reaccion gue tuvo lugar para la formacién de los 6xidos es la siguiente:

Fe?*+2Fe**+80H —Fe304+4H,0
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Figura 13. Método coprecipitacion®®

7.3 RECUBRIMIENTO DE NANOPARTICULAS

Una vez obtenidas las nanoparticulas magnéticas se llevo a cabo el recubrimiento con
diferentes cantidades de lecitina de soya (L-a-fosfatidilcolina); se realiz6 mediante dos
metodologias diferentes.

La primera fue con la técnica de reflujo donde se pesaron 2, 2.5y 3 g de lecitina de soya y 50
mg de nanoparticulas magnéticas. Estas cantidades fueron elegidas mediante un célculo
tedrico llevado a cabo en base al volumen y area superficial de una esfera, la densidad de la
magnetita, asi como el tamafio y proyecciéon superficial de la parte polar de los fosfolipidos.
Una vez pesada la cantidad correspondiente de lecitina se le afiadieron 80 mL de etanol
hasta que la lecitina de soya estuviera disuelta mediante sonicacion.

Posteriormente se colocaron los 50 mg de NPM en un matraz bola, se le afiadio la solucion
de lecitina de soya y se comenzé el reflujo durante 12h. Se repitié el mismo procedimiento
con las 3 diferentes cantidades.

La segunda técnica fue mediante la técnica de coprecipitacion; donde se realiz6 la sintesis
de oxidos de hierro: en un tubo de ensayo se colocaron 0.1844 g de FeCl,*4H,0 y 0.5004 g
de FeCl3*6 H,O en una relacion 1:2 con 9 mL de agua, ademas se prepar6 una disolucion de
lecitina de soya con el equivalente de 3g en 15 mL de Metanol.

La solucién de lecitina de soya fue agregada gota a gota a la solucion de los cloruros de
hierro con ayuda de agitacibn magnética; una vez terminada la adicion de la solucién de

lecitina de soya se mantuvo en agitacion durante 15 minutos mas.
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La reaccion se coloco bajo una atmosfera inerte de nitrégeno; la reaccién se calentd hasta
alcanzar una temperatura entre 60-85 °C y una vez alcanzada esa temperatura se afadieron
5 mL de NaOH gota a gota hasta obtener un precipitado color café posiblemente porque el
recubrimiento se llevo a cabo.

Una vez obtenido el precipitado se dejaron 5 minutos mas y se removio del calor, con ayuda
de un iman se elimind el sobrenadante.

Subsecuentemente se realizaron lavados de las nanoparticulas magnéticas recubiertas

(NPMR): 2 con agua, 1 con acetona y finalmente los dltimos 2 con metanol.

7.4 CUANTIFICACION DE LECITINA

Se realiz6 una curva de calibracibn de lecitina de soya, teniendo 8 diferentes
concentraciones a partir de una solucion stock la cual fue preparada tomando 10 mg de
lecitina de soya y llevandola a 100 mL con CHCI..

Una vez que la solucion stock estaba lista se tomaba una alicuota dependiendo la
concentracion requerida y se llevaba a un volumen final de 5 mL con CHCl..

Tabla 2. Concentraciones usadas para hacer la curva de calibracion de la lecitina

Concentracion (mg/mL) | Vol. Solucién stock (mL)
0.02 1
0.03 1.5
0.04 2
0.06 3
0.07 3.5
0.08 4
0.09 4.5

Posteriormente se tomaban 2 mL de la solucién cloroférmica por cada concentracion y se
afiadian 2 mL de ferrotiocianato de amonio para llevar a agitacion durante 2 minutos con un
agitador tipo vortex, una vez que terminaba de agitarse toda la solucion la fase cloroformica
era leida en el espectrofotometro (A=488 nm) en un tiempo no mayor a 10 minutos después

de formar el complejo colorido, el ferrotiocianato forma un complejo con la lecitina de soya el
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cual es soluble en cloroformo. Esta técnica fue usada posteriormente en la cuantificacion de

la lecitina no adsorbida sobre las NPM.**

7.5 ISOTERMA DE ADSORCION DE LECITINA

Se realizaron disoluciones a diferentes concentraciones de lecitina de soya en etanol para
poder realizar una isoterma de adsorcion sobre las nanoparticulas magnéticas y asi
determinar la cantidad adsorbida.

Las cantidades usadas fueron 100, 500 mg, 1,1.5, 2, 2.5 y 3 g de lecitina de soya disueltas
en 80 mL de etanol; una vez que se tenia la disolucion se le afiadia la misma cantidad de
NPM a cada disolucién (50 mg). La mezcla se agitaba con ayuda de un agitador de propela a
175 rpm durante 4 horas; la reaccion se monitoreaba cada hora tomando 2 mL de solucién,
separando las nanoparticulas por medio de un iman, para posteriormente leer su
absorbancia en el espectrofotometro con la técnica mencionada en el inciso 7.4.

Una vez que se terminaba el tiempo de reaccion se decantaban magnéticamente y el
sobrenadante era cuantificado con ayuda de la reaccion con ferrotiocianato de potasio.

La cuantificacion se llevaba a cabo con 2 mL de la solucién etanodlica para llevarla a
sequedad y reconstituirla con 2 mL de CHCI;; una vez que se tenia la solucion cloroférmica
se afladian 2 mL de ferrotiocianato de potasio. Posteriormente se agitaba durante 2 minutos
con un agitador tipo vortex, una vez que terminaba de agitarse toda la solucién la fase
cloroférmica era leida en el espectrofotdmetro (A=488 nm) en un tiempo no mayor a 10

minutos después de formar el complejo colorido.

7.6 SINTESIS DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS RECUBIERTAS CON BRIJ Y LECITINA

La técnica utilizada para la sintesis fue por coprecipitacién: en un tubo de ensayo se
colocaron 0.1844 g FeCl,*4H,0 y 0.5004 g FeCl3*6 H,O en una relacion 1:2 mol/mol con 10
mL de agua. Por otra parte, se peso 94 mg de Brij 76 y 564.5 mg lecitina de soya para tener
una relacion 10:90 mol/mol manteniendo la equivalencia de 3g de lecitina y se disolvieron en
15 mL de metanol.

La solucion de lecitina de soya/Brij 76 fue agregada gota a gota a la solucion de los cloruros
de hierro con ayuda de agitacion magnética; una vez terminada la adicion de la solucion

metanadlica se mantuvo en agitacion durante 15 minutos mas.
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La reaccion se coloco bajo una atmdésfera inerte de nitrogeno y se calenté hasta alcanzar una
temperatura entre 60-85 °C, una vez alcanzada esa temperatura se afiadieron 5 mL de
NaOH gota a gota hasta obtener un precipitado color café.

Una vez obtenido el precipitado se dejaron 5 minutos mas y se removio del calor, con ayuda
de un iman se elimino el sobrenadante.

Subsecuentemente se realizaron lavados de las nanoparticulas magnéticas recubiertas con
lecitina y brij (NPMRB): 2 con agua, 1 con acetona y finalmente los dltimos 2 con metanol. Y
el excedente de lecitina se cuantificaba mediante la reaccion colorimétrica con ferrotiocianato

de amonio.

7.7 CARACTERIZACION
Una vez obtenidas las dos nanoparticulas magnéticas (con y sin recubrimiento) se llevé a
cabo la caracterizacion por medio de tamafio de particula, IR, analisis térmico, rayos X y

microscopia.

7.7.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION
La determinacion se realizd utilizando un equipo JEOL JEM-2010 en una rejilla de cobre

como soporte para las muestras.

7.7.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS
La determinacion se realizé utilizando un espectrofotometro de FTIR/FIR Spectrum 400 de
Perkin-Elmer de 4000 a 450 cm™.

7.7.3 POTENCIAL Z Y TAMANO DE PARTICULA
La determinacion se realizé utilizando un equipo Zetasizer Nano Zen 3600 a un angulo de
173 °con un laser a 633nm. Se midieron las muestras de magnetita dispersada en diferentes

medios a una temperatura de 25°C.
7.7.4 DIFRACCION DE RAYOS X DE POLVO

Se llevo a cabo mediante un difractometro de rayos X de polvos, modelo D8 ADVANCE
DAVINCI en modo Theta-Theta.
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7.8 CURVA DE CALIBRACION DE LA DOXORRUBICINA

Se realizé una curva de calibracion de doxorrubicina con 6 diferentes concentraciones; esto
se hizo a partir de una solucion stock de 25.0 mg de doxorrubicina en 25 mL de agua
destilada. Posteriormente se tomaba la cantidad requerida para preparar la concentracion

deseada y se llevaba al aforo (5 mL) con agua destilada.

Tabla 3. Concentraciones usadas para hacer la curva de calibracion de la doxorrubicina

Concentracion (mg/mL) Vol. Solucion stock (mL)
0.01 0.05
0.02 0.1
0.04 0.2
0.06 0.3
0.08 0.4
0.1 0.5

Se hizo la curva de calibracion a 3 diferentes longitudes de onda (A=454, 488 y 494 nm).

7.9 CINETICA DE ADSORCION DE DOXORRUBICINA SOBRE LAS NANOPARTICULAS

La cinética se llevd a cabo con doxorrubicina y NPM, se pesaron 55 mg del farmaco y se
disolvieron en 50 mL de agua destilada; se adicionaron 50 mg de nanoparticulas y se
colocaban en agitacion con ayuda de un agitador de propela tomando muestras a diferentes
de 100 pL a diferentes tiempos, se llevaban a 2 mL con agua destilada. Las muestras se
separaban magnéticamente y el sobrenadante se media en un espectrofotometro UV-Vis a

A=488 nm. El experimento se siguié por 10 horas.

7.10 ISOTERMA DE ADSORCION DE DOXORRUBICINA SOBRE LAS NANOPARTICULAS
Se realizaron estudios de adsorcion con doxorrubicina para los 3 diferentes sistemas (NPM,
NPMR, NPMRB) con 6 diferentes concentraciones del farmaco y en todas las
concentraciones la misma cantidad de nanoparticulas (50 mg).
Se pesaron 10, 20, 30, 40, 50 o 60 mg de doxorrubicina y se disolvieron en 50 mL de agua
desionizada; una vez disueltas se colocaron junto con los 50 mg de nanoparticulas y se tomé
una alicuota de 100 L llevandola a 2 mL con agua destilada para leer su absorbancia inicial
con ayuda del espectrofotometro a A=488 nm.
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La reaccion se dejo en agitacion durante 4 horas, segun lo obtenido en la cinética de
adsorcién, con un agitador termostético (BioBase, BJPX-100B) a temperatura controlada
(25°C) y una vez terminada la reaccion se tomaba una alicuota de 100 L llevandola a 2 mL
con agua destilada para leer su absorbancia.

Una vez terminado el tiempo de agitacion se realiz6 una decantacibn magnética para

remover el exceso de disolvente y llevarse a sequedad con vacio y temperatura controlados.

7.11 LIBERACION DE DOXORRUBICINA

El estudio de liberacion se realizd por triplicado en solucién PBS a pH 7.4, 37°C y con
agitacion orbital (Digital Orbital Shaker, DSR-10) a 250 rpm. Se colocaron 10 mg de cada
sistema, con una cantidad de farmaco conocida, en 50 mL de medio.

Para determinar la cantidad de farmaco liberada se tomaron 2 mL del medio a distintos
tiempos durante 30 horas (0,30, 60, 120, 240, 360, 1440, 1560, 1800 minutos), se
precipitaban con ayuda de un iman de neodimio y después de su medicion fueron regresados
al vaso donde se realizé el experimento.

Finalmente, se cuantificd la doxorrubicina mediante espectroscopia UV-Vis a 488 nm. Los
resultados obtenidos se analizaron para encontrar el modelo mas adecuado de liberacién
mediante el macro DDSolver 1.0 para Excel. Para llevar a cabo la seleccion del modelo se
considera el mayor coeficiente de correlacién (R%), méas cercano a 1, el mayor criterio de

seleccién del modelo (MSC) y el menor criterio de Akaike(AIC).*
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION NPM, NPMR Yy NPMRB

Se sintetizaron tres diferentes clases de nanoparticulas, hidrofilicas y recubiertas con lecitina
de soya y lecitina de soya/brij. Estas fueron observadas por TEM, mostrando que las
particulas individuales son esféricas y de tamafio pequefio; no obstante, se encuentran
aglomeradas al ser aisladas en soélido. De igual manera se observa el recubrimiento con

lecitina y/o brij (Figura 14).

Figura 14. Microscopia TEM- NPM A: sin recubrir B: particulas sin recubrir

En la Tabla 4 y en la figura 15 se muestran, respectivamente, los resultados de potencial zeta

y tamafio de particula donde el dato es promedio de 4 mediciones.

Tabla 4. Resultados tamafio particula, potencial Z

Muestra Tamafio particula (nm) | Potencial Z (mV)
NPM 100-250481.2 -16.6+£1.11
NPMR 154.3+58.57 -28.911.94
NPMR-realizadas con 1847+60.7 -11.4+0.651
reflujo
NPMRB 52.9+4.3 -24.91+0.361
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Figura 15. Distribucion tamafio particula de diferentes sistemas

De acuerdo a los resultados mostrados en la figura 15 y en la tabla 4, se puede observar que
el tamafio de las nanoparticulas sin recubrimiento (15 C) tienen un tamafio mayor al
reportado a la literatura que va de 2-8 nm?’, lo cual, probablemente, es debido a que forman
aglomerados entre ellas. Las particulas de mayor homogeneidad de tamafio son las que se
encuentran recubiertas con lecitina de soya/brij (15 A), ya que el 50% de la poblacion
presentan un tamafio promedio de 52.9 nm, siendo también este sistema el que presenta un
menor tamafo y por tanto una menor agregacion debido a su recubrimiento y a la adicion del
tensoactivo (brij 76). Lo anterior se confirma al analizar el potencial zeta, en cual fue de -24.9
mV, que demuestra la estabilidad fisica de la dispersion coloidal.

Las NPMR (15 B) muestran un tamafio aproximado de 150 nm por lo cual se prevé una
aglomeracién entre ellas, este tamafio resultd menor al de las particulas sintetizadas por el
método de reflujo (15 D) el cual fue de 1847 nm, lo que demuestra que el método de

recubrimiento mas eficiente fue el de coprecipitacion.
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Por otra parte, se aprecia que las NPM muestran un potencial z muy bajo (-16.6 mV) y por
ello las particulas tienden a aglomerarse lo cual es congruente con los resultados de tamafio
de particula encontrados. Las nanoparticulas recubiertas por el método de reflujo mostraron
un potencial z similar al sistema anterior (NPM), sin embargo, cuando son recubiertas por
coprecipitacion, se observa un aumento de casi el doble del potencial z con respecto a las
nanoparticulas sin recubrir, encontrdndose cercanos a -30 mV, lo que de acuerdo a la escala
son consideradas moderadamente estables. Es de esperarse que al tener un potencial z
mayor el tamafio que presentan sea menor debido a que no se forman tantos aglomerados
entre ellas y se muestre el tamafio real de las nanoparticulas. También con el potencial z que
presentan todos los sistemas, no seran téxicas para el organismo y podrian llegar a ser

permeables en membranas. %%

En la figura 16 se observan los espectros de FTIR para lecitina de soya, NPM y NPMR. Se
puede ver en el espectro de NPM las bandas correspondientes a 3300 cm™, 552 cm™,509
cm™?, en el de la lecitina picos en 2900 cm™, 1281 cm™, 825 cm™ y en el de NPMR es
evidente una combinacion entre la lecitina de soya y las NPM. La banda de absorcién que se
encuentra en todos los espectros alrededor de 3300 cm™ corresponde a los grupos hidroxilos
(-OH). Las bandas que se encuentran en 2900 cm™ son atribuidos a la vibracién asimétrica y
simétrica del metileno (-CH,) asi como el metilo correspondiente a la lecitina de soya cargada
isoeléctricamente, estos picos se encuentran presentes en NPMRB lo cual nos indica que el
recubrimiento se ha llevado a cabo. En la lecitina de soya se encuentra una banda en 1281
que se atribuye al gripo PO, simétrico y asimétrico. Las bandas entre 800 y 700 cm™ pueden
asignarse a las vibraciones tipo estiramiento simétricas y asimétricas de los grupos P-O-C
presentes en la lecitina de soya, como se puede apreciar en la figura 16 estas bandas son
muy pequefias en la lecitina de soya y las NPM no lo presentan es por ello que en el
espectro de NPMR esto casi no se alcance a apreciar claramente; las bandas alrededor de
600-500 cm™ se deben a la vibracién de flexién en el plano de los grupos PO, esta banda se
encuentra en ambos espectros.®* Finalmente los espectros correspondientes a NPM y NPMR
muestran un pico intenso por 550-579 cm™ los cuales se deben a la vibracién tipo
estiramiento asociado a la banda de absorcion relacionada a la union metal- oxigeno (en este
caso la union Fe-O en la estructura cristalina de Fe3O,4). Esto ocurre debido a que se
encuentran bandas de vibracion de estiramiento relacionadas con el metal en los sitios tetra y

octaédricos de la estructura del 6xido. °
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Figura 16. IR Lecitina Soya, NPM y NPMR.

En la figura 17 se muestran los espectros de infrarrojo correspondientes a Lecitina de soya,

NPM, Brij 76 y NPMRB donde se muestran las bandas caracteristicas para cada molécula.
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Figura 17. IR Lecitina Soya, NPM, Brij 76 y NPMRB.

Al realizar la caracterizacion por medio de FT-IR de las NPMRB donde se observa que el
espectro correspondiente a NPMRB es una combinacién entre la lecitina de soya, Brij 76 y
las NPM. De igual manera que en el espectro anterior, la banda de absorciébn que se
encuentra en todos los espectros alrededor de 3300 cm™ es observada por la presencia de
grupos hidroxilos (-OH). Las bandas que se encuentran alrededor de 2900 cm™ son
atribuidos a la vibracion asimétrica y simétrica del metileno (-CH2) asi como el metilo
correspondiente a la lecitina de soya cargada isoeléctricamente, al estar presente en el
espectro de NPMRB indica que el recubrimiento se ha llevado a cabo. De igual manera se
puede comprobar la interaccion entre las NPM y su recubrimiento por los picos presentes por
grupos polares entre 1800-400cm™. En la lecitina de soya se encuentra una banda entre
1200 que se atribuye al dioxido de fosforo (PO2) simétrico y asimétrico. Las bandas entre
800 y 700 cm™ pueden asignarse a las vibraciones tipo estiramiento simétricas y asimétricas
de los grupos P-O-C presentes en la lecitina de soya, como se puede apreciar en la figura 12
estas bandas son muy pequefias en la lecitina de soya y en el Brij 76 mientras que en

NPMRB estas bandas llegan a perderse. Por (ltimo, las bandas alrededor de 600-500 cm™
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se deben a la vibracion de flexion en el plano de los grupos PO, esta banda se encuentra en
ambos espectros. Como se puede apreciar en ambos espectros (figura 16 y 17) tanto las
NPMR como NPMRB poseen bandas de lecitina de soya puro, asi como magnetita pura.
Esto apoya la presencia de lecitina de soya absorbida sobre la magnetita.®** Nuevamente
en el espectro correspondiente a NPMRB se encuentra un pico intenso entre 550-579 cm™
gue como ya se mencion6 anteriormente se deben a la vibracion tipo estiramiento asociado a
la banda de absorcion relacionada a la unién metal- oxigeno (en este caso la union Fe-O en
la estructura cristalina de Fes0y). &

La figura 18 muestra los difractogramas de polvos de Rx.
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Figura 18. Difraccion de rayos X de polvos de NPMs de magnetita con y sin recubrimiento

Los difractogramas de rayos X muestran los picos caracteristicos de las nanoparticulas, el
primero contiene una mayor intensidad de sefial en 35.5 © (311) y otras sefiales (220, 422,
511) los cuales son caracteristicos de la magnetita y de una celda unitaria cubica. Por otra
parte, en los difractogramas correspondientes a NPMR y NPMRB muestran las sefales
mencionadas anteriormente caracteristicas de la magnetita y otras dos sefales, una de
intensidad alta (104) y otra en 110 las cuales son propias de la hematita (a-Fe;O3). Un
problema con la sintesis de nanopatrticulas es la tendencia de reaccion a formar compuestos

de hierro no magnéticos; esto es principalmente causado como resultado del efecto del
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oxigeno disuelto en las soluciones por lo cual seria recomendable almacenarlas bajo
atmosfera inerte. °®® Como cabia esperar la presencia de lecitina y Brij 76 no supone un
cambio en la estructura cristalina de las nanoparticulas, ya que la magnetita permanece en
su forma cristalina.

Al mismo tiempo, el tamafio de particula puede ser predicho con los difractogramas de rayos

X'y mediante la ecuacion de Debye-Scherrer: t = BOC

z/sle donde A=longitud de onda del haz de

rayos X, B es el ancho completo a media maxima del pico de mayor intensidad y e es el
angulo de difraccion del pico que satisface la ley de Bragg y t es el tamafio cristalino.

Siendo asi, las NPM muestran un tamafio de 8.07 nm, NPMR de 20 nm y NPMRB de 61.9
nm; teniendo un incremento en el tamafio de particula cuando estas se encuentran
recubiertas. En la técnica realizada por rayos X se estudia el tamafio de una sola particula
con lo que se tienen valores mas reales a comparacion de la técnica de DLS donde el

tamafio de particula es aproximado debido a la formacién de agregados. ©’

8.2 ADSORCION Y CUANTIFICACION DE LECITINA
La figura 19 muestra la curva de calibracion de la lecitina cuantificada por medio de la
formacion de un complejo colorimétrico con ferrotiocianato de amonio, a 492 nm mediante

espectroscopia UV-Vis.

—m—Datos experimentales
Regresion lineal

=
)
1

e
N
1

=
N
I

=
o
1

Equation y=a+b*x
Weight No Weighting
Residual Sum of 9.43405E-29
Squares
Pearson's r 1
Adj. R-Square 1

Value Standard Error
Linear Fit of Intercept 0.30583 2.31679E-17
0.4 ] Sheetl B Slope 13.3036 4.20582E-16

Absorbancia

. . . . . .
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
Conc. (mg/mL)

Figura 19. Curva calibracion de lecitina de soya
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8.3 ISOTERMA DE ADSORCION DE LA LECITINA

Posteriormente se realiz6 una isoterma de adsorcion de lecitina de soya para determinar cual
era la cantidad adecuada para el recubrimiento de las nanoparticulas y se cuantificaban
después de haber formado un complejo con ferrotiocianato de amonio y leyendo mediante
espectroscopia UV-Visible a 492 nm en un tiempo no mayor a 10 minutos. Como cabia

esperar, a medida que incrementa la cantidad de lecitina incrementa la cantidad adsorbida.

120 4
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Figura 20. Isoterma adsorcion lecitina de soya.

En la figura 20 se puede ver que la adsorcién de lecitina sobre las nanoparticulas magnéticas
se lleva a cabo mediante una isoterma tipo BET; la cual es un modelo para adsorciones
multicapas. Se asume que las multicapas que se forman sobre la nanoparticula magnética
son para formar una bicapa con la lecitina. Se ve que en una cantidad menor a 30 mg/mL se
tendra dnicamente una capa de recubrimiento por lo cual la cantidad ideal para el
recubrimiento sera de 3 g de lecitina para que se adsorba la cantidad necesaria en la

nanoparticula y lo demas que no fue adsorbido se quede en el medio.

8.4 ADSORCION Y LIBERACION DE DOXORRUBICINA
Para llevar a cabo su evaluacion como sistema terapéutico se llevé a cabo la adsorcion de

doxorrubicina a temperatura constante, utilizando soluciones acuosas de distintas
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concentraciones para cuantificar la cantidad presente en el sistema mediante los modelos
matemaéticos de isotermas, asi como su desorcién en solucion PBS pH 7.4 a 37°C simulando
condiciones fisiolégicas para cuantificar la liberacion del farmaco mediante los modelos

matematicos de liberacion.

8.4.1 CURVA DE CALIBRACION DE LA DOXORRUBICINA

Para llevar a cabo la cuantificacion del farmaco adsorbido o liberado del sistema se realizo
una curva de calibracion mediante espectroscopia UV-Visible, donde se determiné un pico
maximo de absorcién a 488 nm.

La curva de calibracion de la doxorrubicina a 488nm es mostrada en la figura 21. La ecuacion
de la curva de calibracion es: y=0.03287x+18.13. Se eligio dicha longitud de onda debido a
que es la que muestra una mayor r’ con respecto a las otras dos longitudes de onda.

La que te sale en funcién de la absorbancia y la concentracion

—m— Datos experimentales
2.0 Regresion lineal

1.8
1.6
1.4 1

1.2 4

Abs

1.0

0.8 H

0.6 0.00117
4 0.9997
0.99921
Value Standard Error

Intercept 0.03287 0.01549
Slope 18.12667 0.25457

0.4

0.2

0.0 T T T T T T T T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

Conc (mg/mL)

Figura 21. Curva de calibracion de la doxorrubicina mediante espectroscopia UV-Vis a 488 nm

8.4.2 CINETICA DE ADSORCION

En la figura 22 puede observarse la velocidad de adsorcion de la doxorrubicina en cada uno
de los tres sistemas elaborados. Es claro el hecho de que el activo se adsorbe en mayor
cantidad en presencia de lecitina y aun mayor en presencia del brij. Esto es evidente
considerando la superficie hidrofébica de la doxorrubicina que favorece la union a las

cadenas hidrofébicas de la lecitina y/o del brij.
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Figura 22. Cinética de adsorcion de doxorrubicina

Una vez realizada la cinética se decidié que el tiempo adecuado para llevar a cabo la

adsorcién era de 4 horas.

8.4.3 ISOTERMAS DE ADSORCION DE LA DOXORRUBICINA
Las figuras 23, 24 y 25 muestran los datos experimentales y los ajustes matematicos a
diferentes modelos de adsorcion de la doxorrubicina a los tres sistemas estudiados.

Los modelos de adsorcion seleccionados fueron los siguientes:

e Modelo de Langmuir: describe el equilibrio de adsorcion- desorcion de un adsorbato
en un adsorbente a temperatura constante de manera dependiente de la concentraciéon
de adsorbato. Este modelo considera lo siguiente:

a. La superficie que contiene los sitios de adsorcion es perfectamente plana y no contiene
irregularidades. (Es homogénea).

b. El adsorbato se adsorbe en un estado inmovil

c. Todo sitio de union adsorbato-adsorbente es equivalente.

d. Cada sitio puede ser ocupado solo por una molécula de adsorbato.

e. No existen interacciones entre el adsorbato y las moléculas en sitios adyacentes.

La ecuacién que describe el modelo es:
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qs *b xx
1+bx*x
Donde y representa la cantidad de adsorbato adsorbido (mg/mg), gs es la maxima

y:

cantidad de adsorbato en la monocapa (mg/mg), b es la constante de afinidad en la
isoterma de Langmuir (L/mg) y x la concentracion de adsorbato al equilibrio (mg/L).

e Modelo de Langmuir-Freundlich: a pesar de que el modelo de Langmuir presenta una
buena aproximacion al fendbmeno de la adsorcion, sus postulados se desvian de la
realidad en muchos casos, debido a que las superficies no son perfectamente
homogéneas y a que no considera las interacciones adsorbato-adsorbato. Por lo que
Freundlich introdujo un término a la ecuacién que sirve como factor de correccion para
materiales sin superficie homogénea.

N * (K™) * (x™)
YETE E™) ()

y= cantidad de adsorbato adsorbido (mg/g), N es el nimero de sitios de union disponibles

por gramo de adsorbente, K es la constante de afinidad (L/mg), m el indice de
heterogenicidad y x la concentracién de adsorbato al equilibrio (mg/L).

e Modelo de Jovanovic-Freundlich: al igual que el modelo anterior el modelo de
Jovanovic-Freundlich considera que existen interacciones adsorbato-adsorbato en
superficies heterogéneas, pero ademas considera las interacciones laterales de las
moléculas de adsorbato.

y=N=*(1- ()

Donde y= cantidad de adsorbato adsorbido (mg/g), N el nimero de sitios de union
disponibles por gramo de adsorbente, K es la constante de afinidad (L/mg), m el indice
de heterogenicidad y x la concentracion de adsorbato al equilibrio(mg/L).%®

e Modelo de Freundlich: es buena para describir adsorciones no ideales en superficies
heterogéneas. Se expresa con la siguiente ecuacion:

B =aC™

Donde B es la cantidad de adsorbato adsorbida al equilibrio, a es el coeficiente de
adsorcion de Freundlich (relacionado con la capacidad de adsorcion Ny, y el promedio
de la afinidad Kp), m es la constante de Freundlich que representa el indice de
heterogeneidad y tiene valores entre 0-1(valores cercanos a uno indican mayor

homogeneidad), C es la concentracion del adsorbato al equilibrio.®
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Los modelos evaluados se presentan a continuacion:
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Figura 23. Modelos de adsorcion de doxorrubicina en NPM
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Para caracterizar la capacidad de adsorcion de doxorrubicina se tomaron en cuenta varios
factores para seleccionar el modelo adecuado tales como un coeficiente de correlacion
(Rsqr) cercano a 1 y con la menor chi cuadrada (Chi-Sqr). En la tabla 5 se presentan los
parametros asignados para cada modelo de adsorcion, asi como las constantes asignadas a

cada modelo de adsorcion.

Tabla 5. Parametros de los modelos de adsorcion de los modelos de adsorcion de doxorrubicina en

los sistemas generados.

Nanoparticulas magnéticas (NPM)

Modelo Constantes determinadas Parametros estadisticos
Langmuir Qs b Rsar Chi-sqr
207.284 0.00223 0.84441 0.00294
Langmuir- Freundlich N K m Rsqr Chi-sqgr
29919.50 4.079 1.097 0.801 0.00376
Jovanovic-Freundlich N K m Rsqr Chi-sqgr
1061.24 2.80 1.03 0.97327 1.49
Freundlich a m Rsqr Chi-sqgr
0.002 1.09 0.9799 1.122
Nanoparticulas magnéticas recubiertas (NPMR)
Modelo Constantes determinadas Parametros estadisticos
Langmuir Qs b Rsqr Chi-sqr
0.2783 5.207 0.784 0.00058
Langmuir- Freundlich N K m Rsqr Chi-sqgr
31689.217 | 1.34*10° | 0.466 0.9216 2.87*10™
Jovanovic-Freundlich N K m Rsqr Chi-sqgr
872 8.2*10° | 0.359 0.894 2.86*10-*
Freundlich a m Rsqr Chi-sqgr
0.247 0.359 0.894 2.1*10™

Nanoparticulas magnéticas recubiertas con fosfolipidos y Brij (NPMRB)
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Modelo Constantes determinadas Parametros estadisticos

Langmuir Qs b Rsqr Chi-sqgr
11516.14 1.89*10™ 0.631 0.065

Langmuir- Freundlich N K m Rsar Chi-sqr
1.45*10° 0.0056 1.09 0.93 0.0153

Jovanovic-Freundlich N K m Rsar Chi-sqr
47936.4 4.8*10* 1.22 0.901 0.015

Freundlich a m Rsar Chi-sqr
23.01 3.01 0.91 0.011

Los resultados muestran una mayor correlacion con el modelo de Langmuir-Freundlich, el
cual se aplica para adsorciones no ideales y como bien se sabe las superficies de los
sistemas no son homogéneas, esto se confirma por la constante m la cual indica el indice de
heterogenicidad; cuando el valor sea cercano a 1 indica que el sistema es homogéneo. En
todos los casos esta constante es cercana a 1 por lo cual nos indica que la superficie
adsorbente es heterogénea. Con respecto a N, la cual indica el nUmero de sitios de unién
disponibles por gramo de adsorbente se ve que aumenta cuando las nanoparticulas estan
recubiertas por lo cual se ve que este recubrimiento ayudara a que las nanoparticulas
magnéticas se funcionalicen de mejor manera y que la interacciobn que tengan con el

farmaco, en este caso la doxorrubicina sea mayor.*®

8.4.4 ESTUDIOS DE LIBERACION

Las figuras 26, 27 y 28 muestran la cinética de liberacién de la doxorrubicina desde las NPM,
asi como diferentes ajustes a modelos cinéticos. La diferencia entre ellas radica en la
cantidad inicial de doxorrubicina, 0.2, 0.8 y 1.2 mg/mL respectivamente.

Las tablas 6,7 y 8 muestran los valores de k, n y los datos estadisticos.
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Figura 26. Modelos cinéticos de liberacion NPM 0.2 mg/mL
Tabla 6. Pardmetros estadisticos promedio de los modelos de liberacion de NPM 0.2 mg/mL
Nanoparticulas magnéticas
Modelo Cinética de orden Cinética de primer Higuchi Korsmeyer-Peppas
cero orden
Parametros ko ki k Kq,n
Rsqr 0.4725 0.6529 0.8227 0.8119
AlIC 0.4215 0.8672 1.5265 1.2267
MSC 65.9607 62.3962 57.1215 59.5205
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Figura 27. Modelos cinéticos de liberacion NPM 0.8mg/mL
Tabla 7. Pardmetros estadisticos promedio de los modelos de liberacion de NPM 0.8 mg/mL
Nanoparticulas magnéticas
Modelo Cinética de orden Cinética de primer Higuchi Korsmeyer-Peppas
cero orden
Parametros ko ki k ki,n
Rsqr 0.5862 0.8015 0.9154 0.9144
AIC 0.6561 1.3996 2.2535 2.0066
MSC 64.9130 58.9655 52.1337 54.1094
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Figura 28. Modelos cinéticos de liberacion NPM 1.2 mg/mL
Tabla 8. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberaciéon de NPM 1.2 mg/mL
Nanoparticulas magnéticas
Modelo Cinética de orden Cinética de primer Higuchi Korsmeyer-Peppas
cero orden
Parametros Ko ky k ki,n
Rsqr 0.4092 0.7318 0.8812 0.8994
AlIC 0.2779 1.0664 1.7578 1.8001
MSC 67.5979 61.2896 55.7589 55.4202

Como era de esperarse, independientemente de la cantidad de doxorrubicina inicial, el

comportamiento de los tres sistemas es muy similar e indica que la liberacion se da mediante

difusion tipo Fick.
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Las figuras 29.30 y 31 muestran la cesion de doxorrubicina desde las NPMR. En las tablas 9,

10 y 11 se aprecian los datos estadisticos correspondientes a los distintos ajustes

matematicos, asi como los valore de k y n.
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Figura 29. Modelos cinéticos de liberacion NPMR 0.2 mg/mL

Tabla 9. Pardmetros estadisticos promedio de los modelos de liberacion de NPMR 0.2 mg/mL

Nanoparticulas magnéticas recubiertas con lecitina de soya

Modelo Cinética de orden Cinética de primer Higuchi Korsmeyer-Peppas
cero orden
Parametros ko ki k ki,n
Rsqr 0.3334 0.6296 0.8369 0.8165
AlC 0.1576 0.7484 1.2635 1.2724
MSC 69.8528 63.8165 59.6960 59.6247
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Figura 30. Modelos cinéticos de liberacion NPMR 0.8 mg/mL
Tabla 10. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberacién de NPMR
0.8 mg/mL
Nanoparticulas magnéticas recubiertas con lecitina de soya
Modelo Cinética de orden Cinética de primer Higuchi Korsmeyer-Peppas
cero orden
Parametros Ko ky k ki,n
Rsqr 0.5166 0.7798 0.8854 0.8954
AlIC 0.5683 1.3627 1.9831 1.7692
MSC 65.7765 59.4214 54.4581 56.1690
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Figura 31. Modelos cinéticos de liberacion NPMR 1.2 mg/mL

Tabla 11. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberacién de NPMR 1.2 mg/mL

Nanoparticulas magnéticas recubiertas con lecitina de soya

Modelo Cinética de orden Cinética de primer Higuchi Korsmeyer-Peppas
cero orden
Parametros Ko K1 k ki,n
Rsqr 0.5534 0.7268 0.9395 0.8744
AlC 0.5939 1.2849 1.6542 0.9796
MSC 65.9670 60.4389 57.4852 62.8815

El modelo que ajusta mejor los datos experimentales es el de Higuchi y esto quiere decir que

la liberacion se lleva a cabo mediante difusion a favor de gradiente.
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Finalmente las figuras 32, 33 y 34, asi como las tablas 12, 13 y 14 corresponden a los

estudios de cesion de la doxorrubicina desde NPMRB.
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Figura 32. Modelos cinéticos de liberacion NPMRB 0.2mg/mL
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Tabla 12. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberacion de NPMRB

0.2 mg/mL
Nanoparticulas magnéticas recubiertas con lecitina de soya/brij
Modelo Cinética de orden Cinética de primer Higuchi Korsmeyer-Peppas
cero orden
Parametros ko ki k ki,n
Rsqr 0.6190 0.8734 0.9169 0.8786
AlIC 0.7194 2.2084 2.3036 0.8162
MSC 66.1138 54.2021 53.4408 65.3399
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Figura 33. Modelos cinéticos de liberacion NPMRB 0.8 mg/mL
Tabla 13. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberacion de NPMRB
0.8 mg/mL
Nanoparticulas magnéticas recubiertas con lecitina de soya/brij
Modelo Cinética de orden Cinética de primer Higuchi Korsmeyer-Peppas
cero orden
Parametros Ko ky k ki,n
Rsqr 0.5738 0.7481 0.8585 0.8354
AlIC 0.6681 1.3660 1.87 1.3198
MSC 65.3313 59.7480 55.7157 60.1174
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Figura 34. Modelos cinéticos de liberacion NPMRB 1.2 mg/mL

Tabla 14. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberacion de NPMRB 1.2 mg/mL

Nanoparticulas magnéticas recubiertas con lecitina de soya/brij
Modelo Cinética de orden Cinética de primer Higuchi Korsmeyer-Peppas
cero orden
Parametros Ko K1 k ki,n
Rsqr 0.0502 0.5801 0.8148 0.9314
AlIC -0.2692 0.6421 0.9920 1.3279
MSC 71.5042 64.2144 61.4146 58.7274

Los resultados asemejan los anteriormente mencionados, no hay una influencia por parte de

la cantidad inicial y el modelo que simula el comportamiento de liberacion es Korsmeyer

Peppas con una n<0.5, por lo cual la liberacién se da por difusion tipo Fickiana.
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En la tabla 15 se resumen los resultados de k y n para cada modelo.

Tabla 15. Modelos de liberaciébn con un mejor ajuste en los sistemas evaluados a diferentes

concentraciones

Nanoparticulas magnéticas

Modelo Ecuaciones Constantes determinadas
0.2 mg/mL 0.8 mg/mL 1.2 mg/mL
Higuchi fi=0Q= A\/D(ZC — C,)Cst kH kH kH
15.285 16.401 16.678
Korsmeyer- M _ 2t kKP n kKP n kKP n
Peppas Meo 18.853 | 0.431 | 20.851 | 0.405 | 21.409 | 0.413
Nanoparticulas magnéticas recubiertas con lecitina de soya
Modelo Ecuaciones Constantes determinadas
0.2 mg/mL 0.8 mg/mL 1.2 mg/mL
Higuchi fi=0Q= A\/D(ZC — C,)Cst kH kH kH
17.116 16.368 15.188
Korsmeyer- M _ atn kKP n kKP n kKP n
Peppas © 21.354 | 0.445 | 18.285 | 0.478 | 14.841 | 0.474
Nanoparticulas magnéticas recubiertas con lecitina de soya/brij
Modelo Ecuaciones Constantes determinadas
0.2 mg/mL 0.8 mg/mL 1.2 mg/mL
Higuchi fi=0Q= A\/D(ZC — C,)Cst kH kH kH
17.140 15.750 17.851
Korsmeyer- M _ atn kKP n kKP n kKP n
Peppas Meo 13.176 | 0.543 | 16.610 | 0.455 [ 27.759 | 0.356

Estos modelos muestran que el mecanismo de liberacién por el cual se libera el farmaco es

mediante la difusién, el modelo de Higuchi tiene varias hip6tesis que concuerdan con todos

los sistemas. Como se menciono6 anteriormente la doxorrubicina tiene una baja solubilidad en

agua por lo cual la concentracion inicial en todos los sistemas sera mayor que su solubilidad,

al estar adsorbido el farmaco es coherente que la difusion de dicho farmaco sea en un solo
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sentido ademas de que la difusion es constante y se confirma que se tuvieron las
condiciones sink adecuadas.

Esto se confirma con el modelo de Korsmeyer-Peppas el cual menciona que el farmaco se
libera mediante una forma unidimensional, como bien se sabe la n caracteriza la manera en
la cual se libera el farmaco, en todas los sistemas se ve que dicha liberacidon es dada
mediante difusion tipo Fick ya que n<0.5.

En resumen, se encontré que todas las nanoparticulas pueden adsorber doxorrubicina y
liberar el farmaco mediante difusion tipo Fick lo cual se confirmé con ambos modelos de
liberacién (Higuchi y Korsmeyer-Peppas).’®

El sistema que mostr6 una mayor capacidad de adsorcibn fue NPMRB, esto debido
posiblemente a la estructura que presenta y por tener la constante de afinidad mayor a los
otros sistemas. Dadas las caracteristica hidrofobicas de la doxorrubicina, asi como las de la
bicapa formada, ésta podra acomodarse entre medio de las cadenas alifaticas de la lecitina
de soya y brij. Por otra parte, la difusion que se da de manera mas rapida es desde NPM, ya
qgue al no tener algun recubrimiento o una modificacion en su superficie no tendra nada que
pueda retener el farmaco y asi sera mas facil liberarlo al medio.

Se hicieron a 37 °C, lo cual indica que si hay liberacién a esta temperatura por lo que habria
gue modificar la composicion de la bicapa para que a temperatura corporal no liberasen, sino
gue hubiera que aumentar al menos a 40 grados para que se diera la cesién y asi
aprovechar la propiedad del superparamagnetismo en el incremento de temperatura al ser
sometido a un campo magnético externo. No obstante, es una primera aproximacion a este

tipo de sistemas.”®
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9. CONCLUSIONES

.- Se obtuvieron nanoparticulas magnéticas esféricas de magnetita, desnudas y recubiertas
con lecitina de soya y lecitina de soya/brij adsorbidos en su superficie.

.- El tamafio que presentan los diferentes sistemas varia entre tamafios que van entre 51.48
nm hasta los 530 nm, siendo un mejor método de sintesis el realizado por coprecipitacion.

.- El potencial z que presentan los sistemas van desde —11.4 hasta -28.9 mV; se ve que hay
una relacion con respecto al tamafio de particula ya que al aumentar el potencial de las
nanoparticulas habra una disminucion de tamafio.

.- Se logré adsorber doxorrubicina a los tres sistemas generados, siendo la mayor cantidad
cargada 1.2 mg/mL para NPM, NPMR y NPMRB respectivamente. La isoterma de adsorcion
responde al modelo de Langmuir-Freundlich, en el caso de los sitios de union se ve que hay
un incremento en las nanoparticulas recubiertas en comparacion con las nanoparticulas sin
recubrir, comprobando que el recubrimiento ayuda a que las nanoparticulas se funcionalicen;
en cuanto al brij se ve que disminuyen los sitios de unién para DOX.

.- Los estudios de liberacion in vitro de la doxorrubicina indican que se trata de un proceso
gobernado por difusion tipo Fick, liberando el 100% de la carga en un tiempo de 30 horas,

siendo ligeramente mas lenta desde los sistemas recubiertos.
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