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RESUMEN

El cancer es un padecimiento que causa un alto indice de mortalidad a nivel
mundial. Las opciones de tratamiento incluyen la quimioterapia, radioterapia y cirugia. El
tratamiento mas comun es la quimioterapia, sin embargo la terapia antineoplasica tiene dos
grandes limitaciones; su escasa especificidad y la forma de administracion. La lucha contra
el cancer ha llevado cada dia a descubrir nuevas moléculas que sean capaces de
contrarrestar esta enfermedad, un grupo de ellas son las denominadas Casiopeinas®, las
cuales son compuestos de coordinacion con Cu (1) como centro metalico, mismas que han
sido sintetizadas en la Facultad de Quimica de la U.N.A.M. Estas moléculas han mostrado
mayor potencia antineoplasica que el cisplatino en estudios in vitro e in vivo. La Casiopeina
[1l-ia es una de las méas estudiadas y tiene gran potencial como futuro farmaco
anticancerigeno.

En el &mbito farmacéutico es de especial interés conseguir formulaciones que sean
capaces de liberar el principio activo de manera controlada en tiempo y espacio, cediendo
el farmaco directamente en la zona afectada para mejorar el tratamiento de las
enfermedades y disminuir efectos toxicos y adversos como aquellos que se pueden suscitar
en la quimioterapia contra el cancer. Esta meta se puede conseguir por medio de sistemas
novedosos de liberacion de farmacos, los cuales son capaces de dirigir el farmaco
especificamente al sitio requerido y mantener las concentraciones necesarias por periodos
de tiempo adecuados. Existen numerosos sistemas de liberacién de farmacos, uno de los
mas comunes para la vectorizacion de activos terapéuticos son las nanoparticulas. Las
nanoparticulas poliméricas aumentan la biodisponibilidad de farmacos anticancerigenos
mediante mayores tiempos de circulaciébn comparados con el farmaco libre y mejor
captacion en el tumor. ElI Quitosan es un polimero de gran interés para liberacion de
farmacos y ha sido ampliamente utilizado en la formacion de micro y nanoparticulas.

La realizacion de este trabajo ha tenido por objeto la preparacion de nanoparticulas
de quitosan cargadas con Casiopeina Ill-ia por el método de coacervacion. El Quitosan es
un polimero ampliamente usado para la formacién de micro y nanoparticulas. Los estudios
han demostrado que mediante el método de coacervacion es posible alcanzar este objetivo.
La interaccion Quitosan-Cobre (1) ha sido reportada y como se ha mencionado con

anterioridad la molécula activa es un compuesto de coordinacion, el cual puede
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RESUMEN

interaccionar con grupos funcionales del polimero requerido para modular la liberacion
causando el posible rompimiento de la molécula.

La investigacion realizada se enfocO en tres aspectos fundamentales: estudiar la
interaccion farmaco-polimero con la finalidad de asegurar la estabilidad de la molécula
activa durante el proceso de formacion de nanoparticulas por el método de coacervacion,
determinar las condiciones de reaccion para llevar a cabo la formacién de nanoparticulas y
la evaluacion in vivo de las mismas para verificar la eficacia de las formulaciones
propuestas.

Los resultados obtenidos demuestran que entre la Casiopeina Ill-ia y el Quitosan se
presenta una interaccion débil, no covalente, de magnitud menor a las reportadas para un
complejo Quitosan-Cobre (1), por lo que se determina que la molécula es estable durante el
proceso de formacién de las nanoparticulas, ademas la actividad de inhibicion celular en la
linea HeLa no se ve alterada por la interaccion con el Quitosan. También se observd que
mediante el método de coacervacion es posible la formacién de nanoparticulas de quitosan
cargadas con el activo, sin embargo el éxito en la obtencion de tamafios menores a 1 um
depende del tipo de estabilizante utilizado, asi como del control del pH del medio de
reaccién y la velocidad de agitacion. Finalmente la respuesta biologica de las
nanoparticulas cargadas con la Casiopeina Ill-ia, en ratones trasplantados con melanoma
B16, es mejor comparada contra la Casiopeina Ill-ia sola, ya que el tiempo de sobrevida
aumenta preferencialmente en aquellos que se les administro las nanoparticulas cargadas
con el farmaco.

Cabe resaltar, por altimo, que la investigacion basica y aplicada en el estudio y
caracterizacion de un sistema de liberacion de farmacos es de suma importancia para
transportar farmacos antineoplasicos de manera selectiva, esto es, que liberen el activo

preferencialmente en las células tumorales.
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ABSTRACT

Cancer is a disease that causes a high rate of mortality worldwide. Treatment
options include surgery, chemotherapy and radiotherapy. The most common treatment is
chemotherapy, however antineoplasic therapy has two major limitations, its low specificity
and route of administration. The fight against cancer has led every day to discover new
molecules that are able to counteract this disease; a group of them are called Casiopeinas®,
which are coordination compounds with Cu (1) as metal center, which have been
synthesized at the Faculty of Chemistry, UNAM. These molecules have shown greater
antineoplasic potency than cis-platin on in vitro and in vivo studies. Casiopeina Ill-ia is one
of the most studied and it has a promising future as anticancer drugs.

In the pharmaceutical field is of special interest to get formulations that are capable
of releasing the active ingredient in a controlled way, this means in time and space,
delivering the drug directly into the affected area in order to improve the treatment of
diseases and reduce toxic and adverse effects as those that occur in cancer chemotherapy.
This scope can be achieved by means of novel drug delivery systems which are capable of
directing the drug specifically to the required place and maintain the concentrations
required for suitable periods of time. There are numerous drug delivery systems, one of the
most common to direct drugs are nanoparticles. Polymeric nanoparticles enhance
bioavailability of anticancer molecules by longer circulation times compared with the drug
alone and better tumor uptake. Chitosan is an important polymer of interest for drug
delivery and has widely been used as a micro and nanoparticle vehicle.

The aim of this work was to develop Caslll-ia-loaded chitosan nanoparticles by
coacervation method. Studies have showed that using the coacervation method it is possible
to achieve this objective. Chitosan-copper (Il) interaction has been reported and as
mentioned before Casiopeina Ill-ia is a coordination compound, which can interact with
functional groups of polymer required to modulate the release possibly causing breakage of
the molecule. The research focused on three aspects: first was to study the drug-polymer
interaction in order to ensure the stability of the active molecule during the formation of
nanoparticles by coacervation method, second to determine the reaction conditions to carry
out the nanoparticle formation and finally to carry out in vivo evaluation in order to verify

the effectiveness of the proposed formulations.
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ABSTRACT

The results obtained show that between Casiopeina Ill-ia and chitosan presents a
weak interaction, non-covalent, of magnitude lower than those reported for a complex
Chitosan-Copper (1), therefore it is determined that the molecule is stable during formation
process of nanoparticles; in addition the activity of against HelLa cell line is not altered by
interaction with Chitosan. Also was observed that using the coacervation method it is
possible to form chitosan nanoparticles loaded with active, however success in obtaining
sizes less than 1 um depends on the type of stabilizer used and the pH control of the
reaction medium and stirring speed. Finally, the biological response of nanoparticles loaded
with Casiopeina Ill-ia, in mice transplanted with B16 melanoma, is better compared against
Casiopeina Ill-ia alone, because the percent of span life increases preferentially in those
who were administered the nanoparticles loaded with the drug.

It is worth noting that the basic and applied research in the study and
characterization of a drug delivery system is critical to transport antineoplasic drugs

selectively, that is, they release the active preferentially in tumor cells.
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1-ANTECEDENTES

1.1. Cancer

1.1.1. Generalidades

El céncer es un padecimiento que causa un alto indice de mortalidad a nivel mundial,
tan solo mas de 11 millones de personas son diagnosticadas cada afio y se estima que para
el afio 2030 la cifra alcance los 16 millones por afio. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) calcula que, de no mediar intervencion alguna, 84 millones de personas moriran de
céncer entre 2005 y 2015,

En México la Secretaria de Salud (SSA) reporta que del egreso hospitalario por cancer
en 2008 (Tabla 1.1), la leucemia tuvo mayor presencia (8.7%), seguida del cancer de mama
(5.8%), de cuello de Utero (3.3%) y ovario (2.1%). La leucemia afecta principalmente a los
hombres (15.2%), mientras que el cancer de mama a las mujeres (8.3 por ciento). De
acuerdo al estudio realizado por la OMS en 2005, es posible prevenir el 30% de los casos
de cancer a través de la disminucion de factores de riesgo?. Por ello, como resultado de las
recomendaciones internacionales, en México se llevan a cabo programas encaminados a
prevenir los principales tipos de cancer, a través de estrategias de prevencion y deteccion
oportuna.

El cancer generalmente se nombra en relacion al tipo de tejido del cual proviene, por
ejemplo, el termino sarcoma refiere a un tumor surgido del tejido mesodérmico el cual
incluye tejido conectivo, cartilago, musculo entre otros. Osteosarcoma se refiere al cancer
de huesos.

Tabla 1.1. Distribucién porcentual de egresos hospitalarios por tipo de tumor maligno total, hombre
y mujeres en México 2008 (Ref ?).

Tipo de tumor maligno Total Hombres Mujeres
Total 100.0 100.0 100.0
Leucemias 8.7 15.2 5.6
Mama 5.8 0.4 8.3
Cuello del utero 3.3 0.0 4.8
Ovario 2.1 0.0 3.1
Traquea, bronquios y pulmén 2.0 4.1 1.0
Préostata 1.9 6.0 0.0
Del estomago 1.8 3.1 1.1
Del colon 1.8 3.2 1.2
Higado 1.2 1.9 0.8
Del rectosigmoides, recto y ano 1.1 2.0 0.7
Vejiga 1.0 2.2 0.4
Labio, cavidad bucal y faringe 0.9 1.9 0.5
Pancreas 0.9 1.5 0.7
Cuerpo del utero 0.8 0.0 1.1
Melanoma y otro tumores de la piel 0.5 0.6 0.3
Esoéfago 0.4 1.1 0.1
Otros 65.8 56.8 70.3




1-ANTECEDENTES

El carcinoma se refiere a los tumores de los tejidos epiteliales, como las membranas

mucosas Y las glandulas incluyendo cancer de mama, ovarios y pulmones. Los canceres de
células de medula dsea se denominan mielomas y en el mieloma multiple (cancer de
médula dsea mas comun), se incluye un clon de células plasmaticas. Los canceres de la
sangre o tejido hematopoyético se conocen generalmente como blastomas y estos tumores
pueden incluir las células linfoides, eritroides o mieloides. Adicionalmente los diferentes
tipos de cancer se pueden denominar agudos o crénicos °.

El cancer es la principal causa de mortalidad a escala mundial®. Se le atribuyen 7,6
millones de defunciones (aproximadamente el 13%) ocurridas en todo el mundo en 2008.
Los principales tipos de cancer son los siguientes: Pulmonar (1,4 millones de defunciones),
gastrico (740 000 defunciones), hepatico (700 000 defunciones), colorrectal (610 000
defunciones) y mamario (460 000 defunciones). Méas del 70% de las defunciones por cancer
se registraron en paises de ingresos bajos y medianos. En nuestro pais los tumores malignos
ocupan el tercer lugar en la lista de las principales causas de defuncion y representaron el
12.9% del total de muertes en 2008°. La tasa de defuncién por tumores tiende a aumentar.

De 1998 a 2008, la tasa de mortalidad por cancer se incremento, pasando de 57.7 a
66.6 por cada 100 mil habitantes; entre las mujeres, el crecimiento fue de 59.6 a 66.7 por
cada 100 mil habitantes, mientras que entre los hombres, de 55.6 a 66.5 cada 100 mil
habitantes (Figura 1.1). El incremento en dicha tasa es aproximadamente de diez puntos;
sin embargo, esta tendencia resulta preocupante por sus implicaciones sobre los afios de
vida perdidos en el proceso de la enfermedad, asi como por la capacidad de las instituciones
para dar atencion adecuada y oportuna, y por el impacto que tiene dicha enfermedad en la
familia. En 2008, segun la tasa de mortalidad observada de tumores malignos para la
poblacion de 60 afios y mas, los tumores en traquea, bronquios y pulmon presentan la tasa
mas alta seguidos por los tumores de higado y de las vias biliares intrahepaticas, y los de
estdmago.

Resalta el hecho de que la poblacién masculina presente la tasa de defunciones por
tumores mas alta, por la elevada mortalidad por tumor de prostata (121.57 por cada 100 mil
hombres) mientras que en las mujeres, el cancer del cuello del Utero tiene una tasa de 41.82
por cada 100 mil mujeres, siendo también la tasa méas alta en la poblacion femenina de 30 a

59 afios (10.24 por cada 100 mil mujeres).
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Figura 1.1. Tasa observada de defunciones por tumores malignos en hombres y mujeres por cada
100000 habitantes en México de 1998 a 2008 (Ref ?).

De acuerdo con las defunciones por tumores malignos en 2008, entre los hombres,
el mayor porcentaje de lesiones malignas fue en la prostata (8.1%), seguido por los tumores
de traquea, bronquios y pulmon (7.0%), enfermedad asociada al consumo de tabaco; y entre
las mujeres, el cancer de mama (7.6%), seguido por los tumores malignos de ovarios (6.4

por ciento).

1.1.2. Definicion del cancer

El cancer es un término que se utiliza para nombrar un grupo de mas de 100
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo®. La transformacion de
una célula normal en una tumoral es un proceso que abarca varias fases y suele consistir en
la progresion de una lesion precancerosa a un tumor maligno. Estas alteraciones son el
resultado de la interaccidn entre los factores genéticos de una persona y tres categorias de
agentes externos: fisicos, como las radiaciones ultravioleta e ionizantes; quimicos, como los
componentes del humo de tabaco; y bioldgicos, causadas por determinados virus, bacterias
0 parasitos>®. El envejecimiento es otro factor fundamental en la aparicién del cancer. La

incidencia de esta enfermedad aumenta con la edad, muy probablemente porque se van
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acumulando factores de riesgo de determinados tipos de cancer. La acumulacion general de

factores de riesgo se combina con la tendencia de los mecanismos de reparacion celular, lo
cuales van perdiendo eficacia con la edad.

Un tumor (o neoplasia) es una masa de tejido anormal o un crecimiento que resulta
de una neoplasia, un estado en el cual los mecanismos de control que gobiernan el
crecimiento comienzan a ser deficientes, llevando a una proliferacion celular. En etapas
tempranas del crecimiento del tumor, las células cancerosas generalmente remplazan las
celulas de las cuales derivan, sin embargo en etapas avanzadas pierden la apariencia y la
funcionalidad original®. En los tejidos normales las tasas de crecimiento de nuevas células y
la muerte de células viejas se mantienen en balance. En el caso del cancer, este balance se
altera y es importante mencionar que s6lo se requiere un ligero incremento en la velocidad
de proliferacién de las células cancerosas para generar una masa tumoral. Esta alteracion
puede ocurrir como resultado de un crecimiento celular descontrolado o de la pérdida de
una habilidad de la célula de someterse a suicidio celular mediante un proceso conocido
como apoptosis. La apoptosis es el mecanismo mediante el cual las células viejas o dafiadas
normalmente se autodestruyen.

El cancer comienza como resultado de una anormalidad en los genes de una 0 mas
células del cuerpo, ésta anormalidad puede ser hereditaria 0 adquirida. Los tipos de genes
que participan de forma directa y que han sido identificados en la formacidn del cancer son
los oncogenes y los genes supresores de tumor®’. Cuando un oncogén muta se provoca una
alteracion en la division celular y la consecuente aparicion de cancer. EI gen supresor de
tumor regula el proceso de la replicacion celular, manteniendo el ciclo bajo control, sin
embargo cuando muta el control se pierde y se provoca la division celular de forma
incontrolada dando lugar a la formacion del cancer, es decir, el cancer se origina por una
pérdida de control del crecimiento normal.

Los canceres son capaces de diseminarse a través de todo el cuerpo mediante dos
mecanismos: invasion y metastasis. La invasion se refiere a la migracion y penetracion
directas de las células cancerosas en los tejidos vecinos. La metastasis se refiere a la
habilidad de las células cancerosas para penetrar dentro de los vasos linfaticos y

sanguineos, circular a través del torrente sanguineo y después invadir los tejidos normales
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en otras partes del cuerpo. Muchos pacientes que mueren de cancer es a consecuencia de la

metéastasis hacia 6rganos vitales mas que del tumor primario inicial.

1.1.3. Tratamiento

El tratamiento tiene por objeto curar a los pacientes, prolongarles la vida y mejorar la
calidad de ésta. Los principales métodos de tratamiento son cirugia, radioterapia y
quimioterapia®. Existe un cuarto tratamiento llamado terapia bioldgica, que incluiria la
hormonoterapia, inmunoterapia, terapia génica® y nuevas dianas terapéuticas no citotdxicas.
Una diana terapéutica es una sustancia localizada en cualquier parte de la célula como la
membrana celular, el citoplasma o el nucleo, capaz de reconocer un farmaco y producir una
respuesta celular. Estos nuevos medicamentos estan dirigidos a inhibir el mecanismo de
transmision de sefiales de las células cancerigenas y asi detener el crecimiento tumoral y
favorecer la muerte de las células malignas.

El término quimioterapia suele reservarse para los farmacos empleados en el
tratamiento de las enfermedades neoplasicas que tienen como funcion el impedir la
reproduccion de las células cancerosas. EI mecanismo de accidn es provocar una alteracion
celular ya sea en la sintesis de acidos nucléicos, division celular o sintesis de proteinas. Las
desventajas de la quimioterapia es la administracién por perfusién intravenosa®™®,
inevitable en algunos casos, la cual causa incomodidad y malestar en el paciente y por otro
lado la falta de especificidad hacia los tejidos tumorales®. Estas desventajas provocan que el
paciente se deprima ya que en muchas ocasiones los efectos secundarios asociados a la

quimioterapia son insoportables’.

1.1.4. Desarrollo Farmacéutico en Cancer

Debido a la alta mortalidad, la terapia del cancer ha estado bajo investigacién vigorosa
por parte de entidades académicas e industriales. Sin embargo, los avances en el
tratamiento han sido limitados por la falta de distinguir aquellas propiedades bioquimicas y
biologicas que distinguen a las células cancerosas de las células normales. El enfoque
tradicional en el disefio de nuevos farmacos ha sido dirigido hacia compuestos que
interfieren con el funcionamiento del acido desoxirribonucleico (ADN). Actualmente la
mayoria de los farmacos usados para el tratamiento del cancer son moderadamente

citotoxicos y ademas generan resistencia celular ***2.
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Los primeros agentes contra el cancer fueron descubiertos principalmente por

casualidad o la inhibicién de las vias metabélicas esenciales para la divisién celular 3. Su
mecanismo exacto de accion a menudo fue un tema de investigacion retrospectiva®’. Por
ejemplo, el uso de analogos de acido fdlico para el tratamiento de la leucemia linfoblastica
aguda fue reportado en 1948, mientras que su mecanismo de accion, la inhibicién de la
dihidrofolato reductasa, fue reportado por diez afios después’. Aunque esta estrategia ha
logrado un éxito significativo, los recientes desarrollos en biologia molecular y el
conocimiento de la farmacologia del cancer a nivel molecular han logrado que el disefio de
farmacos sea basado en alcanzar sitios especificos que inhiban o modifiquen marcadores
moleculares de importancia en la deteccion, crecimiento o metastasis de los tumores. La
mayoria de los nuevos farmacos con propiedades anticancerigenas se encuentran en
estudios preclinicos y clinicos, y tan solo unos cuantos han sido aprobados por la Food and
Drug Administration (FDA) en Estados Unidos™*.

En la actualidad se sintetizan una gran variedad de farmacos con potencial
anticancerigeno, sin embargo algunas de ellos presentan limitaciones terapéuticas y

11 La generacién de un

toxicoldgicas dependiendo de sus propiedades fisicoquimicas
agente anticancerigeno comienza con la adquisicion de la nueva entidad quimica,
subsecuentemente sera llevado a cabo el desarrollo farmacéutico de acuerdo a la siguiente
secuencia: Sintesis inicial, farmacologia y sintesis en larga escala, formulacion inicial,
toxicologfa animal, farmacocinética preclinica y estudios clinicos de fase I, Il y 111, El
nuevo compuesto es sometido a pruebas de evaluacion de actividad citotdxica in vivo en
lineas celulares de leucemia L1210 o P388 y en tumores murinos™. Posteriormente los
compuestos con resultados prometedores se producen en cantidades suficientes para
caracterizar el perfil quimico, fisico y farmacoldgico para proponer una formulacion inicial
antes de realizar la evaluacion toxicoldgica y los estudios clinicos en cualquiera de sus
fases. Una vez que alguna formulacion ha sido aceptable y optimizada se fabrica un lote
piloto para investigar la estabilidad y compatibilidad del producto bajo las condiciones de
produccion. Hasta el afio de 1996 solo existian dos productos a base de sistemas coloidales
doxorrubicina (Doxyl®) y daunorubicin (DaunoXome®)*.

La mayoria de los compuestos antineoplasicos poseen muy baja solubilidad en agua

y son muy poco estables, por ende el principal obstaculo ha sido hallar una formulacion
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estable la cual sea bien tolerada sin toxicidad asociada al vehiculo®. Raramente un farmaco

es administrado sin vehiculo alguno, casi todas las sustancias activas son administradas en
algun tipo de formulacion. La formulacion puede ser definida como el proceso mediante el
cual una materia prima de cualquier fArmaco es transformada en un producto farmacéutico
gue es adecuado para su uso en humanos.

El desarrollo de formas de dosificacion farmacéutica de moléculas anticancerigenas
es muy parecido al de otros farmacos. Dado que cualquier componente de la formulacion
puede contribuir o modificar la toxicidad es importante desarrollar una formula tan simple
como sea posible’. En algunos casos los excipientes no son del todo inertes y pueden
influenciar la absorcion del farmaco. A diferencia de otro tipo de compuestos, los
anticancerigenos tienen un estrecho indice terapéutico y generalmente se administran en
dosis que producen algin efecto téxico'*®. En general son formulados como preparados
para via IV*. Este tipo de via se prefiere por varias razones: la administracién IV lleva a
una inmediata biodisponibilidad, lo cual es de suma importancia ya que administrados por
via oral no lograrian tener el efecto terapéutico deseado; la velocidad de administracion
puede ser facilmente manipulada; se evita la aparicion de efectos secundarios generados por
via oral; si se presenta un efecto secundario o respuesta tdxica la administracion puede ser
detenida en el momento. No obstante, también tiene sus desventajas ya que la mayoria de
los antineoplasicos provocan irritacion en tejidos y puede presentarse la aparicion de
trombosis o sepsis’. En general en oncologia se prefiere una via IV en las etapas iniciales
del desarrollo de medicamento®*>.

El desarrollo exitoso de un sistema de liberacion de farmacos o cualquier forma de
dosificacion depende de la dosis, las propiedades fisicoquimicas y biolégicas de la
molecula’’. Los farmacos para combatir el cancer tienen generalmente grandes volimenes
de distribucion y tiempo de vida media cortos’. Debido a que la biodistribucién es funcién
de las propiedades fisicoquimicas del farmaco, altas concentraciones son necesarias y gran
parte se distribuye hacia otros tejidos ademas del sitio blanco trayendo consigo toxicidad, la
cual es una de las desventajas de la quimioterapia’’*°. Adicional a lo anterior la mayoria de
los agentes anticancerigenos son liposolubles, o dicho de otra forma, poseen una muy
escasa solubilidad en agua, por lo que el enfoque clésico de formulacién se orienta hacia las

técnicas de solubilizacion de farmacos, las cuales emplean el uso de cosolventes, mismos




1-ANTECEDENTES

que tienen significante toxicidad, surfactantes, formacion de complejos o bien el uso de

sistemas coloidales®"?°. Los sistemas coloidales tales como liposomas, microparticulas o
nanoparticulas pueden aumentar la solubilidad y estabilidad debido a sus caracteristicas de
encapsulacion, ademés pueden proveer una liberacidn mas especifica en comparacién con
las técnicas convencionales de solubilizacion™**.

La nanomedicina es un campo emergente que tiene un gran potencial para intervenir
con el cancer a escala molecular y para suministrar dosis potentes de agentes terapéuticos a
las células cancerosas con mayor especificidad y toxicidad reducida. En el centro de la
nanomedicina esta el desarrollo de sistemas nanoparticulados (ej. Nanoparticulas lipidicas,
poliméricas y magnéticas, liposomas, dendrimeros, nanotubos de carbono, etc.) que
funcionan como acarreadores para farmacos. Las nanoparticulas (NP) en el campo de la
medicina han sido disefiadas para la aplicacion terapéutica permitiendo a los investigadores
mejorar la terapia del paciente. El incremento en los sistemas de liberacion de farmacos
basados en nanotecnologia ha llevado a un cambio particularmente en el campo de la
oncologia. Los recientes avances en nuestra comprension de la invasion de las células
cancerosas han creado nuevas oportunidades para desarrollar NP disefiadas para controlar,
monitorear y tratar la invasion del cancer y la metastasis?. Es interesante el hecho que en
los sistemas de liberacion de farmacos (SLF) se incorporan materiales biodegradables que
son capaces de incorporar gentes liposolubles. Las NP pueden tener la posibilidad de liberar
especificamente a los farmacos a los sitios blanco en las células cancerosas o el
microambiente del tumor minimizando el efecto en tejido sano, producir tiempos
prolongados de circulacion en plasma®, controlar la cinética de liberacién y la capacidad de
administrar de dosis superiores para la mejora en el cumplimiento de la terapia por parte del
paciente.

El cancer es una enfermedad donde la aplicacion de la nanomedicina tiene el
potencial de proporcionar a los meédicos la capacidad de superar muchas deficiencias
existentes en la deteccién y el tratamiento™. Los SLF con nanoparticulas puede ser una
respuesta a los retos que se presentan al formular fArmacos anticancerigenos. Con el uso de
estrategias basadas en nanoingenieria se pueden manipular las propiedades fisicas (tamafio,
carga, biocompatibilidad, solubilidad) de las NPs para modular su comportamiento en los

sistemas bioldgicos™®. A través de estos enfoques, propiedades farmacocinéticas criticas
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tales como el tiempo de vida media, biodistribucion, absorcion no especifica, la

degradacién prematura, y la toxicidad se puede modificar favorablemente®.

Los liposomas fueron de los primeros SLF usados para la quimioterapia. Los
farmacos, doxorrubicina y daunorrubicina fueron los primeros en aplicarse en SLF en
oncologia. Estos farmacos presentan citotoxicidad por la inhibicion de la sintesis de acidos
nucleicos y han sido utilizados en una amplia variedad de tumores. Las formulaciones
fueron modificadas con la idea de disminuir los efectos cardiotoxicos debido a la dosis. La
terapia con doxorrubicina causa dafio al corazon, ademds de ser limitada por la
mielosupresion, estomatitis y otros efectos adversos®*. El uso de liposomas ha logrado una
formulacién mas segura y eficaz, ya que datos de estudios de fase clinica demostraron que
las formulaciones liposomales del farmaco presentan un incremento en la concentracion
plasmatica y disminucion de la mielotoxicidad'®. La mejora en la biodisponibilidad se basa
en el hecho de que el liposoma provee proteccion frente al metabolismo y dosis mas altas
son toleradas por parte del paciente. Ademas también se observ6 una reduccion de los
efectos secundarios como alopecia, nauseas y emesis.

En los inicios de la aplicacion de nanoparticulas polimeéricas para una terapia
anticancerigena se encuentra el desarrollo de NP de poli alquil-cianoacrilato (PACA)
cargadas con doxorrubicina®?. Los estudios in vitro han indicado que las NP de PACA
pueden superar la resistencia a farmacos en las células tumorales que expresan las bombas
de resistencia a maltiples farmacos tipo 1. EI mecanismo de accion esta relacionado a la
adherencia de las NP de PACA a la membrana celular de las células del tumorales, que
inicia la degradacion de las particulas generando un gradiente de concentracion de
doxorrubicina y la difusién de la misma a través de la membrana seguido de la formacion
de un par ionico entre la doxorrubicina con carga positiva y el acido cianoacrilico (un
producto de degradacion de las NP de PACA) con carga negativa. Estas observaciones
indican claramente que la liberacién del farmaco y la degradacion de las nanoparticulas se
producen simultaneamente, produciendo un complejo de tamafio adecuado con propiedades
fisicoquimicas para la correcta difusion a través de la membrana plasmatica.

El metotrexato, un farmaco potente contra el céncer, ha sido acoplado con
nanoparticulas de poli (butil cianoacrilato) de diferentes tamafios (70-345 nm) y evaluado

para determinar su capacidad de cruzar la barrera hemato-enceféalica en el tratamiento del

10



1-ANTECEDENTES

cancer de cerebro. Este estudio mostr6 que nanoparticulas de poli (butil cianoacrilato),

cubiertas con polisorbato 80, de diametro inferior a 100 nm puede efectivamente cruzar
dicha barrera®.

Como se ha mencionado la nanotecnologia contribuye a mejorar la selectividad de
las moléculas anticancerigenas, algunos ejemplos de formulaciones comerciales o

disponibles en el mercado con sistemas coloidales se mencionan a continuacion.

a) Doxil®
Doxil es una formulacion liposomal de doxorrubicina, tiene un tiempo de vida media en
plasma de 45 horas, mientras que el tiempo de vida media para el medicamento con el
farmaco libre es de 5 minutos. Doxil® es una formulacién de doxorrubicina encapsulada en
mas del 90% en liposomas estéricamente estabilizados con un tamafio de 80-90 nm. Los
liposomas estan constituidos por fosfatidilcolina de soya y colesterol lograndose la
estabilizacion por fijacion de las cadenas de metoxipolietilenglicol 2000 al 1,2 diestearoil-
glicero 3-fosfoetanolamina. La formulacion comercializada se presenta en forma de una
dispersion rojiza en viales de 10 ml (20 mg de doxorrubicina) o de 30 ml (50 mg de
doxorrubicina); ademas contienen sulfato de amonio y acido clorhidrico o hidroxido de
sodio para conseguir un pH de 6.5 y glucosa como agente isotonico. Los viales deben
conservarse en refrigeracion y la dosis a administrar se debe diluir exclusivamente en suero
glucosado (250 ml para dosis inferiores a 90 mg o 500 ml para dosis superiores); esta
solucion para perfusion es estable durante 24 h en refrigeracion. La perfusion debe iniciarse
lentamente (1 mg/min) pudiéndose incrementar la velocidad para realizarla en 1 hora. Las
indicaciones aprobadas para Doxil® son: cancer de ovario, sarcoma de Kaposi relacionado

con HIV y mieloma maltiple™.

b) Depocyt®
Es una formulacion de citarabina encapsulada en nanoparticulas lipidicas multivesiculares
que contiene 10 mg/ml de principio activo. En su composicion intervienen colesterol,
trioleina, dioleilfosfatidilcolina y dipalmitoil-fosfatidilglicerol asi como cloruro de sodio
como agente isoténico, siendo el pH entre 5.5 y 8.5. La tecnologia utilizada en esta
formulacién se conoce con el nombre de DepoFoam® (SkyePharma). La velocidad de

liberacion del principio activo se controla en funcion de los componentes lipidicos,
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excipientes acuosos y modificacion de ciertos parametros durante la produccion del

sistema. DepoCyt® tiene aprobada la indicacién para el tratamiento de la meningitis

linfomatosa administrandose dosis de 50 mg™.

c) Abraxane®
Es una suspension de nanoparticulas (con un tamafio medio de 130 nm) de albumina y
paclitaxel que se presenta en un vial que contiene un liofilizado con 100 mg de principio
activo y unos 900 mg de albumina humana. Estas nanoparticulas, desarrolladas segun la
tecnologia de la American Biosciences no contienen los disolventes utilizados para disolver
el paclitaxel lo cual permite que la infusion dure sobre 30 minutos en lugar del largo tiempo
que se utiliza con la formulacion convencional; por otra parte se pueden utilizar equipos de
infusion estandar en lugar de los equipos especiales que se requieren para administrar el
paclitaxel. El vial conteniendo el liofilizado se conserva a temperatura ambiente y su
reconstitucion se realiza adicionando 20 ml de suero fisioldgico. Esta suspension es estable
durante 8 h en refrigeracién y la dosis necesaria de paclitaxel se diluye en suero fisiol6gico
y se administra en una perfusion durante 30 minutos. La mayor eficacia de Abraxane sobre
la clasica formulacion de paclitaxel (Taxol®) fue atribuida, en principio, al hecho de que los
pacientes podian recibir dosis mas elevadas debido a la ausencia de Cremophor®; sin
embargo estudios posteriores han demostrado que la albumina interacciona con dos
proteinas que la transportan, y con ello aumenta la concentracién de paclitaxel en las
cercanias de la masa tumoral. La primera proteina, llamada gp60, se localiza en la
superficie de las células del endotelio vascular y a consecuencia de esta interaccion tienen
lugar una serie de procesos bioquimicos que determinan que las nanoparticulas se acumulen
en el fluido intersticial que rodea el tumor. La segunda proteina, denominada SPARC
(secreted protein acidic rich in cysteine) u osteonectina, se encuentra en la superficie de
muchas células tumorales e interacciona con la albumina lo que da lugar a una mayor
concentracion de paclitaxel en estas células. La terapia con Abraxane esta indicada en el

tratamiento del cancer de mama metastésico. La dosis de Abraxane® es de 250 mg/m?*>..

Un analisis farmaco-econdmico realizado en los ensayos clinicos en oncologia ha
sefialado recientemente que en la practica, el uso de medicamentos disefiados bajo

ingenieria nanotecnologica puede ser altamente competitivo con la mayoria de las
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qguimioterapias tradicionales. De hecho en algunos casos, el costo total de una

quimioterapia llevada cabo con medicamentos existentes como Doxil® fue inferior a la
quimioterapia clasica, ya que requiere una administracion menos frecuente y se presentan
menos problemas de toxicidad. Por lo tanto, se puede esperar que el uso de la
nanotecnologia en la terapia clinica aumente cuando exista la necesidad de vectorizar un
medicamento para beneficiar tanto a la eficacia del tratamiento como la reduccién de
efectos secundarios. De esta manera es posible impulsar el mercado de la nanotecnologia en

el tratamiento de cancer.
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1.2. Casiopeinas®
Los compuestos metalicos antitumorales juegan un papel importante en la quimioterapia
del cancer. Histéricamente, la investigacion en este campo se ha enfocado en los
compuestos de platino y la vectorizacién hacia el ADN. No obstante el campo de
investigacion de farmacos contra el cancer puede ser ampliado para incluir otros
compuestos metalicos con diferente modo de accidn que resulta en perfiles citotoxicos de
respuesta muy diferentes®. La gran variedad de funciones bioldgicas y quimicas de los
metales de transicion ha estimulado la innovacion de nuevos metalo-fArmacos como
alternativas al Cis-platino. En las Gltimas tres décadas se ha puesto gran interés en la
investigacion de este tipo de farmacos contra el cancer a fin de mejorar la eficacia clinica
del tratamiento®.

El interés en la investigacién en compuestos a base de cobre se basa en la teoria de que
al ser un metal endégeno generara menor toxicidad®*. Las propiedades del cobre le
permiten tomar parte en una variedad de funciones bioldgicas tal como la transferencia de
electrones, catalisis, conformacion estructural y la capacidad de intercambiar su estado de
oxidacion entre +1y +2.

En México, la basqueda de nuevas moléculas que muestren una mayor eficacia y
seguridad en el tratamiento contra el cancer ha llevado al disefio y sintesis de una Familia
de compuestos de coordinacion llamada Casiopeinas® las cuales se han desarrollado en la
Facultad de Quimica de la U.N.A.M. bajo el liderazgo de la Dra. Lena Ruiz*%. A estas
moléculas se les ha evaluado su actividad in vitro con resultados alentadores®, los cuales
han confirmado que tienen actividad citostatica, citotdxica y antineoplasica®™'.

Las Casiopeinas® son compuestos de coordinacion sintetizados a partir de una base
organica y un metal. Estan formadas por un metal Cu (ll) en la esfera de coordinacién, un
ligante bidentado del tipo diimina (N-N) y otro que puede ser aminoacidato (N-O) o bien
un donador por oxigeno de tipo (O-O). El disefio de las moléculas fue hecho teniendo en
cuenta varios factores, tales como la existencia de un metal esencial para disminuir la
toxicidad; la existencia de quelatos que favorecen la configuracion cis alrededor del ion
metélico, favorecer complejos mas estables y por dltimo el compuesto debe poseer
diferentes niveles de hidrofobicidad®®. Estas caracteristicas se reflejan en las propiedades

que estos compuestos presentan, en términos de solubilidad, potencial electroquimico,

14



1-ANTECEDENTES

capacidad de transporte a través de las membranas y estabilidad®, de tal manera que se

lleve a cabo una interaccion de los compuestos con el ADN, entre otras posibilidades de
mecanismo de actividad. Actualmente existen més de 100 Casiopeinas® que ya han sido
caracterizadas y se agrupan en subfamilias de la I a la IX (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Subfamilias y formulas generales de las Casiopeinas®.

Subfamilia Formula general

Casiopeina | [Cu(4,7-difenil-fenantrolina)(O-N)]NO3
Casiopeina Il [Cu(4,7-dimetil-fenantrolina)(O-N)]NO;
Casiopeina Ill [Cu(4,4-dimetil-bipiridina)(O-O)]NO3

Casiopeina IV [Cu(4,4-dimetil-bipiridina)(O-N)]NO3
Casiopeina V [Cu(5,6-fenantrolina)(O-N)]NO;

Casiopeina VI [Cu(5,6-dimetil-fenantrolina)(O-N)]NO3
Casiopeina VII [Cu(fenantrolina)(O-N)]NO3

Casiopeina VIII | [Cu(3,4,7,8-tetrametil-fenantrolina)(O-N)]NO;
Casiopeina IX [Cu(bipiridina)(O-N)]NO3

1.2.1. Mecanismo de accion

La citotoxicidad de las Casiopeinas® no es especifica, sino diferencial®®. La
toxicidad selectiva de un compuesto no sélo resulta de las diferencias en la distribucion
(farmacocinética), sino que también puede ser el resultado de una diferencia en la
bioquimica entre células normales y celulas cancerosas. Las células tumorales proliferan
més répidamente y tienen mayores niveles de estrés oxidativo®. Estos compuestos toman
ventaja de estas dos caracteristicas con el fin de causar algtin grado de toxicidad selectiva™®.
Las Casiopeinas® provocan dafio en el ADN, cuyo rompimiento ocurre en presencia de un
agente reductor por lo que el mecanismo mas probable sea través de la oxidacion generada
por las especies ROS debido a la reduccién del cobre®”. Un modelo menciona que las
Casiopeinas pueden participar en la reacciones 6xido-reduccion de tipo Fenton y Haber-
Weiss en las que el cobre puede estar involucrado provocando dafio por la generacion de
radicales libres*®. Las Casiopeinas® pueden sobreproducir especies reactivas de oxigeno
(ROS) mediante reacciéon tipo Fenton y toxicidad mitocondrial, incrementando un

preexistente estrés oxidativo sobre las células tumorales, las cuales tienen un metabolismo
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més activo que las células normales*. Los complejos de cobre pudieran contribuir a

intensificar el desbalance redox por activacion de H,O, provocando dafio celular y la
consecuente muerte celular por apoptosis u otro mecanismo. Adicionalmente el grupo
bipiridina y fenantrolina de las Casiopeinas® permite la interaccién con el ADN a través de

la intercalacion®®*

, este tipo de interaccion provoca un dafio sobre las células con rapida
proliferacion, la cual es una caracteristica de las células tumorales. Estudios han
demostrado que el tercer anillo aromatico en los complejos con grupo phen es necesario en
el ligante diimina para aumentar la actividad del complejo. Estos dos ligantes diimina,
libres 0 como una parte de un complejo metélico, son capaces de unirse al ADN por las
interacciones intercalativas y no intercalativas. El anillo aromatico méas extendido de la
fenantrolina podria ser la razon de la mayor actividad de los complejos, lo cual permite
aumentar la afinidad de unién al ADN*.

Estudios in vitro han mostrado que el crecimiento de las lineas tumorales Hela
(humano) y AS-30D (roedor) son altamente sensibles (IC50= 0.5uM) mientras que la
viabilidad y proliferacion sobre linfocitos humanos no fue afectada significativamente

(1C50>30uM)™>.

1.2.2. Casiopeina lll-ia

La figura 1.2 muestra la representacion estructural de la Casiopeina Ill-ia (Caslll-
ia), [Cu(N-N) (O-O)]NO3-H20, cuyo nombre guimico es aqua nitrato de 4-4’-dimetil, 2-2’-
bipiridina, acetilacetonato cobre (I1) (C17H2106N3Cu). Posee un peso molecular de 444.93
g/mol (con dos moléculas de agua). Es un polvo cristalino de color azul intenso. A
temperatura ambiente es soluble en agua, metanol, etanol y soluciones fisioldgicas. La
actividad bioldgica se ha evaluado en lineas tumorales como carcinoma cérvico-uterino,
pulmén, ovario, colon y mama*. También se ha realizado estudios farmacocinéticos, los
cuales indican que presenta una dosis letal 50 de 14.6 mg/Kg via intraperitoneal, una

constante de eliminacién (Ke) de 0.012 min™, un tiempo de vida media (t1,) de 12.46 min,

un volumen de distribucion (Vd") de 0.118 L y una depuracion (CI) de 0.115 mL/min.
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Figura 1.2. Representacion estructural de la CasllI-ia®.

La actividad in vitro de la CaslllI-ia evaluada en células de carcinoma de colon HCT-15
mostré que el efecto es dosis-dependiente de 5 a 20 ug/mL induciendo apoptosis lo cual
esta relacionado al aumento de los niveles Bax y la activacion de las caspasas, no obstante
no influye en la duracién de las distintas etapas del ciclo celular®. Por otro lado estudios en
méduloblastoma humano han demostrado que la actividad de la Caslll-ia es mayor cuando
es comparada con el Cis-platino, es decir la muerte celular es alcanzada con una
concentracion de Caslll-ia (10 pg/mL) menor a la del compuesto de referencia (25 pg/mL).
La actividad in vivo de la Caslll-ia en ratones xenotrasplantados subcutaneamente con
células de carcinoma de colon humano HCT-15 demostraron que el volumen relativo
tumoral es menor en comparacion con el testigo. Adicionalmente el grupo tratado con
Caslll-ia retrasé el incremento en peso a consecuencia del crecimiento del tumor®.

La actividad in vivo de la Caslll-ia evaluada en diferentes lineas tumorales de ratén B16
muestra que el indice de sobrevida para un esquema 1, 5, 9, 6 mg/Kg es de 21.

El mecanismo de accion de las Caslll-ia esta relacionado con alteraciones en el ADN. Un

modelo in vitro propuesto es la interaccion con las bases nitrogenadas de los &cidos
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nucleicos, ésta interaccion estd dada a través de un apilamiento pi de los sustituyentes

bipiridina y fenantrolina del complejo metélico®, el mecanismo de apilamiento entre la
Caslll-ia y la adenina se puede explicar como una redistribucion electronica in la
supramolécula, la cual estabiliza el aducto de adenina®.

En un estudio realizado por Leal-Garcia et al*

., Se observo que la DLgg de las Caslll-ia
induce muerte de forma aguda y que tal eventualidad es causada por edema pulmonar
después de un periodo de 30 a 50 min. Los resultados de la autopsia y las pruebas
histopatoldgicas indican claramente que la muerte se produce debido a edema pulmonar.
Los datos histopatoldgicos no revelaron ningun tipo de toxicidad cardiaca directa. Sin
embargo, la microscopia electrénica de transmision revel un dafio directo mitocondrial en

las células del miocardio.
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1.3. Nanofarmacia
1.3.1. Nanotecnologia farmacéutica

El primer concepto escrito acerca de la posibilidad de manipular la materia en la
escala nanométrica fue propuesta por Richard Feynman, quien durante su conferencia "En
el fondo hay espacio de sobra™ (There's Plenty of Room at the Bottom), planteé la idea de
las posibilidades de la nanociencia y la nanotecnologia®’. Sin embargo, el campo de la
nanotecnologia fue establecido por el trabajo de Eric Drexler, Richard Smalley y Chad
Mirkin en el 4mbito de la bionanotecnologia®®. Se considera que la nanotecnologia y la
nanociencia tienen un amplio potencial de traer beneficios hacia varias areas de
investigacion y aplicaciones y atraen cada vez mas inversiones de los gobiernos y de la
iniciativa privada en muchas partes del mundo**?,

La nanotecnologia ha sido definida por la Royal Society and Royal Academy of
Engineering como el disefio, caracterizacion y aplicacion de estructuras, dispositivos y
sistemas en forma y tamafio en escala nanométrica. La nanotecnologia involucra el uso de
materiales con uno o mas componentes que tienen al menos una dimension en la escala de
1-100nm™. El rapido crecimiento de la nanotecnologia ha provocado un gran impacto en el
area de la medicina. Se ha definido como nanomedicina a la aplicacion de la
nanotecnologia para el tratamiento, diagndstico, monitoreo y control de sistemas
bioldgicos™®>".

Los nanomateriales difieren significativamente de los sistemas macro debido
principalmente al area superficial aumentada en sistemas nanoparticulados. Esto provoca
cambios en el comportamiento in vivo el cual puede incrementar la absorcion y mejorar la
biodisponibilidad de algun farmaco, o bien, puede provocar una alta toxicidad de los
materiales utilizados?".

En los ultimos afios, el crecimiento rapido de la nanotecnologia ha promovido un
reto en innovaciones en el campo farmacéutico que se encuentra en el proceso de
revolucionar la liberacion de los compuestos biologicamente activos. Uno de los objetivos
principales es permitir la entrega especifica en tiempo y espacio. Asi, el concepto de la bala
maégica propuesto hace un siglo por Paul Ehrlich se acerca a la realidad con la aparicion de
varias aplicaciones de farmacos dirigidos para el tratamiento de algunos tipos de cancer y

otras enfermedades. Entre los sistemas nanotecnologicos mas importantes, desarrollados
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con aplicacién en la medicina ya sea para el tratamiento o diagnostico, se encuentran las

nanoparticulas lipidicas, poliméricas y metélicas, liposomas, micelas y dendrimeros®’.
Existe una gran variedad de sistemas propuestos los cuales se encuentran en fase de
experimentacion®.

Un sistema de liberacion de farmacos ideal, basado en un enfoque nanotecnolégico,
seria capaz de navegar por si mismo, buscar, encontrar y destruir anicamente las células
enfermas o reparar los Organos dafiados sin afectar los tejido sanos. Estos efectos se
traducen en una alta eficiencia del farmaco y la disminucién de efectos no deseados. Otra
ventaja de los sistemas nanoparticulados es que ofrece una alternativa para superar los
problemas de baja solubilidad asociados al disefio de nuevos farmacos™**°.

El desarrollo farmacéutico estd dirigido hacia la elaboracion de SLC, los cuales
ofrecen mayores ventajas con respecto a las formas farmacéuticas convencionales®’ 2022,
Las ventajas de estos sistemas de liberacion son muchas, destacando la disminucion de los
efectos secundarios, la posibilidad de disminuir la dosis y el aumento de los tiempos de
dosificacion®. Desde el punto de vista tecnolégico un SLC esta4 constituido por una
plataforma o soporte que contiene el o los principios activos y que a su vez modula su
liberacién y en algunos casos su ubicacién espacial®>*°.

La Tecnologia Farmacéutica clasica poco tiene que ver con los retos que plantea la
Nanomedicina, por ello es que se ha acufiado el término de Nanotecnologia Farmacéutica
como ciencia y tecnologia de los sistemas nanoparticulados farmacéuticos teniendo una
base cientifica, cada vez mas biologica, que se apoya en los nuevos aspectos
biofarmacéuticos como son la fusion con la membrana celular, proteinas transportadoras de
membrana, trafico de los sistemas y moléculas a través del citosol, paso a través de la
membrana nuclear, etc. La nanotecnologia farmacéutica se enfoca al desarrollo de
formulaciones de agentes terapéuticos en nano-complejos biocompatibles entre los que se
cuentan las nanoparticulas, sistemas micelares y liposomas, los dendrimeros, fulerenos o
nanoestructuras de carbono, las huellas cuanticas, los nanocomponentes derivados de la
bioimitacién o biomimética y los productos conjugados derivados de los anteriores™’*".
Estos sistemas se podrian utilizar para dar direccion al suministro de los farmacos, hacia un
tipo de células o tejido especificos. También se podrian utilizar para mejorar la

biodisponibilidad oral, para sostener el efecto de farmacos o genes en un tejido
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seleccionado, para solubilizar farmacos para una administracion intravascular y para

mejorar la estabilidad de los agentes terapéuticos contra la degradacion enzimatica de las
nucleasas y proteasas, especialmente en el caso de los farmacos en forma de proteinas,
péptidos y &cidos nucléicos.

El desarrollo de la nanofarmacia requiere de aumentar los conocimientos acerca del
escalamiento de los procesos de manufactura y acerca de la caracterizacion de los
materiales que permitan asegurar su reproducibilidad, un control de calidad efectivo y la
eficiencia en los costos. Se considera que el desarrollo durante la proxima década estara
centrado en la necesidad de generar nuevos materiales capaces de soportar multiples
procesos y de sistemas combinados que permitan el diagndstico y el suministro de farmacos
a la vez. De cualquier manera, la nanotecnologia farmacéutica seguira requiriendo, aunque
con nuevos argumentos, las técnicas tradicionales como el desarrollo de formas de

dosificacidn, validacion de métodos analiticos y los estudios de estabilidad.

1.3.2. Nanoparticulas poliméricas

Las NP son definidas como particulas individuales con un diametro menor a 100nm,
variando en términos de forma y tamafio®. En el ambito farmacéutico se considera a las NP
como sistemas coloidales en el rango de tamafios entre 10 y 1000 nm?!. Estan hechas de
material macromolecular, preferentemente biodegradable, en el cual el activo esta disuelto,
atrapado o encapsulado, el cual puede ser adsorbido o unido a este material®**>. La eleccién
del polimero, tamafio y método de preparacion dependera de la bioaceptabilidad del mismo,
las propiedades fisicoquimicas del farmaco y del polimero y de la meta terapéutica.

El tamafio nanométrico de las NP ofrece ciertas ventajas en la liberacién de
farmacos. Gracias a su tamafio sub-celular pueden penetrar hacia el interior de capilares
finos y son eficientemente embebidas por las células. Esto permite una eficiente liberacion
de los agentes terapeuticos a los sitios blancos del cuerpo. En comparacion con sistemas
microparticulados, las NP son embebidas en mayor proporcion, ademas se ha encontrado en
estudios in vivo que son capaces de penetrar a través de la capas de la submucosa.

Los polimeros utilizados para la administracion parenteral deben ser
biodegradables, una serie de diferentes materiales han sido evaluados incluyendo aquellos
de origen natural y sintético. Los polimeros biodegradables son ventajosos en muchos

aspectos frente a otros materiales para su uso en sistemas de administracion de farmacos
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como las nanoparticulas, ya que se pueden fabricar en diferentes formas y tamafios,

manipular la morfologia de los poros, propiedades mecanicas adecuadas y cinética de
degradacion para adaptarse a una variedad de aplicaciones. Seleccionando el tipo de
polimero, peso molecular y la proporcion de la mezcla de copolimero, la rapidez de
degradacion de las nanoparticulas pueden ser controlados para lograr el tipo y la velocidad
de liberacion deseadas del farmaco encapsulado.

Las NP poliméricas estan constituidas por un material de soporte que modula la
liberacién del activo, ya sea en tiempo, espacio 0 ambas. Los materiales utilizados en la
preparacion de nanoparticulas pueden ser clasificados en polimeros sintéticos y naturales.
Dentro de los primeros se encuentra comunmente el copolimero acido poli-lactico-glicélico
(PLGA)*" y en el segundo caso el mas comn es el quitosan®®**°. Dependiendo del proceso
seguido en su elaboracion se pueden obtener dos tipos de estructuras: nanoesferas o
nanocapsulas?®®®. Las primeras tienen una estructura tipo matriz polimérica, en la que el
principio activo se encuentra dispersado, mientras que las segundas poseen un ndcleo de
caracter oleoso, que contiene el farmaco, rodeado de una cubierta polimérica. Las
nanoparticulas conteniendo el farmaco pueden ser obtenidas a través de la incorporacion de
un activo durante o después de la preparacion de una dispersion polimérica. Los
componentes activos se disuelven, incluyen o son adsorbidos a la superficie de las
nanoparticulas debido a la elevada superficie especifica de estos sistemas.

Los diferentes parametros que pueden ser controlados externamente para producir
particulas de caracteristicas fisicoquimicas deseadas, tal como la eficiencia de
encapsulamiento y las propiedades de liberacion del farmaco, son la naturaleza y la
solubilidad de farmaco a encapsular, tipo de polimero y concentracién, peso molecular,
composicion de los copolimeros , las concentraciones de farmacos a cargar, tipo y volumen
de disolvente organico, el volumen de la fase acuosa, el pH, temperatura, concentracion, los
tipos de surfactantes o agentes estabilizantes, velocidad y tipo de agitacién mecéanica®™. El
comportamiento in vitro e in vivo a partir de las nanoparticulas son influenciados por sus
diferentes propiedades, tales como el tamafio de particula y distribucion de tamario,
morfologia de la superficie, porosidad, potencial zeta, la estabilidad del farmaco, eficiencia

de la encapsulacion, cinética de liberacion entre otras®.
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1.3.3. Métodos de formacion®**

Muchos métodos para la preparacion de nanoparticulas incluyen dos pasos
principales, la preparacion de un sistema de emulsion que corresponde a la primera etapa y
las nanoparticulas se forman durante la segunda etapa del proceso. Este segundo paso se
realiza ya sea por la precipitacion o gelificacion de un polimero o por polimerizacion de
monomeros. En general, el principio de esta segunda etapa le da nombre al método. En
algunos casos, las nanoparticulas se forman al mismo tiempo que se forma el sistema de
emulsion inicial. Los sistemas de emulsion de los que se parte pueden ser emulsiones, mini-
emulsiones, nano-emulsiones y microemulsiones.

Algunos otros métodos no requieren la preparacion de una emulsién antes de la
obtencion de las nanoparticulas. Estos se basan en la precipitacion de un polimero en
condiciones de formacion espontdnea de la dispersibn o por la agregacion de
macromoléculas para formar nanogeles o complejos de polielectrolitos a partir de una
solucion de polimero.

Los métodos de preparacion de nanoparticulas son desarrollados sobre la base de
dos disefios racionales, ya sea ingenieria de arriba hacia abajo o de abajo hacia arriba de
cada uno de componentes®. El proceso de arriba hacia abajo implica empezar con un
objeto méas grande y dividirlo en nanoestructuras a través de trituraciéon o molienda. La
fabricacion a microescala o macroescala a menudo se logra en el proceso de arriba hacia
abajo. Sin embargo, el método consume mucho tiempo y muchas veces se genera una
distribucién de tamafio de particulas muy amplia. La técnica de abajo hacia arriba se refiere
a la sintesis basada en la construccién atomo por &tomo o molécula por molécula de una
manera controlada, la cual es regulada por las condiciones del medio. Durante la Gltima
década, los métodos para preparar los sistemas emulsionados han evolucionado
considerablemente. A pesar de que aun requieren dos fases inmiscibles y un surfactante, los
métodos utilizados para lograr la dispersion de una fase en la otra se han diversificado. Una
nueva forma de generar nano-emulsiones se propuso haciendo uso del método de
temperatura de inversion de fase, que utiliza las propiedades especificas de los agentes
surfactantes polietoxilados de modificar su coeficiente de particion en funcién de la
temperatura. La fase bicontinua formada a una temperatura cercana a la temperatura de

inversion de fase se rompe por dilucién y el descenso de temperatura genera nano-
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emulsiones aceite en agua. La mayoria de los nuevos métodos de emulsificacion se basan

en procesos mecanicos y estan relacionados con técnicas de alta energia, que permiten la
preparacion de emulsiones con una fase interna de tamafio uniforme que se puede escalar
facilmente para producir grandes cantidades. Por ejemplo, el disefio de los molinos
coloidales permite transformar una emulsion gruesa en una emulsién fina con gotas de
tamafio bien definido y una distribucion de tamafio estrecha. Otros métodos hacen uso de
diferentes equipos para la preparacion de emulsiones con tamafio de gota calibrado con
métodos basados en un proceso de extrusion. En estas maquinas, la fase dispersa se ve
obligada a permear a través de un dispositivo de microfiltracién que permite la extrusién de
las gotas de tamafio uniforme de la fase dispersa en la fase continua. Se espera que los
avances sobre estas técnicas provengan del area de microfluidos, para permitir la
preparacion de las gotas de la emulsién de tamafio muy pequefio con caracteristicas bien
definidas, de forma paralela al desarrollo de nuevas técnicas mecénicas de emulsificacion.
También se han hecho avances para entender mejor los métodos de emulsificacion
existentes. Por ejemplo, se demostré que el tamafio de la gota, D, de una emulsion
preparada con un microfluidizador es directamente proporcional a la viscosidad de la
solucion orgénica de polimero que se dispersa en una fase acuosa.
D oc,uﬂ

En esta ecuacion u corresponde a la viscosidad de la solucién polimérica y f
depende de la naturaleza del polimero. El coeficiente £ incluye muchos factores tales como
la temperatura, los parametros de la agitacion (velocidad y la geometria del aparato), la
viscosidad de la fase continua, las propiedades de los polimeros y de sus interacciones con
el disolvente y el surfactante. Debido a que durante la preparacion de las emulsiones todos
estos parametros se mantienen constantes a excepcion de la naturaleza del polimero, se
deduce que S s6lo refleja el efecto del polimero en condiciones experimentales .

Algunos de los métodos mas comunes de forma resumida son los siguientes:

a) Emulsificacion-evaporacion %4

El polimero y el farmaco se disuelven en un medio orgéanico inmiscible con el agua.
Esta disolucion se adiciona a una disolucion acuosa, la cual incluye surfactantes, para

formar una emulsién. La agitacion con alta velocidad de corte u otro mecanismo disminuye
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el tamafio del glébulo y también evita la coalescencia de la fase organica. La eliminacion

del disolvente organico mediante vacio, calor o ambos, permite la formacion de finas
particulas, el resultado es la formacion de una dispersion de nanoesferas. Estas pueden ser
colectadas por centrifugacion, lavadas para remover el estabilizante y liofilizadas para su
almacenamiento ®. Este procedimiento se limita a farmacos hidrofébicos, una variante para
aplicarlo en moléculas hidrofilicas es el uso de una doble emulsion del tipo agua en aceite

en agua®’.

b) Desplazamiento del disolvente
Se disuelve el polimero, el farmaco, y en ocasiones, un estabilizador en un medio semipolar
miscible con el agua, por ejemplo: acetona, etanol o metanol. Se adiciona la mezcla a una
disolucién acuosa con un estabilizante (generalmente alcohol polivinilico) manteniendo
agitacion. El solvente organico difunde rdpidamente hacia la fase externa seguido por una
precipitacion del polimero y el farmaco. Las nanoparticulas se forman inmediatamente
cuando el solvente es eliminado. La velocidad a la cual el solvente es removido y por ende
la nucleacidén, son clave para la obtencidn de particulas de tamafios nanométricos. Una

alternativa es el uso de fluidos supercriticos®.

c) Emulsificacion-difusion
Se puede considerar una modificacion del método anterior. Se disuelve el polimero en un
disolvente parcialmente miscible con agua, el cual ha sido previamente saturado en agua.
Se adiciona la fase anterior a una disolucion acuosa que contiene un estabilizante. Se
adiciona mas agua, lo que hace que haya un proceso de difusion y se formen las

nanoparticulas.

d) Coacervacion compleja
La coacervacion compleja es un proceso de separacion espontaneo de dos fases liquidas en
sistemas coloidales, que resulta de la interaccion de dos polielectrolitos de carga opuesta al
mezclarlos en una solucion acuosa. El proceso conduce a la formacién de particulas
coloidales de tamafio micro o nanométrico, en funcion de las variables de proceso, tales
como el pH, temperatura, peso molecular, la fuerza io6nica, la concentracion de
polielectrolito, entre otras. Sin embargo, este método presenta la baja estabilidad del
farmaco y menor eficiencia de carga la cual se puede mejorar mediante el entrecruzamiento
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de los complejos con agentes, tales como glutaraldehido o tripolifosfato de sodio. Ejemplos

tipicos de nanoesferas obtenidos a partir de complejos de polielectrolitos son los formados
entre las poliaminas y acidos nucleicos, gracias a la complementaridad de carga. Estas
nanoesferas, también llamado nanoplejos, se han desarrollado mucho como acarreadores de
farmacos para hacer posible la liberacién in vivo de los acidos nucleicos, plasmidos, siARN
y otros. La estructura interna del poliplejo puede ser descrita como un gel, estructura en la
que las cadenas de polielectrolitos complejos estan hinchadas por las moléculas de agua.
Policationes tipicos utilizados para preparar poliplejos son poli-etilenimina, poli-lisina,

dendrimeros o quitosan.

e) Spray-drying
Algunos de los desafios que enfrenta esta técnica incluyen la produccién de nanoparticulas
de tamafio pequefio y la necesidad de métodos innovadores para aumentar la eficiencia de
encapsulamiento de farmacos. Sin embargo, en comparacién con otros métodos, se
proporciona una técnica de produccién relativamente rapida y que es facil de escalar,
implica condiciones suaves de procesamiento y tiene una dependencia relativamente menor
de las caracteristicas de solubilidad del farmaco y el polimero. En este método, una
solucion o dispersion de un farmaco en un disolvente organico (w/o) que contiene el
polimero es rociado de la boquilla de un secador por aspersion y posteriormente es secada
para producir las nanoparticulas. Los parametros del proceso que pueden variar son las
temperaturas de entrada y salida, flujo de aire comprimido (representado como el volumen
de la entrada de aire), entre otros. Una mayor eficiencia de encapsulacion de farmacos
hidrofilicos se puede lograr con el método de secado por aspersion con soluciones acuosas.
Con el objetivo de evitar la pérdida de producto debido a la adhesion de nanoparticulas en
la pared interior del secador por aspersion, asi como para evitar la agregacion de las
nanoparticulas, se desarrollo un método con doble boquilla junto con el uso de manitol
como antiadherente. En esta técnica, la solucion o suspension del farmaco en la solucion de
polimero se rocia desde una boquilla, mientras que al mismo tiempo una solucién acuosa de
manitol se rocia desde otra boquilla. En este proceso, la superficie de las nanoparticulas

secadas por aspersion son recubiertas con el manitol y el grado de aglomeracién se reduce.
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f) Fluidos Supercriticos
Esta tecnologia tiene la ventaja de que el uso de un solvente organico y surfactante puede
ser evitados o minimizados, por lo tanto se puede producir nanoparticulas que estén libres
de impurezas toxicas. El dioxido de carbono es ambientalmente aceptable y el CO,
supercritico puede ser facilmente obtenido por presién y el calentamiento del sistema a un
minimo de 73.8 bares y 31.05 C, respectivamente. En la técnica de rapida expansion de
soluciones supercriticas, el soluto se disuelve en CO, supercritico y esta solucion se rocia a
través de una boquilla dentro de una camara de recoleccion en condiciones atmosféricas. Al
expandirse, el CO; se evapora inmediatamente y el soluto precipita como un coprecipitado
del farmaco integrado en la matriz polimérica. Distintos parametros que afectan al tamafio y
la morfologia de las particulas resultantes son la temperatura y presion antes y después de
expansion, la geometria de la boquilla y la concentracién de la solucidon. Las desventajas de
este metodo incluyen el uso de temperaturas mas altas para formar precipitados mas
homogéneos y la limitada solubilidad de los polimeros y los farmacos que se traducen en

un bajo rendimiento de encapsulacion.

1.3.4. Caracterizacién de Nanoparticulas

La Nanometrologia es la ciencia de las mediciones en la escala nanométrica y su
aplicacion subyace en toda la nanociencia y la nanotecnologia. La capacidad de medir y
caracterizar los materiales, asi como determinar su forma, tamafio y propiedades fisicas a
escala nanométrica es de vital importancia para los nanomateriales y dispositivos. Estos
tienen que ser producidos con un alto grado de precision y fiabilidad, para realizar de forma
correcta las aplicaciones de las nanotecnologias. Nanometrologia incluye longitud o el
tamafio (en donde las dimensiones son por lo general en nandémetros), asi como la medicion
de propiedades como la fuerza, masa, carga eléctrica de superficie y entre otras. Algunas
técnicas utilizadas son: dispersion de luz, microscopia electrénica de transmision y de
barrido, microscopia de fuerza atémica, microscopia de tunelaje, la espectroscopia de
absorcidn dptica, espectroscopia infrarroja y Raman, difraccion de rayos X, espectroscopia
fotoelectronica de rayos X, métodos dpticos entre otros.

Maés que cualquier otra caracteristica que define a las nanoparticulas, como tal, es su
pequefio tamafo. Por lo tanto, la cuantificacion de este valor es el primero en la lista de

propiedades de caracterizar. La distribucion de tamafio de particula se define no sélo por el
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tamafio de la promedio, sino por la forma en que se define. Ademas, la propia distribucion

poblacional puede ser definida por el nimero o el volumen de las particulas presentes.

a)  Dispersion dinamica de luz

Dispersion dinamica de luz o DLS por sus siglas en inglés (Dinamic light scattering)
también conocida como espectroscopia de correlacion fotdnica registra la variaciéon de la
intensidad de la luz dispersada en la escala de tiempo de microsegundos. Esta variacion
resulta de la interferencia de la luz dispersada por las particulas individuales bajo la
influencia del movimiento browniano y se cuantifica mediante la compilacion de una
funcion de autocorrelacién. Esta funcion se ajusta para un crecimiento exponencial, con la
correspondiente constante de caida que esta relacionada con el coeficiente de difusion o
alguna combinacion o modificacion de los mismos. El tamafio puede ser calculado a partir
de este coeficiente utilizando supuestos de la dimension esférica, baja concentracion,
tamafio de las particulas y viscosidad conocida del medio. Las ventajas del método son la
velocidad de analisis y la sensibilidad a las particulas submicrométricas. DLS mide la
velocidad de una particula en movimiento y se correlaciona esta velocidad con el tamafio.
Una luz laser se utiliza como fuente de radiacion y se detecta la variacion de la frecuencia
de la luz dispersada. El desplazamiento de la frecuencia debido al movimiento de las
particulas esta directamente relacionado con la velocidad de la particula y se utiliza para
calcular el tamafio de las particulas basandose en la teoria del movimiento browniano. Una
distribucion de frecuencias de desplazamiento se utiliza para construir una distribucion de

tamafio de particulas.

b)  Microscopia Electrénica

La microscopia electronica juega un papel importante en la visualizacion del tamafio, la
evaluacion de la forma y la morfologia de las particulas, en gran medida por las
limitaciones de los microscopios Opticos. Puesto que los efectos de difraccion restringen la
resolucion de la microscopia Optica, las estructuras méas pequefias que 1um no puede ser
observada con luz. Por lo tanto, si se requiere las imagenes con una resolucién mucho
mayor, la radiacion electromagnética de longitudes de onda maés corta debe ser utilizada.
Los haces de electrones presentan esta posibilidad cuando un haz de electrones interactla

con una muestra, muchas sefiales medibles son generadas y los electrones pueden ser
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transmitidos, dispersados y difractados. La microscopia electrénica de transmision (MET)

usa la transmision de electrones para formar una imagen de la muestra, mientras que la
microscopia electronica de barrido (MEB) utiliza los electrones dispersados y los electrones
secundarios emitidos por la muestra. Dependiendo del espesor de la muestra, los electrones
transmitidos pasan a través de ella sin sufrir pérdida significativa de energia. Dado que la
atenuacion de los electrones depende en gran medida de la densidad y el grosor de la
muestra, los electrones transmitidos forman una proyeccion bidimensional de la muestra.
Esta es la base de obtencién de imagenes por MET. Finalmente, los electrones en el haz
primario pueden chocar con los &tomos de la muestra y ser dispersados hacia atras o, a su
vez, remover mas electrones de los atomos (electrones secundarios). Estos dos procesos
(dispersion y la generacion de electrones secundarios) son mas eficaces cuando el nimero
atdmico del atomo aumenta. Si el haz de electrones primario esta dirigido sobre la
superficie de la muestra y el rendimiento de los electrones secundarios o dispersados se
representa como una funcion de la posicion del haz de electrones primario, es posible
obtener imagenes tridimensionales de las muestras analizadas, este método es la base de la
MEB. La microscopia electronica, de transmision y de barrido, proporciona una forma de

observar directamente las nanoparticulas.

Microscopia electronica de barrido (MEB) utiliza el haz de electrones que se enfoca a un
punto de diametro de aproximadamente 1 nm en la superficie de la muestra y escaneado
repetidamente por toda la superficie. Ello muestra que la topografia superficial de la
muestra con la mejor resolucién espacial que se consigue es del orden de 1 nm.

Esta técnica requiere que la muestra esté seca junto con un agente de contraste aplicado a
la superficie. El agente de contraste suele ser de oro o paladio, que se afiade a la superficie a
través de recubrimiento metalizado a alto vacio. No obstante la adicién del agente de
contraste o el proceso de secado puede cambiar la morfologia y el tamafio de las particulas
durante la visualizacion, que es una de las desventajas del uso de esta técnica.

MEB es, hasta cierto punto, una herramienta limitada para caracterizar las nanoparticulas.
El principal problema con la aplicacion de la MEB para la caracterizacion de
nanoparticulas es que a veces no es posible diferenciar claramente las nanoparticulas a
partir del sustrato. Los problemas son ain mas agravados cuando las nanoparticulas en

estudio tienen tendencia a adherirse para formar aglomerados. En contraste con MET, MEB
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no puede resolver la estructura. Sin embargo, MEB puede proporcionar informacién valiosa

acerca de la pureza de una muestra de nanoparticulas, asi como una idea de su grado de
agregacion. Por otra parte, cuando las nanoparticulas son parte secundaria o terciaria de las
nanoestructuras, MEB se convierte en una herramienta valiosa para evaluar su ubicacion.
Ademas, MEB pueden revelar claramente el grado de dispersion y la uniformidad de

nanoparticulas metalicas.

Microscopia electronica de Transmision (MET) tiene un limite de deteccion de tamafio méas
pequefio, es una buena validacion de otros métodos, ademas de ofrecer informacion
estructural mediante difraccion de electrones, pero por lo general se requiere tincion. Datos
de imégenes muy detalladas pueden resultar de los enfoques por criofractura por
congelacion. Particulas de tamafio nanométrico se presentan comunmente en muchos
diferentes tipos de materiales y el uso de MET permite la recopilacion de informacion sobre
el tamafio de las particulas, forma y las capas superficiales.

Esta técnica se lleva a cabo en alto vacio y requiere que la muestra se encuentre seca
después de la preparacion. MET proporciona imagenes de mayor resolucion en
comparacion con el MEB y se puede resolver en aumentos mayores. La adicion de un
agente de contraste no es necesaria para esta técnica. Sin embargo, los agentes de tincion
pueden ser utilizados para mejorar el contraste entre los componentes de una mezcla
En los ultimos afios, un gran nimero de nuevos y novedosos desarrollos se han hecho en el
campo de la microscopia electronica para la nanotecnologia. Esto incluye las nuevas
técnicas como la microscopia in situ utilizadas para la resolucion de procesos dinamicos, el
mapeo quimico cuantitativo, formacion de imagenes hologréaficas de campos eléctricos y
magnéticos, entre otros, por ejemplo, el estudio de las nanoparticulas puede ser mejorado
con el uso de lentes con correccion de aberraciones, lo que permite resoluciones de imagen

en los niveles mas bajos que 1A°.
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1.4. Vectorizacion de farmacos anticancerigenos

El objetivo que motiva el desarrollo de sistemas de nanoparticulas para la
administracion de farmacos es alcanzar un control perfecto de la biodisponibilidad del
farmaco en el lugar donde se necesita la actividad terapéutica>. Esto implica que el
acarreador tiene que ser programado para llegar a los tejidos deseados de las células del
cuerpo, e incluso en algunos casos, el compartimento intracelular pertinente. Una forma de
lograr este objetivo es el control de interacciones que ocurren entre los acarreadores y las
barreras bioldgicas para que un méximo de la dosis del f&rmaco administrado se libere
hasta el sitio de accién. El nimero y tipo de barreras que el activo tiene que cruzar para
llegar a su objetivo blanco depende de la via de administracion®®.

El comportamiento de las particulas coloidales depende de tres factores: tamarfio de
particula, carga de la particula e hidrofobicidad de la superficie®. Particulas con tamafios
menores a 100nm, baja densidad de carga y una superficie hidrofilica no son reconocidos
facilmente por el sistema fagocitico mononuclear y por tanto tienen una vida media
prolongada en circulacién sistémica>’. En general, la naturaleza y concentracion del
tensoactivo son importantes en las caracteristicas ya mencionadas®”.

En algunas ocasiones la carga de farmacos en sistemas nanoparticulados no es
suficiente para obtener concentraciones terapéuticas satisfactorias debido al rapido
aclaramiento por el sistema reticuloendotelial. Por tal motivo se disefiaron los sistemas
denominados drug targeting (DT)"°. Los sistemas de liberacién de farmacos vectorizados o
drug targeting se define como la localizacion selectiva del activo en el lugar de accién. En
un sentido muy general, DT se entiende como la capacidad del farmaco para acumularse en
el érgano o tejido diana de forma selectiva y cuantitativa, independientemente del lugar y el
método de administracion. Lo ideal seria que bajo estas condiciones la concentracion local
del activo en el lugar de accion debe ser alta, mientras que su concentracion en los 6rganos
y tejidos no objetivo debe estar por debajo de ciertos niveles minimos para evitar
reacciones secundarias negativas. De esta forma se consigue maximizar los efectos
terapéuticos disminuyendo los efectos secundarios. La vectorizacion de un farmaco o
acarreador se puede conseguir por métodos quimicos, fisicos o bioldgicos. Este tipo de
sistemas tienen la ventaja de que son disefiados para alcanzar un sitio especifico con las

finalidades de mejorar la seguridad; eficacia y conformidad del paciente. Una forma muy
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simple de alcanzar un sitio especifico es la administracion local, por ejemplo si el sitio

deseado es la piel basta con aplicar una locion, ungliento o crema, 0 bien si se desea liberar
el farmaco en el intestino, solo se necesita aplicar un recubrimiento entérico a un
comprimido. Sistemas més sofisticados tecnoldgicamente estan disponibles para via oral y
parenteral, sin embargo, la tecnologia atn no es lo suficientemente avanzada para disefiar
en su totalidad la bala méagica.
Diversos factores fisicos, endogenos y exogenos, han demostrado mediar la administracion
dirigida de productos farmacéuticos. Un enfoque utiliza, por ejemplo, las diferencias en los
valores de pH y temperatura entre los tejidos normales y las areas patolégicas’™ (tumores,
inflamacion, etc.) que se caracteriza por acidosis’® (disminucién del pH) e hipertermia. Con
esto en mente, se ha propuesto cargar diversos farmacos en acarreadores sensibles al pH o
la temperatura, los cuales pueden cambiar sus propiedades y liberar el agente encapsulado
cuando son llevados a las 4reas con menor pH o la temperatura mas alta . La ventaja de
este enfoque es que a pesar de que el acarreador de farmacos se distribuye uniformemente
dentro de la circulacion, éste se degrada y libera el farmaco solo en el area objetivo.

Las tecnologias més avanzadas son aquellas utilizadas por via parenteral incluyendo
el uso de acarreadores solubles, sistemas particulados y sistemas acoplados a entidades de
reconocimiento como son anticuerpos, carbohidratos o lecitinas entre otros ™. En drug

targeting se distinguen dos estrategias denominadas vectorizacion pasiva y activa.

1.4.1. Vectorizacion pasiva

Los sistemas pasivos utilizan dos procesos: la internalizacion de moléculas por
endocitosis y el llamado aumento de la permeabilidad y retencion (EPR por sus siglas en
inglés). En el primer caso el sistema es liberado y reconocido por los macréfagos y otras
células del sistema inmune. Las particulas coloidales son retiradas de la circulacion
sanguinea por los macréfagos que pertenecen a este sistema, dependiendo de su tamafio y
de sus caracteristicas superficiales. En concreto, se ha demostrado que particulas coloidales
con un tamafio por encima de 500 nm, con gran carga eléctrica superficial y con una
naturaleza fuertemente hidrofoba son rapidamente retiradas del plasma y concentradas en
los 6rganos del sistema reticuloendotelial (SRE). Esto lleva a una degradacion del sistema 'y
una liberacién gradual del farmaco hacia la sangre o en el interior mismo del tejido ". Esta

biodistribucion es benéfica para la terapia de tumores localizados en las cercanias del
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sistema fagocitico mononuclear por ejemplo hepatocarcinomas o metastasis hepatica que

surge del tracto gastrointestinal o canceres ginecoldgicos. Puesto que este sistema no es
exclusivo del higado, también es posible la terapia en casos de tumores broncopulmonares,
mieloma y leucemia.

El segundo proceso de relevancia en vectorizacion pasiva se suscita principalmente
en el caso del cancer. El efecto EPR es el resultado del incremento de la permeabilidad de
los capilares del sistema vascular del tumor hacia las macromoléculas circulantes
combinada con un drenado linfético limitado del intersticio del tumor'®*®. La angiogénesis
o desarrollo de vasos sanguineos a partir de la vasculatura existente, no sélo es importante
en diversos procesos fisiolégicos sino también en situaciones patologicas como la
progresion tumoral y metéstasis. La angiogénesis se induce cuando las células tumorales se
multiplican, se agrupan y alcanzan un tamafio de 2-3 mm para atender a las demandas cada
vez mayores de nutricion y oxigeno que se presentan durante el crecimiento del tumor. Esta
neovasculatura difiere mucho de la de los tejidos normales en la arquitectura anatdmica y
microscopica. Por ejemplo, los vasos sanguineos en el tumor son de forma irregular,
dilatada, con fugas y las células endoteliales estdn mal alineadas o desorganizadas, con
grandes fenestraciones. Los nuevos vasos sanguineos en un tumor sélido son maés
permeables que la vasculatura normal por lo que permite la infiltracion de células tumorales
en la vascularizacion sanguinea. Esta deficiencia anatémica, junto con alteraciones
funcionales, resulta en la extensa fuga de componentes del plasma sanguineo, como
macromoléculas, nanoparticulas y particulas lipidicas, hacia el tejido tumoral. Por otra
parte, el lento retorno venoso en el tejido tumoral y el bajo aclaramiento linfatico provoca
que las macromoléculas sean retenidas en el tumor, mientras que la extravasacion en el
intersticio del tumor continla. Lo anterior significa que un sistema acarreador es
ineficientemente removido y por tanto se acumula en el tumor, provocando un aumento en
la concentracién del farmaco previniendo de efectos adversos a érganos sanos. Para ello es
necesario evitar el SRE por lo que cualquier vehiculo transportador de principios activos
debe tener una superficie lo mas hidrofilica posible para retardar su identificacion por el
SRE, mediante procesos de opsonizacién y captura por los macréfagos, esto puede lograrse

principalmente recubriendo la superficie con un polimero hidréfilo. Es importante
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mencionar que en muchas situaciones patoldgicas la integridad del endotelio vascular no se

ve afectada y por tanto no hay oportunidad de que se pueda presentar el efecto EPR.

1.4.2. Vectorizacion activa

El targeting pasivo no siempre consigue una acumulacion efectiva en el tejido u
organo especifico. Por tanto para incrementar la especificidad del acarreador y las células
blanco es necesario disefiar un sistema targeting activo para incrementar la cantidad
liberada en el sitio deseado™®. La mayoria de los sistemas activos utilizan el concepto de
entidades de reconocimiento, es decir hay un acoplamiento del farmaco a un ligando capaz
de ser reconocido por el sitio que se desea o se pretende alcanzar, o bien al acarreador que
transporta el farmaco. Cualquiera que sea la via seleccionada para acoplar la entidad
reconocedora al acarreador, la reaccion empleada tiene que ser sencilla, rapida, eficiente y
reproducible. Ademas el método debe formar un producto estable y con enlaces no toxicos.
En la vectorizacion activa el sistema puede llevar a una alta concentracion del farmaco en
el lugar de accion. En el caso ideal la dosis puede ser la exacta, reduciendo la posibilidad de
presentar efectos seundarios'®’.

Para lograr una efectiva liberacion tumor-especifica de farmacos es importante
reconocer las diferencias morfoldgicas y fisiologicas entre los tejidos malignos y normales.
El crecimiento rapido de las células cancerigenas requiere la formacion inmediata de
nuevos vasos sanguineos. La principal caracteristica fisiologica de las células cancerosas es
su elevada actividad metabdlica, lo que provoca hipoxia de las células induciendo el
metabolismo anaerdbico, lo que resulta en la formacion de lactato y por lo tanto reduccién
del pH intracelular*®’>"". El rapido crecimiento de un tumor requiere de diversos nutrientes
y vitaminas. Por lo tanto, las células tumorales sobreexpresan muchos receptores
especificos, que pueden ser utilizados como blanco para la entrega de agentes citotoxicos
en los tumores'®.

Los sitios blanco del cancer para sistemas de nanoparticulas se pueden clasificar de
varias formas, por ejemplo de acuerdo a la naturaleza quimica del ligando, de acuerdo a
ciertas caracteristicas bioldgicas del crecimiento del tumor y la metastasis. En este Gltimo
caso la vectorizacion anticancerigena puede ser orientada hacia la vasculatura de la
angiogeénesis, el crecimiento incontrolado de células y la orientacion directa hacia un tumor

especifico™.
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a) Vectorizacion asociada a angiogénesis®®

La vectorizacion hacia la angiogénesis se ha convertido en una gran area para la terapéutica
del cancer. El crecimiento de los tumores solidos depende de la capacidad de generar un
suministro adecuado de sangre circulante. Al atacar el incremento del suministro de sangre,
el tamafio y la capacidad metastasica de los tumores pueden ser regulados. Las células del
tumor se infiltran en la estructura del nuevo y desarrollado lumen y secretan una variedad
de factores pro-angiogénicos, que consiste en el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de
fibroblastos tumoral a (TNF-c). Los enfoques anti-angiogénesis son eficaces para limitar el
crecimiento del tumor, con las células endoteliales de la neovasculatura transformadas
como los principales objetivos. Kumar et al. sefialaron cuatro principales ventajas de dirigir
la vasculatura del tumor en comparacion con las terapias convencionales’ ",

La barrera fisiologica que prohibe la difusién de las nanoparticulas a través del
tumor es superada por vectorizacién hacia la vasculatura, la destruccion de la vasculatura
disminuye el crecimiento y la capacidad metastasica del tumor, las células endoteliales
neovasculares son menos capaces de experimentar variaciones fenotipicas, disminuyendo la
resistencia adquirida a farmacos que se presenta en las terapias convencionales, la
vasculatura del tumor no es especifica para el tipo de cancer. Los blancos angiogénicos
principales que han sido explorados por los sistemas de nanoparticulas para el beneficio
terapéutico incluyen los receptores de factor de crecimiento endotelial vasculares
(VEGFR)®, los receptores de matriz de las metaloproteinasas (MMP)®!52
adhesion celular vascular-1 (VCAM-1)%,

y la molécula de

b) Vectorizacion hacia el crecimiento celular incontrolado

El ciclo celular es un mecanismo continuo a lo largo del crecimiento de los seres
vivos que tiene por objeto mantener el nimero exacto de células que conforman cada uno
de los érganos del cuerpo y por tanto las células estan siendo constantemente remplazadas.
El cancer se desarrolla cuando las células de algun érgano escapan de este control y
comienzan a crecer y reproducirse en mayor cantidad de las que deberian. Los componentes
clave del ciclo celular son los factores de crecimiento y sus receptores. Un factor de
crecimiento es un compuesto quimico que circula en la sangre y se une a un receptor

especifico que se encuentra generalmente sobre la superficie celular. El resultado de esta
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interaccion activa la cascada de reacciones que estimula el crecimiento. Los defectos en los

genes modificados afectan el sistema factor de crecimiento-receptor causando
sobreproduccion de los factores de crecimiento o bien, sobre-expresando los receptores
para dichos factores.

Los marcadores de proliferacion celular son un sitio blanco importante para la
terapéutica del cancer, ya que muchos de estos marcadores estan sobreexpresados en las
células de ciertos tumores. La nanoparticulas activamente vectorizadas han seguido los
patrones de anticuerpos monoclonales para acceder al sitio blanco de los receptores de la
proliferacion celular. Los cuatro criterios basicos de vectorizacion de anticuerpos
monoclonales para la aplicacion terapéutica de cancer son los siguientes: el antigeno de
interés se expresa en exceso por las células tumorales, el antigeno participa como
componente principal en la progresion de la enfermedad, el antigeno es estable en su forma
actual en la superficie de las células tumorales, y el antigeno se expresa en un gran
porcentaje de las células tumorales y una gran variedad de tumores®*.

A diferencia de los antigenos de superficie enunciados para esquemas con
anticuerpos monoclonales, los sitios blanco de proliferacion celular son los receptores que
se encuentran en la superficie de las células, los més utilizados en la vectorizacion activa de

nanoparticulas son los receptores humanos endoteliales®®®, los receptores de la

transferrina® y los receptores de folato™>**®,

1.4.3. Vectorizacion via folato

Los sistemas nanoparticulados han mostrado una mejora en el tratamiento del
cancer’®*®3L para mejorar la eficacia de estos sistemas se ha propuesto la modificacion de
la superficie con un sustrato para receptores especificos y de esta manera poder vectorizar
la liberacion de tal forma que un alto porcentaje del farmaco administrado sea cedido en las
células blanco provocando con ello una disminucion de los efectos adversos asociados a la
quimioterapia. En el caso de algunos farmacos las ventajas que presenta el uso de estos
conjugados son baja inmunogenicidad rapida permeacion, alta especificidad vy
relativamente simplicidad en el proceso de conjugacion™.

El 4cido folico (AF), folacina o acido pteroil-L-glutamico (la forma anionica se
Illama folato), también conocido como vitamina B9 o vitamina B10 es una vitamina

hidrosoluble necesaria para la formacién de proteinas estructurales y hemoglobina®. El
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acido folico no posee actividad coenzimatica, pero si su forma reducida, el &cido

tetrahidrofolico, representado frecuentemente como FH,;. Actla como transportador
intermediario de grupos con un atomo de carbono, especialmente grupos formilo, que se
precisa en la sintesis de purinas, compuestos que forman parte de los nucleétidos,
sustancias presentes en el ADN y el ARN, y necesarias para su sintesis durante la fase S del
ciclo celular, y por lo tanto para la division celular; también actla en la transferencia de
grupos metileno.

Como ya se ha mencionado el &cido folico es una vitamina esencial para la
replicacion celular. El transporte de folato es mediado por el acarreador folato reducido vy el
receptor de folato, el cual es una glicoproteina de membrana llamada glicosil-fosfatidil-
inositol de 38 kDa. El receptor facilita la captacion de folato mediante endocitosis. Debido
a la sobreexpresion en células tumorales, el receptor de folato representa un blanco
prometedor en el disefio de un sistema vectorizado en contra de células cancerigenas. Como
ligando, el acido fdlico tiene ciertas ventajas como son: alta especificidad, baja
inmunogenicidad, rapida extravasion, permeacion en el tumor, resistencia a la
desnaturalizacion, conjugacion quimica sencilla, economica y definida.

Un sistema de vectorizacién con &cido fdlico presenta algunas ventajas: el acido félico
es un compuesto de bajo peso molecular, comparado contra proteinas o antigenos, es
estable y econémico y quimicamente no es complicada la sintesis de un conjugado. Como
resultado de lo anterior los conjugados de acido folico se han usado ampliamente en
vectorizacion de sistemas de liberacion de farmacos hacia tumores. Los tumores que
sobreexpresan el receptor folato son pulmones, prostata, ovarios, glandulas mamarias y
cerebro.

Los farmacos o nanoparticulas conjugadas con acido folico usan la endocitosis
mediada por receptor para la penetracion celular y poder evitar las bombas de eflujo de
farmacos en las células cancerigenas y asi superar el efecto de resistencia a multiples
farmacos. La captacion de los conjugados de acido félico se da como resultado de una
secuencia de pasos que inician con la union en el receptor para acido folico en las superficie
celular, después ocurre la invaginacion de la membrana, se forma entonces una vesicula
Ilamada endosoma y posteriormente el pH &cido al interior del endosoma provoca la

ruptura del conjugado o del sistema acarreador, finalmente se rompe el endosoma dando
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como resultado el farmaco libre para ejercer su accion y la membrana con el receptor de AF

vuelve a la superficie celular para mediar la entrada de mas AF.
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1.5. Nanoparticulas de Quitosan
1.5.1. Quitosan

La quitina es el segundo polimero méas abundante en el mundo después de la
celulosa® y bajo un proceso de desacetilacién, como el esquematizado en la figura 1.4, se
obtiene el Quitosan (QS). La quitina se obtiene facilmente a partir de las capas externas de
los crustaceos, como son el camarén y el cangrejo. El procesamiento basico de estas capas
involucra la remocion de proteinas y la disolucion de carbonato de calcio presente y
simultaneamente la parcial desacetilacion de la quitina. Posteriormente se somete a
condiciones basicas en presencia de NaOH al 40 % a 120 °C durante 1-2 hrs, repitiéndose
este paso para obtener Quitosan con un 80-95 % de desacetilacion®.

El Quitosan posee un intervalo amplio de aplicaciones, ademas de su uso en
farmacia se emplea en el tratamiento de aguas, cromatografia, cosmética, fotografia, entre
otras. El interés del quitosan como un biomaterial, es en parte debido a su diversidad de
formas en que podemos encontrarlo, tales como, polvo, fibras, hojuelas, etc.

Es un polimero biocompatible y biodegradable®*® Es degradado por varias

hidrolasas incluyendo lisozimas, pectinasas, celulasas y amilasas®™.
CHz CHg3
o=< OH o:<
NH NH
HO 0 HO -
.---O o OHO @] ') S Quitina
NH
OH o=< OH
CHs
l Quitin-desacetilasa
CH
OH o:<
NH, NH
HO Q HO .
.---O o OHO O o) o Quitosan
NH,
OH OH

Figura 1.4. Reaccion de desacetilacion de la quitina para producir quitosan.

3
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Quimicamente, el término quitosan define a una familia de heteropolisacaridos

lineales que estan formados por monomeros de 2-amino—2-deoxi—B—D—glucosa y 2—
acetamido—2—-deoxi—B—D—glucosa unidos por enlaces B-(1—4) y comprende una serie de
polimeros con pesos moleculares de 50 KDa hasta 2000 KDa y porcentaje de desacetilacion

del 75 al 98 %. La tabla 1.3 muestra algunas de sus propiedades fisicas y quimicas.

Tabla 1.3. Propiedades fisicas y quimicas del quitosan.

Tamafio de particula. 30-300 pum.

Densidad. 1.35-1.40 g/mL.
Temperatura de transicion vitrea. 203 °C.

pKa. 6.5-7.5

Solubilidad. En medio acido (pH<6.5).
Viscosidad. Variable.

DLsg 16 g/Kg.

El quitosan es una amina primaria alifatica que puede ser protonada en presencia de
acidos. Si bien estructuralmente el quitosan es parecido a la celulosa, éste posee diferentes
caracteristicas considerando la presencia del nitrdgeno como cuarto elemento; por ejemplo

y la
modificacién quimica de acuerdo a la quimica del grupo amina primario® . El polimero

su cationicidad®, su habilidad para formar complejos con polielectrolitos®™®’

obtenido del tenddn de crustaceo tiene una estructura cristalina con una celda unitaria de
dimensiones a) 0.828, b) 0.862, and c) 1.043 nm®. La celda unitaria comprende cuatro
unidades de glucosamina, dos cadenas pasan a través de la celda con un empaquetamiento
antiparalelo. Los enlaces de hidrogeno que se presentan son intramoleculares (O3---05) e
intermoleculares (N2---06)"%.

Generalmente el quitosan es practicamente insoluble en medio basico y neutro, sin
embargo, dependiendo del grado de desacetilacion logra ser soluble hasta pH de 9. La
solubilidad del quitosdn en &cidos inorganicos es menor en comparacion con &cidos
organicos comunes. La solubilidad también puede verse influenciada por la adicién de sales
a la solucion, la adicion de electrolitos en altas concentraciones provoca un efecto de

salting-out y conlleva a la precipitacion del quitosan de la solucion®.
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La viscosidad de las soluciones de quitosan es dependiente de la concentracién. Las

soluciones de polimeros presentan diferentes comportamientos cuando se evalla la
viscosidad como funcion de la velocidad de corte aplicado. Para caracterizar este
comportamiento es comun utilizar algunas ecuaciones que denotan la curva de viscosidad
(Tabla 1.4)'%. Las soluciones de quitosan se comportan generalmente como un tipico fluido
no-Newtoniano adelgazante, con un valor del pardmetro n menor a 1'%, La viscosidad
aumenta de manera proporcional con la concentracion de quitosan, el porcentaje de
desacetilacion y disminuye con la temperatura'®*®. Ademas, el quitosan tiene la habilidad
de formar geles con polianiones®. La adicién de surfactantes a la solucién, asi como, la
variacion en el pH, no altera de manera significativa la viscosidad'®. La temperatura de
transicion vitrea es de 203 °C'%.

En Farmacia se le utiliza como excipiente en formas farmacéuticas

107,108

convencionales®, para la formacion de sistemas de liberacién controlada , en la

formacion de micro y nanoparticulas®®*%

, entre otros.
La bicompatibilidad del quitosan le permite ser utilizado en varias aplicaciones
biomédicas o diferentes rutas de administracion, por ejemplo; tdpica, ocular, mediante

implantacién o por inyeccion®.

Tabla 1.4. Curva de viscosidad como funcion de la velocidad de corte y las ecuaciones que
explican el comportamiento de la viscosidad.
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Ademas se ha reportado que el quitosan es promotor de la absorcion ya que provoca

la apertura de las uniones de las células epiteliales™®. Debido a su carga positiva en pH
fisiologico le confiere bioadhesividad la cual incrementa el tiempo de retencion en el sitio
de aplicacion'*!.

Una propiedad del quitosan es que también es capaz de mostrar efecto inhibitorio
sobre células cancerigenas y en cierta forma extender la apoptosis de células tumorales de
la vejiga via activacion de caspasa 3 o algiin otro mecanismo desconocido®.

El quitosdn es un polimero abundante en la naturaleza y su produccion es de bajo
costo®. Cabe mencionar que mas del 50% del nimero total de solicitudes de patentes
registradas en 2006 que reivindican el uso de este biopolimero como una parte sustancial de
la invencion estan relacionadas con la liberacion de farmacos, ingenieria de tejidos y

cicatrizacién de heridas.

1.5.2. Métodos de preparacion de Nanoparticulas de Quitosan

El quitosan tiene muchas ventajas especialmente para el desarrollo de micro y
nanoparticulas, por ejemplo su capacidad para controlar la liberacion de agentes activos,
evita el uso de disolventes organicos durante la fabricacion, es un polimero que contiene un
namero de grupos amino libres que estan disponibles para entrecruzamiento, su naturaleza
cationica permite reticulacion i6nica con aniones multivalentes, tiene caracter
mucoadhesivo el cual aumenta el tiempo en el sitio de absorcion, etc®®>°. Por otra parte las
tecnologias de nanoparticulas de quitosan estan disefiadas para la administracion de
principios activos tanto hidrofébicos como hidrofilicos, por ejemplo, péptidos, proteinas,
polisacéridos y plasmidos de ADN o siARN, los cuales son protegidos al ser encapsulados
en su interior. Las nanoparticulas de quitosan son mucoadhesivas y tienen un tamafio sub-
micrométrico permitiendo una mayor superficie de contacto con las mucosas lo que
favorece la absorcién del principio activo y su biodisponibilidad’*. Las nanoparticulas de
quitosan son tomadas por los endosomas permitiendo al farmaco penetrar las células
evitando la barrera que el epitelio supone. Las nanoparticulas de quitosan proveen de
proteccion contra la degradacion enzimatica asegurando que los genes o el farmaco se
liberan directamente en el nticleo de la célula™*?.

Las nanoparticulas a base de quitosan se forman de acuerdo a una aproximacion de

tipo ‘bottom-up’ como resultado de procesos de auto-asociacion o entrecruzamiento en
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virtud de los cuales las cadenas poliméricas se ordenan en estructuras nanoscopicas ya sea

por interacciones inter o intramoleculares de tipo covalente 0 no covalente®. En estas
nanoparticulas el farmaco puede ser atrapado o ligado a la matriz polimérica sélida (o semi-
solida). Es importante sefialar que a pesar de la diversidad de métodos documentados y
agentes quimicos disponibles para obtener nanoparticulas a base de quitosan, sélo unos
cuantos de éstos ofrecen potencial real para el desarrollo de aplicaciones farmacéuticas
debido al estricto marco regulatorio que deben cumplir los excipientes para la liberacion de
farmacos. Las metodologias mas comunes mediante las cuales es posible preparar

nanoparticulas a base de quitosan son®®*°;

Coacervacion Compleja (Complex Coacervation Method)

Complejo por polielectrolito (Polyelectrolyte Complex Method)
Gelacién ionotrépica (lonotropic Gelation Method)

Entrecruzamiento en emulsién (Emulsification-Cross Linking Method)
Coprecipitacion (Coprecipitation Method)

Evaporacion del solvente (Solvent Evaporation Method)

1.5.3. Aplicaciones de Nanoparticulas de Quitosan

Alonso y colaboradores reportaron un método de preparacion de nanoparticulas
basado en gelacion idnica con polimeros hidrofilicos. El procedimiento es sencillo e
involucra la mezcla de dos fases acuosas a temperatura ambiente. En una de ellas se
encuentra el polimero de quitosan y poli-6xido de etileno y en la otra tripolifosfato de
sodio. Los autores mencionan que el tamafio de las nanoparticulas es de 200-1000nm vy el
potencial zeta de +20 a +60 mV'%,

Por otra parte Mitra et al'*®

. encapsularon la doxorrubicina en nanoparticulas de
quitosan entrecruzado utilizando el método de micelas inversas. El efecto antitumoral de las
nanoparticulas resultantes se evalud en células tumorales J774A.1 macréfagos implantadas
por via subcutanea en ratones. EIl farmaco encapsulado en las nanoparticulas mostré mayor
regresion tumoral que el farmaco solo y la formulacién de nanoparticulas obtuvo un mejor
desempefio en relacién con la esperanza de vida. Ta et al''*. formularon recientemente un
hidrogel inyectable de doxorrubicina basado en quitosdn para el tratamiento del

osteosarcoma. El hidrogel liberé el farmaco durante 19 dias, inhibiendo de manera efectiva
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el crecimiento del tumor primario y la metastasis hasta 1,5 veces mayor que la

doxorrubicina libre, mientras que también disminuye la toxicidad sistémica asociada a este
farmaco.

Para aumentar la capacidad del Quitosdn como un sistema nanoacarreador ideal, ha
sido modificado quimica y fisicamente para mejorar su biocompatibilidad, solubilidad,
biodistribucion y el tiempo de circulacion, entre otras. EI Quitosan puede ser modificado
facilmente con una variedad de ligandos para aumentar el reconocimiento y la captacion de
los sistemas nanoparticulados en las células a través de endocitosis mediada por receptor'™.
El AF se ha utilizado como ligando por su capacidad de dirigirse a los receptores de la

superficie celular que se sobreexpresan particularmente en las células cancerosas™**.

1.5.4. Fabricacion de Nanoparticulas por el método de coacervacion

La palabra coacervacion es un término utilizado para describir la formacion de un
coacervado o aglomerado, relacionado a la fase de separacion de un coloide. A fin de
obtener un producto, tal como microparticulas, por método de coacervacion es necesario
seleccionar el polimero que producird una apropiada matriz o cubierta y que ademas
controle la liberacion del farmaco. ElI método consiste en disolver el polimero en un
solvente compatible, es decir que el polimero sea completamente soluble. Posteriormente se
provoca la coacervacion por la modificacién de algunos factores tales como pH,
temperatura y concentracion de sales™®. Estas modificaciones promueven la formacion de
la nueva fase. Las particulas formadas son colectadas y lavadas con un solvente apropiado
para purificarlas. Algunos de los factores que se deben de considerar son la solubilidad del
polimero, solubilidad del farmaco, tamafio deseado del producto, viscosidad del medio,
entre otras. Este proceso ocurre bajo condiciones suaves, en consecuencia es un método de
eleccion para la encapsulacion de moléculas labiles o facilmente degradables bajo otro tipo

de metodologias que involucran calor y solventes organicos®"**.

1.5.5. Fabricacion de Nanoparticulas por complejacion de polielectrolito

Otro procedimiento implica la formacién de un complejo polielectrolito (PEC). En
este caso ademas de quitosan solo se requiere un polianion, no se necesita ninguna
molécula catalizadora o iniciadora de la reaccidn, lo cual representa una ventaja frente a un

entrecruzamiento mediante enlaces covalentes favoreciendo la biocompatibilidad vy
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evitando y la purificacion o remocion de solventes organicos previo a la administracion.

Para la formacion del agregado o coacervado es necesario que ambos polimeros se
encuentren con carga opuesta, esto implica que la reaccion es dependiente de pH y se
suscita en valores cercanos al pKa™®.

La red esta formada por interacciones idnicas y se caracteriza por un microambiente

hidrofilico con un alto contenido de agua y densidad de carga eléctrica. La atraccion
electrostatica entre los grupos cationicos amino del quitosan y los grupos anionicos del otro
polielectrolito es la interaccion principal que conduce a la formacién del PEC. La
elaboracion del PEC requiere, ademas de quitosan, sélo un polimero polianidnico. No se
necesitan moléculas auxiliares, tales como catalizadores o iniciadores y la reaccion se
realiza generalmente en solucién acuosa, lo que representa la principal ventaja sobre los
entrecruzamientos de forma covalente y por lo tanto favorece la biocompatibilidad y evita
la purificacion antes de la administracion.
Con el fin de formar un PEC, los dos polimeros tienen que estar ionizados y soportar las
cargas opuestas. Esto significa que la reaccion solo puede ocurrir a valores de pH en las
proximidades del pKa de los dos polimeros, en el caso del quitosan es de aproximadamente
6.5. Durante la formacion de complejos, polielectrolitos puede formar coacervados o
formar un hidrogel mas o menos compacto. Sin embargo, si las interacciones ionicas son
muy fuertes puede haber una precipitacion. La precipitacion puede ser evitada si la
atraccion electrostatica se ve debilitada por la adicion de sales, tales como NaCl. La
presencia de la sal reduce la atraccion entre los polielectrolitos de carga opuesta por la
contribucion del contra-ion al ambiente.

La complejacion de polielectrolitos ha recibido considerable atencion como
sistemas acarreadores para la liberacion de farmacos y genes. El quitosan ha sido
investigado como portador de 5-fluorouracilo mediante la formacion de PEC nanoparticulas
con la sal sodica del &cido poliaspartico. Las nanoparticulas cargadas con el farmaco
mostraron una liberacion sostenida de 5-FU, tanto in vitro como in vivo, en comparacion
con la solucién de 5-FU puro 2. En ensayos en animales se encontré que la tasa de

inhibicion del tumor de PEC nanoparticulas es mucho mayor que la de 5-FU solo.
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2.-HIPOTESIS J OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

Las nanoparticulas son acarreadores novedosos para farmacos que tienen la ventaja
de aumentar la biodisponibilidad y ser direccionadas hacia los receptores de superficie de
las células tumorales y provocar menor dafio a las células sanas. Por lo tanto:

Si la Caslll-ia es formulada en un sistema de nanoparticulas de quitosan entonces se
observara un efecto de inhibicidn de crecimiento celular en comparacién con la molécula
libre. Ademas, si el quitosan es conjugado con acido félico, previo a la formacion de

nanoparticulas, entonces el sistema se dirigira preferencialmente a las células tumorales.

2.2. Objetivo general
Desarrollar un sistema acarreador (o vectorizado) de Caslll-ia mediante la
formacion de nanoparticulas de QS y QS-AF para aumentar la respuesta bioldgica in vivo,

de la Caslll-ia.

2.3. Objetivos especificos

a) Analizar la interaccion entre Caslll-ia y Quitosan mediante curvas de viscosidad,
mediciones espectrofotométricas en la region visible y EPR para verificar la
estabilidad de la Caslll-ia

b) Realizar la reaccion de conjugacién de acido félico con quitosan para la preparacion
de nanoparticulas de quitosan direccionadas, preferentemente, hacia células
tumorales.

c) Fabricar nanoparticulas de quitosan cargadas con Caslll-ia por medio de la técnica
de coacervacion para comparar la respuesta biol6gica en comparacion con la
molécula libre

d) Caracterizar nanoparticulas de Quitosan cargadas con Caslll-ia por medio de
microscopia, dispersion dinamica de luz, difraccion de rayos X de polvos, analisis
térmico e infrarrojo para verificar la inclusion de la molécula en las nanoparticulas.

e) Evaluar el comportamiento in vivo de las nanoparticulas con Caslll-ia de las
nanoparticulas mediante el indice de sobrevida y el incremento en peso de ratones
transplantados con melanoma B16 para corroborar el aumento en la actividad de la

Caslll-ia.

47



SW=0AQA0®

>

-MATERIALES Y METODOS

*

3

e U= UO

o2



3-MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales
El quitosdn fue obtenido a través de Sigma-Aldrich grado RA con un 85 % de
desacetilacion, el etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida clorhidrato (EDC), el
poldéxamero 407 (P407) y el alcohol polivinilico (PVA) fueron comprados a Sigma-Aldrich
México. El Acido acético (AA), citrato de sodio (CS), hidréxido de sodio (NaOH) y dimetil
sulfoxido (DMSO), todos grado RA, fueron comprados a JT Baker. El acido félico fue
comprado a Fluka. El disolvente utilizado fue agua grado inyectable de laboratorios PISA 'y
agua desionizada obtenida en el laboratorio a través de un sistema NANOPURE®.
Finalmente la Caslll-ia fue sintetizada y amablemente donada por la Dra. Ma. Elena Bravo.

Todos los materiales fueron utilizados sin purificacion posterior a su compra.

3.2.Métodos

3.2.1. Interaccion Casiopeina Ill-ia-Quitosan

3.2.1.1.Mediciones reoldgicas

Las soluciones de QS en diferentes concentraciones (0.1 %, 0.2 %, 0.3 %, 0.5 % y
0.7 %, p/v) fueron preparadas disolviendo la cantidad de polimero requerida en agua con la
minima cantidad de acido acético para disolver el polimero.

Las mezclas Caslll-ia-QS fueron preparadas en la misma forma que se menciona
anteriormente con la adicion de farmaco en una concentracion de 10 mg/mL.

Las mediciones reoldgicas se llevaron a cabo en un reémetro de esfuerzo controlado
modelo TA-Instruments AR-2000 usando una geometria de dobles cilindros concéntricos a
temperatura controlada de 25 y 37 °C. Se us6 un flujo unidireccional con esfuerzos de 0.1 a
1000 s™*. Todas las mediciones se hicieron por duplicado.

3.2.1.2.Mediciones espectrofotométricas
Se prepararon soluciones acuosas de Casiopeina Ill-ia en concentraciéon 1, 2, 3,4y
5 mM. Las mezclas Caslll-ia-QS fueron preparadas disolviendo la cantidad requerida de
QS en diferentes concentraciones (0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 and 40 mM con
respecto al monémero), en agua con la minima cantidad de &cido acético para disolver el
polimero y se adiciond la cantidad suficiente de farmaco para obtener soluciones 5 mM, el

pH de las soluciones fue de 4.0-4.5. A todas las muestras se les midio la absorbencia en la
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region Visible y una Amax = 610 nm utilizando un espectrofotometro Ocean Optics S2000.
La interaccion farmaco-polimero se determind mediante la metodologia de espectroscopia
directa UV-Vis usando la ecuacion de Benesi-Hildebran, a partir de los datos de las
mezclas Caslll-ia-QS. Los experimentos se hicieron a 20, 25, 30, 37 y 40 °C.

Para evaluar la estabilidad quimica de la Caslll-ia en medio acido en presencia del
polimero se prepararon soluciones de &cido acético (0.05, 0,1, 0.5 y 1.0 M), acido
clorhidrico (1.0 M) y una mezcla de ambos en concentracién 1.0 M. Una vez hechas las
soluciones se adicion6 la cantidad requerida de farmaco para obtener concentraciones de 5
mM y se midieron inmediatamente por medio de UV-Vis a temperatura ambiente.

Para evaluar la estabilidad quimica de la Caslll-ia en medio basico se prepararon
soluciones de citrato de sodio al 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 y 10 % p/v. Una vez hechas las
soluciones se adicion0 la cantidad requerida de farmaco para obtener concentraciones de 5

mM y se midieron inmediatamente por medio de UV-Vis a temperatura ambiente.

3.2.1.3. Analisis por Resonancia Electronica Paramagnética.

El anélisis de EPR se llevo en liquido en un equipo ELEXSYS E500 a una frecuencia
de banda X de 9.5 GHz. Las muestras para REP se prepararon de la siguiente manera: Se
peso la cantidad suficiente de Caslll-ia para obtener soluciones acuosas 1, 2, 3, 4y 5 mM.
De igual forma se prepararon soluciones 1, 3 y 5 mM de Caslll-ia en medio &cido, con la
adicion equivalente de acido acético para obtener concentraciones de 1 M. Las mezclas
Caslll-ia-QS fueron preparadas disolviendo la cantidad requerida de QS en concentracion
de 0.15 % p/v en agua con la minima cantidad de acido acético para disolver el polimero y

se adiciond la cantidad suficiente de farmaco para obtener soluciones 5 mM.

3.2.1.4. Andlisis por IR, DSC, DPR-X.

Las mezclas Caslll-ia-QS fueron preparadas disolviendo la cantidad requerida de
QS para preparar una solucion 5 mM de monomero en agua con la minima cantidad de
acido acético para disolver el polimero y se adiciond la cantidad suficiente de farmaco para
obtener soluciones 5 mM. Las muestras se sometieron a liofilizacion y el sélido resultante
se dividio en varias fracciones para su analisis por IR, DSC-TGA, y DRXP. El anélisis de
difraccion de rayos X de polvos se hizo en un equipo Siemens D5000 con anticatodo de Cu
con A=1.5406 A° Software Diffractt AT 3.3 a 35KV y 30 mA con detector de centello. La
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caracterizacion térmica se realiz6 en un equipo DSC 321 METTLER TOLEDO a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min con flujo de nitrogeno. El analisis de IR se hizo
en un Espectrofotometro FTIR Perkin-Elemer Modelo RX-I mediante la formacion de
pastilla con bromuro de potasio.

3.2.2. Preparacion de Nanoparticulas

3.2.2.1 Nanoparticulas de QS

El método de formacion de nanoparticulas utilizado es el de coacervacion. Para ello
se partid de dos soluciones acuosas.

La solucion A se prepara disolviendo la cantidad equivalente del polimero para
obtener una concentracion de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 % p/v con &cido acético al 0.25 % v/v.
Se mide el pH de la disolucion preparada para verificar el proceso.

La solucion B se prepara a partir de una solucion basica de hidroxido de sodio (0.5,
1.0, 2.0 y 3.0 M) o citrato de sodio (0.05, 0.07 y 0.17 M) a la cual se le adiciona alcohol
polivinilico (0.1, 0.2, y 0.5 % p/v) o poloxamero 407 (0.1 % p/v.)

Para llevar a cabo la coacervacion se adiciona 1 volumen de la solucion A a 10
volimenes de la solucion B y se mezcla con homogeneizador (Modelo T18 Basic-W IKA
WORKS, INC) a 14000 rpm de 1 a 2 minutos a temperatura ambiente. Se verifica el
proceso mediante la medicion del tamafio de particula y el potencial zeta en un equipo
ZETASIZER ZS 3600 Malvern Instrument Co. UK. Ademas se llevé a cabo analisis por
microscopia en un Microscopio Electronico de Barrido (JEOL JSM 5900LV) con
resolucion de 4 nm, con sistema de resolucion de 20 a 60 eV y de 4 a 6 repeticiones.
Inmediatamente después el producto se liofilizo y se almacend el sélido para caracterizar

por IR, DSC, DPR-Xy evaluar la actividad in vivo.

3.2.2.2 Nanoparticulas de con Caslll-ia

Las nanoparticulas con Caslll-ia fueron preparadas como se describe en el punto
anterior con la adicién de cantidad suficiente de Caslll-ia para tener una concentracion de 8
mg/mL en la solucion A.

La solucion A se prepara disolviendo la cantidad equivalente del polimero para
obtener una concentracion de 0.2% p/v con acido acético al 0.25% v/v, posteriormente se

adiciona la cantidad suficiente de Casiopeina Ill-ia para tener una concentracion de
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8mg/mL. Se mide el pH de la disolucién preparada para verificar el proceso. La solucién 2
se prepara adicionando la cantidad suficiente de citrato de sodio para obtener una
concentracion de 2% p/v con alcohol polivinilico al 0.1% p/v. Para llevar a cabo la
coacervacion se adiciona 1 volumen de la solucién A a 10 volumenes de la solucion B y se
mezcla con homogeneizador (Modelo T18 Basic-W IKA WORKS, INC) a 14000 rpm de 1
a 2 minutos a temperatura ambiente. Se verifica el proceso mediante la medicion del
tamafio de particula y el potencial zeta en un equipo ZETASIZER ZS 3600 Malvern
Instrument Co. UK. Ademas se llevo a cabo analisis por microscopia en un Microscopio
Electrénico de Barrido (JEOL JSM 5900LV) con resolucion de 4 nm, con sistema de
resolucion de 20 a 60 eV y de 4 a 6 repeticiones. Liofilizar inmediatamente el producto y
almacenar el solido para caracterizar por IR, DSC, DPR-X, EPR vy evaluar la actividad in
vivo.

Para el célculo del porcentaje de encapsulacion se lleva a cabo por medio de la
ecuacion 3.1.

Ci—C;

% Encapsulacién = X 100% Ecuacién 3.1

Donde C; es la concentracion total de farmaco presente y C, es la concentracion de
farmaco libre disuelto en la fase acuosa. La cuantificacion de farmaco libre se realiza
mediante espectroscopia UV-Vis a una A = 610nm y se obtiene inmediatamente después de
filtrar las nanoparticulas a través de una membrana de 0.050 um con presién positiva con
nitrégeno.

3.2.2.3 Reaccion de conjugacion entre el Quitosan y el acido folico.

La reaccidn siguiente tiene por objeto llevar a cabo la conjugacién del quitosan con el
acido félico entre el grupo amino del quitosan y el grupo carboxilo del acido fdlico, de
acuerdo a la reaccién de la figura 3.1.

» Disolver 1080 mg de AF en 50 mL de DMSO y adicionar 90 mg de EDC. Adicionar

poco a poco la cantidad de agua necesaria para llegar a un volumen aproximado de

200 mL. Dejar en agitacion durante 1 hora a temperatura ambiente.

» Por separado disolver 800 mg de QS en 200 mL de agua con acido acético al 1 %

v/v. Medir el pH y ajustar con NaOH a un pH de 4.7-5.0.
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» Una vez disuelto el polimero adicionar esta disolucion a la mezcla del paso inicial y

dejar en agitacién a 400 rpm, durante 2 dias y sin exposicion a la luz.

» Una vez transcurrida la reaccion filtrar la mezcla con el embudo bilchner y matraz

kitasato con filtros watman de fibra de vidrio (GF/F). Desechar el filtrado.

CH,OH
o
O s O
COOH
X s >
NH j»CH:—NH C—NH—CH + O
HJNAN N gz
Acido félico Lot N+ n
Quitosan
CH,OH
o]
~ OH J\D\
EDC, DRSO Qe |

4.7
pH 4.7 NH

0 Cc=0

>
0
| |
NH Nj c}g_M{A@,c_NH --CH2-CH2-COOH
H:Nfl\'*n N

Quitosan-acido fdlico (QS-AF)

Figura 3.1. Reaccion de conjugacion entre el Quitosan y el &cido folico. Modificado de et al.**®

» Adicionar cantidad suficiente de NaOH para ajustar pH=8-9 y filtrar nuevamente en
las mismas condiciones que el paso anterior. Desechar la disolucion y recuperar el
filtrado.

» Pasar a un vidrio de reloj o caja petri y secar en la liofilizadora a -20 °C y 0.04mPa,

al menos durante 48 horas.

» Una vez seco realizar 2 lavados con agua destilada para remover AF libre vy

nuevamente colocar en el desecador.

3.2.2.4 Nanoparticulas de QS-AF.
La preparacion de las nanoparticulas con el polimero conjugado (QS-AF) se realizo de la
misma manera que el punto 3.2.2.2, Unicamente se sustituyé el quitosan por el conjugado
QS-AF.
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3.2.3. Viabilidad celular de las mezclas farmaco-polimero

3.2.3.1 Obtencion del cultivo stock y confluencia

>

YV V V V VY

Sembrar la linea celular HelLa en las botellas de cultivo de acuerdo a la
capacidad de éstas.

Incubar a 37 °C + 2 °C y 5 % de CO, durante 30 minutos a 2 horas.

Después de éste tiempo hacer cambio de medio de cultivo.

Revisar diariamente el cultivo para estimar el porcentaje de confluencia.
Cambiar el medio de cultivo cada 48 h.

Al tener el cultivo entre el 70 y 90 % de confluencia se realiza la tripsinizacion.

3.2.3.2 Viabilidad y Cuantificacion celular.

>

>

En un tubo eppendorf colocar 20 ul de la suspension de células y 80 ul de la
solucién de azul de tripano.

Se mezcla perfectamente y se transfiere a las dos secciones de la cdAmara de
Neubauer.

Contar el nimero de células tefiidas y no tefiidas por mm? (objetivo 10X); se
recomienda realizar la cuenta entre 100 y 500 células por mm?. (Se cuentan los
cuatro cuadros grandes y se saca un promedio).

Calcular la viabilidad y el nimero de células por mL de suspension.

c=RNXx10*

Donde:

C = células por mL

N = promedio de las células contadas

10* = factor de conversion de la camara
Porcentaje de viabilidad = [(A — B)/A] x 100

Donde:

A = total de células contadas

B = células tefiidas

3.2.3.3 Ensayo de inhibicion de la proliferacion celular

>

Preparar una dilucién celular de 10° células/ml.
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» Adicionar 100 ul de medio de cultivo suplementado en cada pozo de las placas

para cultivo.

» Colocar 20 pl de la dilucion celular en cada pozo.

> Incubar a 37°C y 5% de CO, durante 24 h, para que se recupere de la

tripsinizacion.
» Aspirar el medio y adicionar 90 pul de medio con SFB y 10 pl de cada una de las

concentraciones de los farmacos (Tabla 1).

3.2.4. Indice de sobrevida en ratones trasplantados con tumor de melanoma B16.

Las nanoparticulas obtenidas en el punto 3.2.2 se administraron a ratones con tumor de

melanoma B16 y se evalud el incremento en el tiempo de vida con respecto a controles sin

tratamiento, asi como las variaciones de peso.

Para obtener las células tumorales se hizo un cultivo de melanoma B16 murino. Se hace

crecer el tumor en ratones C57BL y se dejan crecer 15 dias (aprox 1g de tumor). El tumor

se extirpa y se trasplanta a ratones CB6F1 de aprox. 6 semanas. La administracion y

evaluacion de las muestras se realiza bajo el siguiente esquema.

1.

Caslll-ia disuelta en agua. 6 mg/Kg qd 4x3, dias 1,5y 9. Por via I.P.
Caslll-ia encapsulada en nanoparticulas. 6 mg/Kg qd 4x3, dias 1,5 y 9. Por via I.P.
Nano particulas vacias. 0 mg/Kg qd 4x3, dias 1, 5, 9. Por via I.P.

Caslll-ia encapsulada en nanoparticulas con acido folico conjugado. 6 mg/Kg qd
4x3, dias 1,5y 9. Por via I.P.

Ciclofosfamina por 9 dias, qd 9. Por via I.P.

Testigo. Agua inyectable por via I.P.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Interaccion quitosan-Casiopeina Il1-ia

El quitosan es uno de los polimeros que ha recibido gran atencion durante los Gltimos
afios dentro de la investigacion farmacéutica. Este polimero tiene varias ventajas para el
desarrollo de micro y nanoparticulas y puede ser procesado por diferentes técnicas, sin
embargo la eleccion dependeré de las caracteristicas y estabilidad del farmaco a formular.
En el desarrollo farmacéutico los estudios de preformulacién son importantes para
garantizar la estabilidad del farmaco durante la fabricacion del producto y dado que la
coacervacion implica cambio de pH es necesario estudiar la estabilidad del farmaco en las
condiciones de formacion de nanoparticulas por lo que se realizd la caracterizacion de la

interaccion farmaco-excipiente.

4.1.1. Mediciones reoldgicas

El quitosan es un polimero capaz de aumentar la viscosidad del medio hasta formar
geles por debajo de su valor de pKa=6.5 a causa del aumento de las repulsiones
electrostaticas que se presentan entre los grupos amino cargados por presencia de 4cido .
Las mediciones reoldgicas han sido utilizadas para comprobar las interacciones de algunos
polimeros con sales o surfactantes™™®. Se sabe que el quitosan en solucién acuosa presenta
un comportamiento pseudoplastico en concentraciones mayores al 1 % (p/v), en éste caso
se trabajaron concentraciones desde 0.01 % hasta 0.7 % (p/v) cuyo comportamiento no ha
sido reportado.

Las figuras 4.1 a la 4.4 muestran el comportamiento de viscosidad en medio &cido
del quitosan solo y quitosan-Caslll-ia como funcién del esfuerzo aplicado a 25y 37°C. Las
figuras permiten observar que cualquiera que sea el caso la viscosidad incrementa con el

aumento de la concentracion del polimero y disminuye con el aumento de la temperatura.

4.1.1.1.Curvas de viscosidad del Quitosan
La Figura 4.1 muestra los datos obtenidos de las soluciones poliméricas sin la presencia de
farmaco. Las curvas de viscosidad muestran un perfil de comportamiento correspondiente a
un fluido pseudopléstico, no obstante en concentraciones diluidas parece comportarse como
Newtoniano. Los datos obtenidos se ajustaron al modelo de viscosidad de Cross.
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Figura 4.1. Curvas de flujo de las soluciones acuosas de quitosan con acido acético a 25°C (a) y
37°C (b). Los valores de viscosidad se marcan en relleno negro y el esfuerzo cortante blanco. B [J
0.1% w/v, ® O 0.2% wiv, A A 0.3% w/v, ¥ ¥ 0.5% w/v and € < 0.7% wiv.

Se ha reportado que en concentraciones de quitosan mayores al 1% (p/v) los datos
se ajustan a la ley de la potencia, no obstante éste no fue el caso. Ademas algunas
soluciones macromoleculares de polisacaridos han sido representadas por la ecuacion del

modelo de viscosidad de Cross™® ().

o~ MNea

e M
(1 + (K"’r} } Ecuacion de viscosidad de Cross 1)

Como se ha mencionado anteriormente las soluciones de quitosan muestran un
comportamiento dependiente de la concentracién. A concentraciones menores al 0.1 % p/v
se comportan como simples fluidos Newtonianos, concentraciones de 0.1 a 0.7% p/v se
muestran como fluidos adelgazantes, es decir, la viscosidad disminuye al aumentar la
velocidad de corte. En la figura 4.1 la linea continua representa el comportamiento teérico
de acuerdo al modelo de viscosidad de Cross (Eq. 1) donde 7 es la viscosidad en esfuerzo
estacionario y es un tiempo de relajacion estructural, m es un exponente relacionado con el
comportamiento adelgazante, 7, es la viscosidad limite a velocidades de corte cercanas a
ceroy 7. es la viscosidad limite a velocidad de corte infinita. Con valores de m cercanos a
cero se describen un fluido de tipo newtoniano, mientras que un caracter mas adelgazante

se obtiene cuando m es cercano a la unidad™?. En este caso el parametro m varia de 0.755 a
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0.834 cuando la concentracion cambia de 0.1 a 0.7% describiendo cambios importantes en

4.1.1.2.Curvas de viscosidad Quitosan-Cas Ill-ia

Las Figuras 4.2 y 4.3 muestran el comportamiento en solucién del quitosan solo y

en presencia de la Caslll-ia (10 mg/mL) a 25 y 37 °C. Independientemente de la

temperatura el comportamiento fue similar, esto es, la viscosidad observada fue menor para

los sistemas en cuyo caso estd el farmaco presente. Este tipo de comportamiento es

congruente con el conocimiento general de que la viscosidad de una solucién polimérica

disminuye en presencia de sales, en esta caso se muestra que hay diferencias entre el

quitosan solo y en presencia de Caslll-ia.
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Figura 4.2. Curvas de flujo de soluciones acuosas de quitosan y quitosano-casiopeina a 25°C.
Quitosan solo m 0.1% w/v, ® 0.2% w/v, A 0.3% w/v, ¥ 0.5% w/vy ¥ 0.7% w/v. Quitosan- Cas
Il-ia O 0.1% wiv, O 0.2% wiv, A 0.3% w/v, V 0.5% w/ivy < 0.7% wiv.
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Figura 4.3. Curvas de flujo de soluciones acuosas de quitosan y quitosano-casiopeina a 37°C.
Quitosan solo ®m 0.1% w/v, ® 0.2% w/v, A 0.3% w/v, ¥ 0.5% w/vy € 0.7% w/v. Quitosan- Cas
I11-ia O 0.1% w/v, O 0.2% wiv, A 0.3% wiv, ¥V 0.5% wivy < 0.7% wiv.
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La presencia de Caslll-ia afecta la estructura interna del gel, ya que el
comportamiento adelgazante es menos marcado en su presencia, indicando probablemente
una mayor estructuracion del sistema por leves interacciones farmaco-quitosan.

El andlisis de las curvas demuestra que a bajas velocidades de corte la viscosidad es
constante y tiende a disminuir cuando se incrementa o se tienen altas velocidades de corte
hasta alcanzar nuevamente un valor constante. Estas dos regiones donde la viscosidad es
constante se denominan como baja y alta regiones Newtoniana respectivamente de acuerdo
al modelo de viscosidad de Cross™™.

Al igual que la mayoria de los fluidos se observé que la viscosidad disminuye con el
incremento de la temperatura debido al aumento del movimiento browniano y de sus
moléculas constituyentes, por ejemplo la viscosidad del agua disminuye el 3% por cada
grado Celsius de aumento. ElI comportamiento se presentd tanto en las muestras con y sin

farmaco.

4.1.2. Espectrofotometria UV-Vis

La Caslll-ia es un compuesto de coordinacion que contiene cobre (I1I) como centro
metalico en la esfera de coordinacion, presenta un ligante bidentado del tipo diimina (N-N
= bipi) y otro donador (O-O = acac). Dichos ligantes pueden ser sustituidos o desplazados
por el QS, el cual tiene grupos -OH y -NH,. Esto podria influir en el desempefio del
farmaco, por ello se estudia la interaccion que se puede presentar entre la Caslll-ia 'y el QS
durante la formacion de las NP, y se verifica la estabilidad quimica del complejo en medio
acido y basico, que son las condiciones utilizadas en la formacion de las nanoparticulas.

Los espectros de UV-Vis de la Caslll-ia sola en agua a 25 °C en diferentes
concentraciones son mostrados en la Figura 4.4. Se observa que los espectros muestran una
banda ancha en la region visible con maximo en 610nm que corresponde a las transiciones
d-d y un hombro que corresponde al fendmeno de transferencia de carga en una A=410

nm. La absorbencia aumenta linealmente con la concentracion.
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Figura 4.4. Espectros de UV-Vis de Cas Ill-ia en solucion acuosa a diferentes concentraciones
molares. A (1 mM) B (2 mM), C (3 mM), (4 mM) y E (5 mM)

4.1.2.1.Estabilidad de la Cas Ill-ia en medio &cido

La figura 4.5 muestra los espectros de la Caslll-ia en medio acido. Se puede observar que
todas las soluciones acidas causan una modificacion en el compuesto de coordinacion. Los
espectros muestran desplazamientos en el méaximo de absorcion correspondiente a las
transiciones d-d y el hombro que corresponde al fendmeno de transferencia, las cuales
claramente indican una modificacion en la esfera de coordinacién del cation Cu*. Se ha
reportado que la presencia de H* favorece la pérdida del ligando de la Casiopeina®. Estos
cambios se presentan con acidos débiles como el acido acético, o bien &cidos fuertes como
el &cido clorhidrico. La tabla 4.1 muestra el pH en funcién de la concentracién de acido.

Tabla 4.1. Mediciones de pH de soluciones acuosas de Casiopeina Ill-ia en diferentes
concentraciones de acido.

Acido | S/acido| HCI Acido acético

Conc. 0 1.0M 0.1M 1.0M 2.5mM 5mM 10mM | 15mM
acido

pH 6.79 0.75 3.19 2.57 4.46 473 4.42 4.30
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En la figura 4.5 se muestra que a mayor concentracion de acido y que en presencia
de un &cido fuerte la degradacion es mayor, sin embargo en las condiciones de preparacion
de la técnica propuesta para la preparacion de nanoparticulas la cantidad de acido es 0.001
M, por lo que también se hicieron estudios de interaccion en condiciones acidas diluidas.
En trabajos realizados por el grupo de trabajo de la Dra Lena Ruiz se ha determinado que,
en un intervalo de pH de 4.5-8.5, la estabilidad de la Casiopeina Ill-ia se mantiene, por lo
que los datos presentados confirman dicho estudio*®.

La Figura 4.6 muestra los espectros de la Caslll-ia en presencia de acido acético en
diferentes relaciones molares con pH=4.40+£0.1, en dicha figura se demuestra que el
espectro del farmaco permanece sin cambios considerables a diferencia de lo que se
observa en la figura 4.5. Los espectros obtenidos sugieren que la Caslll-ia conserva la
estructura, es decir, mantiene sin modificaciones aparentes la esfera de coordinacion del
cation Cu®*, por lo que se garantiza la estabilidad del activo durante la primera etapa del
método de formacion de nanoparticulas por coacervacion, la cual involucra condiciones
acidas diluidas. Por otra parte, mientras mas elevada es la temperatura mas pronunciado es

el cambio en los espectros. (Resultados no mostrados).
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Figura 4.5. Espectros de UV-Vis de la Casiopeina Ill-ia en medio de &cido. A (Cas lll-ia sola) B
(&cido acético 0.1M), C (&cido acético 1M) y D (HCI 1M).
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Figura 4.6. Espectros de Casiopeina Ill-ia 5mM (Cas lll-ia) con diferentes relaciones molares de
acido acético (AA). (- Cas Ill-ia-AA 1:0), (- - Cas Ill-ia-AA 1:0.5), (... Cas IIlI-ia-AA1:1), (- . - Cas
Il-ia-AA 1:2 'y (-..- Cas lll-ia-AA 1:3)
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4.1.2.2.Estabilidad de la Cas Ill-ia-Quitosan en medio acido

La adicion de acido acético causa una modificacion en el espectro que presupone el
rompimiento del complejo, o bien alguna modificacion en la estructura cuando se usa en
concentraciones mayores a 0.1 M. Sin embargo cuando se realizan los estudios con el QS
en solucién acuosa con acido acético con pH=4.30+£0.2 (figura 4.7) se observa que las
modificaciones son menores, indicando que el efecto es casi nulo en comparacion al
observado con el acido en mayor concentracion, asi mismo se observa que los cambios son
parecidos o inclusive menores a los observados bajo condiciones diluidas o de trabajo para
la obtencion de las nanoparticulas. Estos hechos sugieren que el acido acético interacciona
con el quitosdn mediante una reaccién de &cido-base y por ende el farmaco parece
permanecer estable. Unicamente cuando el quitosan se encuentra presente en
concentraciones mayores al farmaco, el espectro de este ultimo es modificado muy
ligeramente indicando que se presentan algunas interacciones de tipo no covalente, no

obstante son menores a las que se observan sin polimero en medio &cido.
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Figura 4.7. Espectros de Casiopeina Ill-ia 5mM con diferentes relaciones molares de quitosan y
acido acético a 20, 25, 30 y 37°C.

Los espectros de UV-Vis soportan la idea de que existen algunas interacciones
débiles entre el quitosdn y la Caslll-ia, si bien, parece no haber rompimiento o
modificacién de la esfera de coordinacion del cation puesto que las bandas de las
transiciones d-d y de transferencia de carga permanecen como si el farmaco se encontrase
solo en solucién acuosa®®; mientras que si hubiese algin tipo de sustitucion esta se
manifestaria con la aparicién de una nueva banda o quizd con cambios batocrémicos.
Ademas se ha establecido que en medio acido el quitosan protonado es inefectivo en
remover Cu (I1) por mecanismos de adsorcién'?. De lo anterior se demuestra, al igual que
en las curvas de viscosidad, que no hay cambios considerables que sugieran modificacién
de la Caslll-ia con lo cual se concluye que se mantiene estable durante la fase acida de la

preparacion de las nanoparticulas.
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Por otra parte, para estudiar cuantitativamente la interaccion entre el polimero y el
farmaco se usa el método de espectroscopia directa’”®. Se mantuvo constante la Caslll-ia a
1 mM y se vari6 la concentracion de quitosan desde 0.5 a 40 mM, en base a su monomero.
Graficando AA a 610 nm vy linealizando logaritmicamente se obtiene, mediante ajuste lineal
a la ecuacion de Benesi—Hildebrand y suponiendo una aproximacion de interaccion 1:1
entre el polimero y la Casiopeina, la constante de unién de 193.65 M™ (25°C) a 355.81 M™
(37 °C). De la ecuacion de Van't Hoff se obtuvieron algunos parametros termodinamicos,
los cuales son presentados en la tabla 4.2 y comparados en la tabla 4.3 con algunos datos
reportados en la bibliografia*®*™*?. De los datos termodindmicos se observa que el valor de
AH sugiere interacciones de tipo no covalente entre las dos especies, indicando que la union
es gobernada por fuerzas de Van der Waals, donde el efecto hidrofébico no es muy
significativo como fuerza directriz de la interaccion. Por otra parte el valor de AS se opone
a la formacion del producto ya que provoca una contribucion positiva al valor de AG ya que
cuando se favorece la interaccion entre el Cu (1) y el quitosan este parametro tiende a

125126 "El cambio de entropia negativa puede surgir a causa de dos

valores positivos
moléculas individuales que estan siendo reacomodadas en una sola molécula, con la
resultante disminucion en el nimero de configuraciones y microestados del sistema. No
obstante ya que AS es cercano de cero, es asumido que la sustitucién es muy pequefa de

acuerdo a los valores de las constantes reportadas.

Tabla 4.2. Valores de K calculado y otros parametros termodindmicos obtenidos a partir de la
ecuacion de Van't Hoff.

Temperatura (°C) 20 25 30 37

Temperatura (°K) 293.15 298.15 303.15 310.15
Ky (M) 193.65 246.39 290.04 355.81
AG (KJ) -12.83 -13.65 -14.29 -15.14
AH (KJ mol™) -26.64 -26.64 -26.64 -26.64
AS (KJ mol™ K™ -0.135 -0.135 -0.135 --0.135
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Tabla 4.3. Comparacion de valores de K y otros pardmetros termodinamicos a 25°C obtenidos de la

bibliografia.

Cas 1ia-QS | Cu-QSRef'”® | Cu-QSRef** | Cu-QS Ref*®
Ln K 5.5 14.8 8.98 15.3
AG (KJ) -13.65 -36.8 -22.3 -38.1
(A;Jmorl) -26.64 -41.27 -39.05 -48.64
(A}meol'lK'l) -0.135 -0.015 0.056 -0.035

Ademas se ha reportado que en medio acido el quitosan protonado es inefectivo en
interaccionar con Cu (Il) ya que la adsorcion es seguida por la transferencia de carga del

nitrégeno al cobre y el nitrégeno protonado limita la eficacia de la interaccién %,

4.1.2.3.Estabilidad de la Cas Ill-ia en medio béasico

Dado que los cambios de pH que se dan durante el proceso de formacion de las
nanoparticulas y para asegurar estabilidad del farmaco a todas las condiciones de trabajo, se
llevé a cabo el seguimiento del comportamiento UV-Vis de la Caslll-ia en pH=7.80-8.12
(Figura 4.8) ajustando el pH con citrato de sodio.

Como puede observarse en la figura 4.8, en medio basico en el intervalo de pH de
7.5 a 8.5 no afecta la estabilidad del compuesto de coordinacion. La constante de
estabilidad de la formacién del complejo Cu-Citrato es de 7.2'%’, lo cual refleja una escasa
interaccién. Los datos de absorbencia reflejan menores cambios o nulos con respecto al
compuesto solo, ademas los cambios presentados son menores que en medio &cido por lo
que se infiere que el farmaco es menos susceptible de ser modificado en medio basico en
presencia de citratos en el intervalo de pH mencionado. Por lo anterior, la técnica para la

formacion de nanoparticulas puede ser utilizada asegurando la integridad del farmaco.
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Figura 4.8. Espectros de UV-Vis de la Caslll-ia sola y en presencia de diferentes concentraciones
de Citrato de sodio (p/v).
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4.1.3. Resonancia Paramagnética Electrénica

La resonancia paramagnética nuclear tiene sustento parecido a la resonancia
magnética nuclear; la diferencia radica es que en este caso se sigue una especie
paramagnética como lo es el Cu #*. La técnica nos da informacién acerca del ambiente que
rodea al ion metalico, por lo que estos estudios pueden dar informacion sobre la estabilidad
del farmaco en mencion. Se estudié la Caslll-ia sola, en presencia de &cido acético y en
presencia de quitosan-acido acético.

La figura 4.9a muestra los espectros de la CaslllI-ia con respecto a la concentracion,
en ellos se observa que los maximos y minimos cambian de intensidad de manera
proporcional a la concentracion no habiendo alguna modificacién en la forma del espectro.
En la figura 4.9b se presenta el comportamiento de la Caslll-ia en presencia de &cido
acetico y acido acético-quitosan. De acuerdo a los espectros obtenidos se deduce que la
estructura de la Caslll-ia en presencia de quitosan en medio &cido mantiene sus
caracteristicas, por lo tanto se asegura que durante un proceso de coacervacion por cambios
de pH de &cido a bésico, la Caslll-ia no se degrada al estar presente el quitosan en
condiciones &cidas diluidas, por lo que la estabilidad del farmaco queda garantizada a

través del proceso de formacion de nanoparticulas por coacervacion.

Caslll-ia-AA-CS

4m

3 3mM Caslil-ia-AA

2mM
Caslll-ia

|

1mM

2800 3000 3200 3400 3600 3800 2800 3000 3200 3400 3600 3800
Magnetic Field G Magnetic field G

Figura 4.9. (a) Espectros de REP de la Caslll-ia en concentraciones de 1mM a 4mM y (b) mezclas
de Casiopeina Ill-ia con &cido acético (Caslll-ia-AA) y &cido acético-quitosan (Caslll-ia-AA-QS)
en relaciones molares 1:1:1.
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4.1.4. Actividad in vitro

La dosis de Inhibicion de Crecimiento 50 (ICsp) de la Caslll-ia en la linea celular
HelLa es de 18 mM'®. Para confirmar su actividad in vitro se realizd la prueba de
inhibicion sobre la linea celular HeLa. La Figura 4.10 muestra el efecto del vehiculo y del
farmaco (s6lo y en presencia de diferentes cantidades de quitosan y acido acético de 0.1 a
0.5 % p/v) sobre la inhibicion de crecimiento. Los resultados indican que el efecto del
farmaco sobre el crecimiento celular es practicamente el mismo cuando se introduce sélo
en solucion acuosa en comparacion cuando se administra en solucién acida con quitosan, es
decir, la dosis ICso no se modifica El porcentaje de viabilidad celular promedio es de 53.70
+ 5.74. Se probé ademas el posible efecto inhibitorio de los componentes de la
formulacion, en cuyo caso se observa que en las condiciones experimentales (quitosan y
acido acético de 0.1 % a 0.5 % p/v) el porcentaje de inhibicién fue menor al 10 %. Este
dato concuerda con otros estudios donde el quitosan en concentraciones de 0.1 y 1 mM
muestra porcentajes de inhibicion de 5 y 22 % respectivamente sobre la linea celular

HelLa'?,
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Concentracion

Figura 4.10. Efecto antiproliferativo del acido acético (0.1% a 0.5% p/v) E&, solucidon acida de
quitosan (0.1% a 0.5% p/v) B8, Cas Ill-ia 18mM en presencia de quitosan en medio &cido (0.1% a
0.5%) I y control negativo (Agua) O y control positivo Caslll-ia (Cas Il1-ia 18mM sola) Il. Los
resultados muestran el promedio + DE (n=3).
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4.1.5. Discusién

La preparacion de nanoparticulas por medio del proceso de coacervacion-
precipitacion involucra un cambio de pH, lo cual implica que la Caslll-ia sera sometida a
este cambio, en consecuencia es necesario conocer la estabilidad del compuesto durante la
metodologia. Asimismo se ha reportado que el quitosan se coordina con el Cu®*

130 estos complejos de Cu®*

preferencialmente con respecto a otros metales de transicion
con quitosan se forman dependiendo del pH del medio; sin embargo, también es sabido que
los complejos de Cu®* y bipiridina son més estables cuando el ligante es de tipo O-O, como
el acetilacetonato™". De lo anterior se esperaria que la Casiopeina Ill-ia no se disocie o que
algun ligante sea remplazado por el quitosan. Para sustentar lo anterior se hicieron estudios
de interaccion farmaco-excipiente. Las curvas de viscosidad de los sistemas quitosan y
quitosan-CasllI-ia muestran que las diferencias observadas son relacionadas a la alteracion
de la conformacién estructural del quitosan en solucién a consecuencia de la presencia de
farmaco en el mismo medio. La disminucion en la viscosidad del sistemas quitosan-
farmaco puede ser interpretado como la segregacion de las cadenas del polimero debido al
colapso de la estructura ordenada y a la disminucién de los enlaces de hidrégeno™ por la
interposicion de la Caslll-ia. Este hecho sugiere que la presencia de enlaces de hidrégeno
intermoleculares y entre el quitosan y el agua, los cuales mantienen la estructura rigida, son
reemplazados por la interaccion quitosan Caslll-ia, asi mismo las repulsiones
electrostaticas del polimero protonado son disminuidas por el contra-ion nitrato de la
Caslll-ia. La disminucion de estas interacciones conduce al desenredamiento de la cadena
de quitosan lo cual se atribuye al encogimiento del polielectrolito debido al apantallamiento
causado por la Casiopeina. De lo anterior es claro que si se suscita interaccion entre la
Caslll-ia y el quitosan, sin embargo, Unicamente se sugiere que en medio acido so6lo se
presentan interacciones débiles que no conducen al rompimiento de la esfera de
coordinacion de la Caslll-ia por lo que dicha molécula conserva su actividad bioldgica bajo
las condiciones estudiadas.

Los espectros de UV-Vis, en las condiciones de trabajo, igualmente soportan la idea
de algunas interacciones débiles entre el polimero y el farmaco, ya que las gréaficas

obtenidas muestran muy ligeros desplazamientos que indican algun tipo de interaccion, no
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obstante no parecen apuntar hacia el rompimiento de la Caslll-ia puesto que la banda
perteneciente a las transiciones d-d y el hombro de la transferencia de carga en la esfera de
coordinacion muestran muy ligera modificacion, mientras que si ocurriese lo contrario se
llegaria a observar una nueva banda o bien, un desplazamiento en el mé&ximo de
absorcion®®. Por el contario, cuando se induce un rompimiento de la Caslll-ia por efecto de
una elevada concentracion de acido, si se observa como el espectro modifica visiblemente
sus bandas caracteristicas de absorcion, lo cual indica la ruptura del complejo. Los
resultados sugieren que partir de una solucién de acido acético cuyo pH sea 4.3-4.8, no
ocurrira una ruptura del compuesto de coordinacion. La adicion de quitosan también llega a
tener un ligero efecto en el espectro de la Caslll-ia, es claro que a mayor concentracion
habrd una mayor cantidad de grupos amino protonados (*NHs), lo cual posiblemente
disminuye la probabilidad de que ocurra una interaccién con el Cu®*, sin embargo en una
relacion molar de Caslll-ia-mondémero de quitosédn de hasta 1:5 se observa que no hay
modificacién de complejo ya que las condiciones acidas son las principales responsables de
la estabilidad o ruptura de la molécula de Caslll-ia; ademas el quitosan llega a actuar como
un agente estabilizante puesto que el acido primeramente protona el grupo amino por ser
una base de mayor fuerza y la Caslll-ia se ve protegida por este efecto de ionizacion del
polimero. El cambio de pH, que involucra el método sugerido para la formacion de las
nanoparticulas, tampoco provoca un rompimiento de la Caslll-ia, en este sentido se infiere
que el acetilacetonato no es desplazado por el citrato de sodio, ya que de entre ellos solo el
primero es un donador de tipo (O-O). Por otra parte el citrato, ya en el método de
formacién, interactGa principalmente con el quitosdn al llevarse a cabo la
complementariedad electrostatica para dar lugar a la formacion de complejos de
polielectrolito.

En los estudios de inhibicion celular se observo que el porcentaje de viabilidad celular
promedio es de 53.70 % * 5.74. Este hecho sugiere que la estructura del complejo de cobre
no se ve modificada por la presencia del quitosan en medio acido, esto implica que no hay
competencia con el ligante acetil-acetonato, por lo tanto se infiere que la actividad de la
Caslll-ia in vivo no se modifica, ya que ésta no pierde su actividad in vitro bajo condiciones
acidas en presencia de quitosan. Ademas, se ha observado que los complejos monoquelatos

de cobre muestran una actividad muy baja en comparacion con las Casiopefnas®, por lo que
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la actividad de las Casiopeinas® se debe a la molécula entera'?®, lo cual se observé en éste
experimento confirmando que la Caslll-ia no se ve afectada por las condiciones de
preparacion de nanoparticulas por la técnica de coacervacion.

En sintesis, se observé que entre el quitosdn y la Caslll-ia no se presenta alguna
interaccion fuerte que provoque la degradacion o inestabilidad de la molécula activa por lo
que bajo las condiciones de trabajo para la preparacion de nanoparticulas de quitosan, el

farmaco cargado no se degradara durante el proceso.
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4.2. Formulacién de Nanoparticulas

La preparacion de nanoparticulas de quitosdn se llevdo a cabo por proceso de
coacervacion-precipitacion, involucrando interacciones electrostaticas y un cambio de pH
de una solucion &cida a un pH alcalino. La coacervacion es un método que involucra la
separacion de la fase lig/lig que ocurre por las atracciones electrostaticas cuando dos
coloides con cargas contrarias son mezclados, el resultado es una fase rica en coloides y

116

otra fase diluida . Adicionalmente el quitosan posee un pKa de 6.5 por lo que es soluble

en soluciones 4cidas®%1%

, Sin embargo un cambio de pH por encima de su pKa provoca la
precipitacion del polimero. Si este proceso ocurre bajo condiciones suaves puede ser un
método de eleccion para la encapsulacion de moléculas labiles o facilmente degradables

bajo otro tipo de metodologias que involucran calor y solventes organicos**’.

4.2.1. Efecto de la base

El primer factor a considerar en la formacion de las NP fue el tipo de agente
neutralizante a utilizar. Se compar6 una base fuerte (Hidréxido de sodio) y una base débil
(Citrato de sodio dihidratado con pKa de 6.4). Las soluciones de quitosan se neutralizaron
con estas bases en diferentes concentraciones, la Tabla 4.4 presenta los resultados de las

mediciones de tamafio de particula por DLS.

Tabla 4.4. Tamafo de particula en funcion del agente neutralizante producidas por el método de
coacervacion precipitacion.

Base NaOH
Concentracion 05M 1.0M 2.0 M 3.0M
Tamafio + 7263 + 1367 7735+ 2074 > 10,000 > 10,000
Desv. Est. (nm)
PDI 0.601 0.634 0.869 0.387
pH 10.59 11.07 10.72 10.73
Base Citrato Na
Concentracion | 0.05 M (1.5 % p/v) 0.07 M (2 % plv) 0.17 M (5 % plv)
Tamafio = 263.4+54 189.1+ 4.7 340 + 19
Desv. Est. (nm)
PDI 0.275 0.316 0.647
pH 8.1 8.0 7.9
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El NaOH se usé en concentraciones 0.5, 1, 2 y 3 M. Los resultados que se muestran en la
tabla 4.2 indican que, independientemente de la concentracion de ésta base, el pH de la
reaccion es > 10 y no se lograba la coacervacion-precipitacion en tamafios submicronicos.
En este pH no hay un balance de cargas y las interacciones electrostaticas son nulas y
provoca la precipitacion del polimero produciendo un crecimiento incontrolado en el
tamafio de las particulas formadas*’. En el caso contrario el citrato de sodio logré controlar
el tamafio del polimero precipitado. Esto puede ser explicado comparando el modelo de
formacién de NP de quitosan hechas por el método de gelacion idnica con tripolifosfato
(TPP), las cuales son formadas a través de entrecruzamiento intermoleculares entre los
grupos amino del polimero con los grupos fosfato cargados negativamente de la molécula
de TPP™® es este caso dichas interacciones son llevadas a cabo entre el grupo amino
protonado y los aniones de citrato. Sin embargo las particulas eran inestables fisicamente,
es decir, se observaba aglomeracion de las particulas formadas e incrementaba con ello el
tamafio de las mismas en funcion del tiempo. A partir de estos resultados se eligié el citrato
de sodio como agente neutralizante para la formacion de las NP y se decidié emplear en
concentracion de 2.0 % p/v ya que fue el que presentd el menor tamafio de particula.
Ademas el quitosan al ser un polielectrolito se ve afectado por la fuerza i6nica del medio,
en este sentido se ha demostrado que en la preparacion de nanoparticulas, al incrementar la
fuerza idnica el tamafio aumenta por la agregacion de las particulas y la distribuciéon de
poblacién se hace més amplia'®.

Las diferencias observadas entre el hidréxido y el citrato radican en que en un caso
se trata de una base fuerte y en otro de una base débil, esta Ultima es capaz de establecer un
interacciones intermoleculares en el quitosan lo cual explica la formacién de particulas de
menor tamafio ya que se puede entender como un complejo de polielectrolito, en su fase
inicial de la coacervacion, el cual se da en las cercanias de la neutralidad de pH®, con la

posterior precipitacion del polimero para formar las NP

4.2.2. Efecto de la concentracién del polimero
El siguiente factor a considerar fue la cantidad de polimero necesaria para la formacion de
las NP. Las concentraciones del quitosan a examinar fueron de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 %
p/v, la tabla 4.5 muestra los datos obtenidos a partir de estos experimentos. A partir de esta

tabla se logra observar que el incremento en el tamarfio es proporcional a la cantidad de
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polimero presente en la solucion inicial, este comportamiento ha sido reportado en otros
estudios donde se evalua la concentracion de polimero para la formacion de
nanoparticulas® %% Cabe mencionar que el incremento de la concentracién provoca un
incremento de la viscosidad y esto puede provocar que al llevarse a cabo la desprotonacién
del quitosan la nucleacién se vea favorecida hacia tamafios mayores provocando la
formacion precipitacion del polimero en forma de hebras y cumulos, y no como una
suspension de particulas”’. Ademés previamente se ha mencionado que una fase viscosa
disminuye la capacidad de encapsulamiento en la formacion de nanoparticulas de quitosan,
por lo que se supone que una concentracion moderada promovera la encapsulacion del

d*33. Otro factor a considerar en la eleccion del tamafio

activo al no tener una gran viscosida
de la particula, y en consecuencia de la cantidad de polimero requerida, es la respuesta
bioldgica in vivo. En la terapia para combatir el cancer se presenta el efecto de aumento de

la permeabilidad y retencién EPR (Enhanced Permeability and Retention)™*>*%

, el cual
permite la acumulacién de sistemas coloidales cuyo tamafio sea mayor a 200 nm y menor a
800 nm. Esta deficiencia anatdmica, junto con alteraciones funcionales, resulta en la amplia
filtracion de componentes del plasma sanguineo, tales como macromoléculas, particulas
lipidicas y sistemas coloidales, hacia el tejido tumoral. Por otra parte, en el tejido tumoral el
retorno venoso es lento y el aclaramiento linfatico pobre provoca que las macromoléculas o
sistemas coloidales se mantengan en el tumor, mientras que la extravasacion en el
intersticio del tumor contintia™®.

En los resultados mostrados en la tabla 4.5 se reporta que concentraciones menores
al 0.3 % de quitosan serian condiciones adecuadas para lograr un targeting pasivo por
efecto EPR. Por lo anterior la concentracion del quitosan para la elaboracion de las

nanoparticulas puede ser hasta de 0.3 % pl/v.

Tabla 4.5. Tamafio de particula de las particulas producidas por el método de coacervacion
precipitacion.

NP Quitosan vacias
Concentracién 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
% QS (p/v)
d(nm) % 263.4 355.6 578.8 977.1 1022
Desv Est 5.4 +13.3 +190 + 428 +228
PDI 0.275 0.679 0.878 0.969 0.882
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4.2.3. Efecto del agente estabilizante

Para estabilizar las particulas formadas se analizé el efecto del alcohol polivinilico
(PVA) en diferentes concentraciones: 0.1, 0.25 y 0.5 % p/v. El poloxamero 407 (P407) se
evalud en concentracion 0.1% con fines de comparacion con respecto al PVA. El PVA se
ha utilizado ampliamente en la elaboracion de nanoparticulas como agente estabilizante,
ademas propiamente tiene la capacidad de estabilizar sistemas coloidales como
suspensiones 0 emulsiones. La tabla 4.6 resume los resultados de estos experimentos. Los
resultados muestran que la adicion de 0.1 % de P407 produce tamafios alrededor de 263
nm, los cuales son mayores a los obtenidos con el PVA (198.11 nm). La Figura 4.11 se
muestra el efecto del poloxamero y se observa que el tamafio va cambiando con el tiempo,
es decir el fendmeno de aglomeracion no es inhibido por dicho agente detectandose
particulas superiores a los 1000 nm a consecuencia de la coalesencia de las particulas™’.
Por el contrario en la Figura 4.12 muestra el efecto del PVA sobre la estabilidad de las

particulas formadas y se observa que éstas se mantienen con respecto al tiempo.
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Figura 4.11. Distribucidn poblacional de particulas de quitosan estabilizadas con 0.1 % (p/v) de
P407.
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Figura 4.12. Distribucion poblacional de particulas de quitosan estabilizadas con 0.1 % (p/v) de
PVA.
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Tabla 4.6. Efecto del estabilizante y su concentracion en el tamafio de las particulas producidas por
el método de coacervacion precipitacion.

Estabilizante Alcohol Polivinilico Poloxamero 407
Concentracion 01 0.25 05 01
% plv
Tamano + 198.11 642 926
Desv. Est. (hm) +9.36 nm +208 nm + 108 nm 2634 5.4 nm
PDI 0.186 0.239 0.585 0.275

La figura 4.13 y la tabla 4.7 muestran los tamafos de las nanoparticulas formadas
hasta 5 horas después de su formacion. Aquellas formadas utilizando poloxdmero 407
presentan tamafios constantes hasta una hora y media, posteriormente se comienza a
observar aglomeracién de las particulas y la aparicion de mas de una distribucion
poblacional (figura 4.11). Por el contrario, las particulas estabilizadas con alcohol polivilico
se mantienen constantes durante el periodo de observacion (figura 4.12).

En este caso el PVA es mejor estabilizante ya que las interacciones con el quitosan
son a través de enlaces de hidrdgeno entre los grupos hidroxilo del PVA y los grupo amino
desprotonados del quitosan®, esto permite mantener controlado el tamafio ya que impide la

aglomeracion de las particulas producidas por la coacervacion del polimero.
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Figura 4.13. Influencia del agente estabilizante con respecto al tiempo en el diametro de las
nanoparticulas formadas por coacervacion. Los datos muestran el promedio y la amplitud de la
distribucion normal. -e- PVA, -m- P407.
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Tabla 4.7. Influencia del agente estabilizante con respecto al tiempo en el didmetro de las
nanoparticulas formadas por coacervacion. Los datos muestran el promedio y la amplitud de la
distribucion normal.

ESTABILIZANTE | Poloxamero 127 (0.1 % p/v) | Alcohol Polivinilico (0.1 % p/v)

Tiempo (Hr) Didmetro (nm) PDI Diametro (nm) PDI
0.5 291.3 0.267 199 0.185

1 299.3 0.269 199.4 0.193

1.5 298 0.243 198.4 0.17

2 441.9 0.254 200.8 0.188

2.5 360.9 0.282 188.7 0.169

3 277.1 0.222 193.2 0.158

3.5 179.4 0.246 187.5 0.210

4 401.8 0.254 188.2 0.187

4.5 291.3 0.233 210.2 0.197

5 314.1 0.244 215.7 0.201

Comparando el PVA en diferentes porcentajes se observo que la adicion del 0.1 %
arroja resultados de distribucion de tamafio de particula mejores que en los otros casos. Este
efecto puede ser atribuido a que el PVA se adsorbe o se acomoda en la superficie de la
particula®, de tal manera que al incrementarse la cantidad de PVA presente en el proceso
de formacion éste tenderd a incrementar el diametro de la particula®. Los resultados
observados por espectroscopia de correlacién fotonica fueron confirmados mediante
microscopia electrénica de barrido (resultados mostrados mas adelante).

4.2.4. Efecto de la Cas Ill-ia en la formacion de Nanoparticulas
Después de que se determinaron las condiciones propicias para la elaboracion de las
nanoparticulas se analizo el efecto de la presencia de la Caslll-ia.

Tabla 4.8. Efecto de la presencia de la Casiopeina Ill-ia en las propiedades de las particulas
producidas por el método de coacervacion precipitacion, bajo condiciones definidas.

Estabilizante Ninguno PVA 0.1 % F127 0.1 %
Condicion s/Caslll- | c/Caslll- | s/Caslll- | c/Caslll- | s/Caslll- | c/CasllI-
ia ia ia ia ia ia
Tamario + 263.4* 189.1* 280.2 182.0 263.4* 164.3*
Desv Est (nm) £54nm | £47nm | £84nm | £2.1nm | £54nm +2.6
PDI 0.275 0.316 0.239 0.181 0.275 0.251
% Encapsulacion NA 7.6 NA 12.8 NA 16.1

*Los resultados gréaficos muestran méas de una poblacion de particulas, ademas se observa
aglomeracion con respecto al tiempo.
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La tabla 4.8 muestra el efecto de la presencia y ausencia del farmaco en el proceso
de elaboracidn bajo circunstancias distintas. Inicialmente se observa que en todos los casos
la Caslll-ia provoca una disminucion en el tamafio de las particulas. Este comportamiento
puede ser atribuido al efecto que tiene la Caslll-ia sobre la viscosidad de soluciones de
quitosan, es decir, el polimero pierde rigidez y se produce una contraccién de las cadenas
provocando que la interaccion entre el polimero y el citrato forme coacervados de menor
tamafio™®. Como se ha mencionado en secciones anteriores, la Caslll-ia disminuye la
viscosidad y en consecuencia esto favorece la formacion de tamafios mas pequefios, tal cual

fue observado cuando se evalud la concentracion del polimero presente el medio.

4.2.5. Porcentaje de encapsulacion
La encapsulacion del farmaco se determind como la fraccion atrapada en las nanoparticulas

y el porcentaje de encapsulacién se calcul6 a través de la siguiente ecuacion:

% Encapsulacion = lTl X 100%
L

Donde C; es la concentracion total de farmaco presente y C, es la concentracion de farmaco
libre disuelto en la fase acuosa.

El porcentaje de encapsulacion bajo las condiciones definidas de trabajo resulto ser de 12.8
%. Cabe mencionar que el porcentaje de farmaco encapsulado reportado para distintos
compuestos disueltos en la fase acuosa durante la preparacion llega a ser bajo, por ejemplo
la encapsulacién de doxorrubicina en nanoparticulas de alginato de sodio es de 3.8 %',
Estos resultados son de esperarse para metodologias en las que no se emplea una fase
donde el farmaco sea insoluble, ya que en todo momento éste permanecera en el seno de la
solucion de tal manera que cuando se lleva a cabo el proceso de coacervacion-precipitacion

en solucidén acuosa una gran parte permanece sin encapsular en el sobrenadante.
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4.2.6. Discusion
Durante el desarrollo para la obtencion de nanoparticulas de quitosan se propusieron

diferentes técnicas reportadas en la literatura®®>®

, las mas comunes involucran el uso de
grandes cantidades de disolventes orgéanicos lo cual representa una desventaja para un
proceso productivo a nivel industrial. La necesidad de superar este tipo de obstaculo ha
hecho que se propongan técnicas alternativas que no utilicen disolventes organicos durante
el proceso, una de ellas la coacervacion-precipitacion. Esta metodologia aprovecha algunas
caracteristicas fisicoquimicas del polimero utilizado para la formacién de las particulas,
esto es, la capacidad de formar complejos de polielectrolito en la fase inicial de la

coacervacion®®

y el cambio de fase dependiente de su pKa. En comparacion con un gel de
quitosan entrecruzado covalentemente, los complejos entrecruzados no covalentemente
mantienen las propiedades de quitosan como la biodegradabilidad y baja toxicidad, ademas
si un complejo ionico es sujeto de entrecruzamiento covalente entonces seria necesaria una
posterior purificacion. En los resultados se muestra que el quitosan es capaz de formar
particulas con tamafios que van desde los 100 nm hasta més de 10 um dependiendo de los
factores involucrados en el proceso. Las particulas de mayor tamafio se forman a
consecuencia de que no hay una formacion de coacervados por complejacion ya que el pH
que genera una base fuerte, como el hidréxido de sodio, no es propicio para la
complementariedad electrostatica que se necesita para la formacién del complejo. Caso
contrario ocurre con una base débil como el citrato de sodio. El citrato es un agente
amortiguador de pH con la capacidad de mantener un balance de cargas lo cual facilita la
complementariedad electrostatica con el quitosan protonado. Se ha mencionado que las
interacciones para la formacién de los complejos ionicos son electrostaticas, enlaces de
hidrogeno e interacciones hidrofébicas. La formacion del complejo depende directamente
del grado de ionizacién, densidad de carga y temperatura de la reaccion*®.

Cuando el pH del medio alcanza un comportamiento bésico el quitosan dejara de
estar protonado y una precipitacion no controlada da lugar a la formacién de polimero
solido que tiende a aglomerarse con tamarfios de particula mayores a los 1000 nm siendo
méas marcado este comportamiento cuando la concentracion del polimero en solucién es
elevada; es decir, mientras mayor sea la cantidad de polimero a partir del cual se da la

nucleacion, mayor sera el tamafio de la particula precipitada. Por lo anterior, para obtener
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tamafios menores a 1000 nm es necesario mantener el polimero diluido, es decir que haya
menores interacciones entre el mismo para que cuando tenga lugar la precipitacion la
nucleacion produzca tamafios nanomeétricos. Las técnicas que utilizan solventes organicos
generalmente involucran la formacion de un sistema disperso liquido-liquido en el cual la
fase interna es quien dicta el tamafio de las particulas producidas, mientras menor sea la
fase interna menor sera también la particula producida®. A partir de un sistema disperso al
estado molecular, una concentracion diluida produce particulas de menor tamafio en
comparacion con una solucién concentrada®’.

Por otra parte, también un agente estabilizante con caracter anfifilico en el medio de
reaccién, por ejemplo PVA o poloxamero, es capaz de producir tamafios nanométricos al
momento de llevarse a cabo la precipitacion puesto que es capaz de mantener dispersas las
particulas formadas mediante efecto estérico ya que evita que ocurra la coalesencia™.
Comparando el PVA y el P407 se observa que el primero estabiliza la formacion de las
nanoparticulas de quitosan, este comportamiento se da como consecuencia de procesos de
coacervacion-precipitacion®®*.

Como se mencion0 anteriormente, la formacion de las nanoparticulas es el resultado
de dos procesos consecutivos, la formacion de complejos idnicos entre el quitosan y citrato
de sodio y la posterior sustitucion de estas interacciones electrostaticas por enlaces débiles
de tipo dipolo-dipolo y enlaces de hidrégeno que se dan entre el quitosan y el PVA%. Estos
polimeros son eléctricamente neutros en la cercania de un pH de 7, sin embargo ambos
polimeros tienen dipolos que facilitan una complementariedad que induce la estabilizacion
al momento de llevar a cabo la formacion de nanoparticulas. Matteucci et al***, mencionan que
en un método de precipitacion por antisolvente, una vez que comienza la nucleacion, las
particulas crecen por condensacién ya que las moléculas difunden hacia la superficie de la
particula y se incorporan en la fase sélida, asi mismo por coagulacion de las particulas que
han comenzado a formarse. No obstante, la condensacién disminuye la supersaturacion
puesto que reduce la masa del soluto en la mezcla y por tanto compite con la nucleacion.
También la coagulacién puede reducir la condensacion a medida que se reduce el nimero
total de particulas. En consecuencia una alta velocidad de nucleacion ofrece el potencial de
obtener particulas en escala nanométrica si el crecimiento es controlado en las etapas de

condensacién y coagulacion mediante el uso de agentes estabilizadores que disminuyen la
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velocidad de condensacién y coagulacion de la fase slida'®®. En este caso el PVA se

interacciona con el quitosan mediante enlaces de hidrégeno y provee estabilizacion estérica,
de tal forma que el crecimiento o dicho de otra forma la nucleacion es controlada mediante
el PVA produciéndose tamafios submicronicos. Adicionalmente, la relacion entre ambos
polimeros modifica el tamafio producido pues la interaccion es dependiente de este factor
debido al efecto que tiene el quitosan en la alteracion de la cadena de PVA.

Finalmente la incorporacion del farmaco reduce el tamafio de las particulas debido a la
interposicion entre las cadenas de quitosan lo cual concuerda con la tesis expuesta

anteriormente, el tamafio se vera favorecido hacia poblaciones mas pequefias.
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4.3. Caracterizacion instrumental

Ademas de los resultados comentados anteriormente se realizd andlisis mediante MEB,
DPR-X, CDB-TG e IR para confirmar el encapsulamiento de la Caslll-ia. Los resultados se
comentan a continuacion.

4.3.1. Microscopia Electrénica de Barrido

La figura 4.14 muestra las micrografias de la Caslll-ia y el Quitosan. Se observa
que la Caslll-ia presenta un aspecto cristalino y cuyo tamafio de particula varia de 5 um a
100 um. La forma de las particulas no es esférica, sino de forma rectangular. La

micrografia del Quitosdn muestra un aspecto no cristalino, caracterizado por la forma

irregular de las particulas, mostrando ademas una apariencia en forma de hojuelas.

J
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Figura 4.15. Micrografias de la mezcla fisica entre Ia(Casipel’na Ill-ia y el quitosan(A) y de las NP

de Quitosan cargadas con Casiopeina Ill-ia (B)
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La figura 4.15 muestra la mezcla fisica (A) entre la Caslll-ia y el Quitosan y la
correspondiente formacion de nanoparticulas de quitosan cargadas con Caslll-ia (B) en
relacion 1:1. En la micrografia de la MF (Figura 4.15A) se observan particulas con
apariencia cristalina que muy probablemente corresponden al farmaco, mientras que
también se logran observar rasgos de materia fibrosa que pueden ser debido a la presencia
del polimero. En esta micrografia se observa que la Caslll-ia pierde cristalinidad ya que la
forma de las particulas estd menos definida y se logra observar rugosidad en parte de la
superficie de las particulas. Sin embargo, éste cambio no es suficiente para mencionar que
haya algun tipo de interaccion que modifique la estructura cristalina por efecto de la
presencia del polimero, puesto que el aspecto es practicamente el mismo con respecto a su
estado nativo. En la figura 4.15B se observa la formacion de particulas muy finas de
tamafio sub-micronico. En esta micrografia se logra observar que el aspecto de las
particulas con respecto a su estado original ha cambiado a consecuencia del proceso de
coacervacion precipitacion que da como resultado la encapsulacién del farmaco.

La figura 4.16 presenta micrografias de las nanoparticulas cargadas con el farmaco
(A) y vacias (B). Aparentemente la presencia del farmaco aumenta el tamafio de las
particulas, sin embargo este hecho puede ser atribuido a la naturaleza de la muestra, es
decir, al momento de llevar a cabo la medicién el producto estaba concentrado de tal
manera que la solidificacion dio como resultado la apariencia de particulas mas grandes. No
obstante es posible observar particulas de tamafios muy pequefios las cuales concuerdan

con los datos obtenidos mediante dispersion dinamica de luz.
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o
Figura 4.16. Micrografias de las NPs de Quitosan cargadas con Casiopeina Ill-ia (A) y vacias (B).
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4.3.2. Difraccion de Rayos X de Polvos

DRXP es una técnica de gran utilidad en la identificacion de fases cristalinas. Ha
sido usada ampliamente en el andlisis de mezclas de diferentes formas de cristales, o bien
para determinar el grado de cristalinidad. Un método utilizado para caracterizar el
comportamiento cristalino involucra la intensidad de los picos individuales. En la Figura
4.17 se muestran los difractogramas del Quitosan, Caslli-ia, Caslll-ia-liofilizada, Mezcla
Fisica-Liofilizada (MFL) y Nanoparticulas, para comparar el comportamiento cristalino.

El quitosan ha sido caracterizado mediante la DRXP por Webster et al**®, en su
trabajo demostr6 que el quitosan presenta una red cristalina y una parte amorfa. La regién
cristalina fue caracterizada por la presencia de una banda bien definida en la regién 26 =
29.16° y una serie de picos en 20 = 33-85°, mientras que la region amorfa fue representada
por dos picos amplios en 20 = 9-13° y 17-23°. El polimero analizado en este trabajo
corresponde sélo a una muestra amorfa, ya que a diferencia de lo reportado por Webster et
al'® la figura 4.17 sélo muestra los picos amplios caracteristicos de la regién amorfa del
quitosan y los picos correspondientes a la region cristalina estan ausentes, dejando notar la

naturaleza amorfa del polimero.
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Figura 4.17. Difractogramas de A (Quitosan), B (Casiopeina Ill-ia), C Casiopeina Ill-ia
Liofilizada), (D (Mezcla fisica liofilizada) y E (NP)
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La Casiopeina Ill-ia presenta un estado cristalino y los picos de mayor intensidad se
presentan a 20 = 8.96°, 11.12°, 26.16°, 27.22° y 8.96°. Para descartar los cambios en la
Caslll-ia, debido al proceso de liofilizacién, se proceso la Caslll-ia sola y se observa que
hay una disminucién considerable en el porcentaje de cristalinidad relativo. Este valor se
calcul6 considerando la intensidad de los picos de la Caslll-ia sin liofilizar como el 100 %
y el dato que se obtuvo fue de 30.76%. La tabla 4.9 muestra también el grado de
cristalinidad relativo de la mezcla fisica liofilizada y de las NP solidas.

Cuando se analiza la MFL en la figura 4.17 se observa que las bandas principales de
la Caslll-ia se mantienen difractadas en 26 = 7.64°, 11.12°, 26.16°, 27.22° y 8.96°. No
obstante, el porcentaje de cristalinidad relativo cambia a 44.12 %. Las diferencias en el
porcentaje de cristalinidad de la mezcla liofilizada y del farmaco liofilizado nos refuerza la
hipotesis que se presenta una interaccion débil entre el QS y la Caslll-ia, sin embargo estés
interacciones no son indicativo de algun tipo de degradacién del activo o de formacion de
una dispersion solida ya que no se pierde totalmente la cristalinidad de la Caslll-ia,
inclusive es mayor con respecto a la ausencia del quitosan. Por otra parte en el
difractograma de las NP solo se presenta un estado completamente amorfo representado por
la ausencia total de picos en el grafico. Este comportamiento implica que se ha llevado a

cabo la encapsulacion'*

como resultado del proceso de coacervacion-precipitacion,
indicando con ello que con esta metodologia es posible la encapsulacion de la Casiopeina
I-ia.

Tabla 4.9. Porcentaje de cristalinidad de la Casiopeina Ill-ia tratada con respecto a su estado nativo.

Caslll-ia no tratada (Caslll-ia), Caslll-ia liofilizada (Caslll-ia-L), mezcla fisica Caslll-ia-QS (MF)
y nanoparticulas de QS-CaslllI-ia (NP).

% Cristalinidad

20 Caslll-ia Caslll-ia-L MF NP
8.96 100 26.36 46.01 1.04
11.12 100 30.79 40.04 0.19
26.16 100 32.28 45.10 3.83
27.22 100 33.62 45.33 5.86
Promedio 100 30.76 44,12 2.73
Desv Est 0 3.15 2.75 2.60
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4.3.3. Analisis Térmico

El analisis térmico, mediante DSC y TG, es una herramienta Util para caracterizar la
formacion de sistemas entre dos especies diferentes, por ejemplo complejos de inclusion, y
poderlos diferenciar de una simple mezcla fisica mediante su cambio de comportamiento en
funcion de la temperatura. En este caso, la caracterizacion de la encapsulacion del farmaco
en la formacion de las nanoparticulas estd descrita por la desaparicion de los picos del
termograma*!. Las Figuras 4.18 y 4.19 muestran los perfiles térmicos de la Caslll-ia,
Caslll-ia-Liofilizada, Quitosan, Mezcla Fisica-Liofilizada y las Nanoparticulas. En la figura
4.18 se observa que la curva de DSC de la Caslll-ia muestra un pico endotérmico de 78 a
110 °C que denota la perdida de moléculas de agua, lo cual es confirmado por la curva de
TG (figura 4.19 B) que resulta de la disminucion de peso. Adicionalmente en la curva de
DSC para la Caslll-ia se presenta un pico exotérmico alrededor de 225 °C debido a la
disociacion del complejo y la subsecuente degradacion de uno de los componentes como lo
demuestra la curva de TG (figura 4.19 B), posiblemente debido a la oxidacion del
acetilacetonato. De acuerdo al analisis térmico, la Caslll-ia (figura 4.18 B) es una molécula
hidratada, cristalina, sin presencia de transiciones cristalinas o vitreas, con un pico

exotérmico alrededor de 225 °C.
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Figura 4.18. Curvas de Calorimetria Diferencial de Barrido de A (Quitosan), B (Caslll-ia), C
(Caslll-ia-Liofilizada), D (Mezcla Fisica-Liofilizada) y E (NP).
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Figura 4.19. Curvas de Termogravimetria de A (Quitosan), B (Caslll-ia), C (Caslll-ia-Liofilizada),
D (Mezcla Fisica-Liofilizada) y E (NP). La figura de la izquierda representa los datos normalizados
con respecto al peso de cada muestra. La figura de la derecha muestra las graficas separadas para
mejor apreciacion.

Por otra parte, la curva de DSC del quitosan (Figura 4.18 A) no muestra las tipicas
bandas anchas endotérmicas debidas a la evaporacion de moléculas de agua por debajo de
100 °C, pero si un pico exotérmico que indica el inicio de la descomposicion que se
presenta en la mayoria de los carbohidratos, la cual esta presente en la curva de TG (figura
4.18 A) a partir de 250 °C. La curva de DSC de la Mezcla Fisica-Liofilizada (Figura 4.18
D) permite la observacion de un solo pico exotérmico debido a la disociacion de la CasllI-
ia, lo cual nos indica que al parecer no hay interaccion entre estas dos especies que
implique la sustitucion de alguno de los ligantes o el posible rompimiento del compuesto de
coordinacion, ya que en temperaturas menores 0 mayores a 225 °C no se observa la
presencia de algun evento, de hecho la curva de TG (Figura 4.19 D) muestra los eventos
correspondientes a la perdida de agua de la Caslll-ia y a la disociacion de la misma con la
continua descomposicion del quitosan. Sin embargo, cuando se lleva a cabo la formacién
de la NP, en la curva de DSC (Figura 4.18 E)los picos endo y exotérmicos caracteristicos
del farmaco desaparecen, en consecuencia se puede mencionar que el activo ha quedado

incluido en el interior de la NP

. Adicionalmente en la curva de TG (Figura 4.19 E) se
observa que las nanoparticulas retienen agua en el interior, ya que se muestra una pendiente
desde 60°C al iniciar el analisis y se mantiene hasta llegar a los 203°C, dicho

comportamiento es caracteristico cuando hay pérdida del solvente, en este caso agua.
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4.3.4. Espectroscopia de Infrarrojo

En la figura 4.20 se muestran los espectros de IR de los sistemas estudiados. La
figura 4.20A sefiala el espectro del quitosan, en la cual se logra observar las bandas
caracteristicas de las vibraciones de los enlaces O-H en 3430 cm™, C-O-C en 1076 cm™ y
H-N-H en 1626 cm™, las cuales han sido descritas anteriormente®®. En la figura 4.20 B
presenta el espectro de la Casiopeina Ill-ia y se observan las bandas caracteristicas de las
vibraciones de los enlaces N-H en 3474 cm™, NO; en 1384 cm™, aromaticos en 1587 cm™,
bipiridina en 1490 cm™ y -C=N en 1528 cm™.

Por otra parte se observa en la figura 4.17C el espectro resultante de la mezcla fisica
entre el quitosan y la Caslll-ia. En esta ilustracion se logra observar que las bandas
caracteristicas de la Caslll-ia permanecen visibles y no hay desplazamientos de los picos,
por lo que se puede sostener que no hay una interaccion que implique el rompimiento del
compuesto de coordinacién. A diferencia del comportamiento de la figura anterior, en la
figura 4.20D se muestra el espectro de las NP y se observa que si hay un encapsulamiento
de la Caslll-ia ya que las bandas presentes en la region de 1750 a 1250 cm™ se ven

traslapadas o bien como una sola banda de absorcion™**.
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Figura 4.20. Espectros de infrarrojo de A (Quitosan), B (Casiopeina Ill-ia-Liofilizada), C (Mezcla
Fisica-Liofilizada) y D (NP)

89



4.-RESULTADOS Y DISCUSION

Los picos de la Caslll-ia, de 1384 cm™ correspondiente a los movimientos
vibracionales del los enlaces NO; y el pico de 1587 cm™ de los grupos aromaticos, se
traslapan pero no desaparecen, mientras que la banda de 1490 cm™ de la bipiridina
desaparece. Asi mismo el pico de 3430 cm™ se hace mas amplio indicando que hay un
aumento de los enlaces de hidrogeno. Este comportamiento indica que el farmaco si se
logra encapsular al darse la formacion de las nanoparticulas.

Las técnicas anteriores demostraron que el proceso de coacervacion-precipitacion es
capaz de formar nanoparticulas de quitosdn en cuyo interior queda encapsulada
parcialmente la Caslll-ia, dichos resultados son soportados ya que en cada caso las bandas
caracteristicas de la molécula activa o el polimero se ven modificadas a consecuencia del
método de formacion. Por ejemplo, la mezcla liofilizada permite la observacion de los
picos caracteristicos de la Caslll-ia, lo cual nos indica que al parecer no hay completa
disolucion de la Caslll-ia en el quitosan. Sin embargo cuando se lleva a cabo la formacién
de la NP el pico caracteristico del farmaco desaparece, en consecuencia se puede mencionar

que el activo ha quedado incluido en el interior de la NP.
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4.4.Evaluacion in vivo de las nanoparticulas

La evaluacion in vivo de las nanoparticulas se realizé en ratones trasplantados con
células de melanoma B16, en los cuales se evaluaron diferentes formulaciones. La tabla 4.9
detalla los resultados que arrojo el estudio.

En la tabla 4.10 se puede observar que en este estudio la formacion de las
nanoparticulas mejora favorablemente el indice de supervivencia de los animales tratados, a
diferencia de la administracion del farmaco solo. Estos resultados demuestran la utilidad de
formular moléculas de farmacos anticancerigenos en nanoparticulas, las cuales pueden

presentar el efecto EPR®*3°

y permitir mejorar el efecto de las moléculas activas mediante
mayores tiempos de residencia®®. Adicionalmente el quitosan es un polimero al cual se le
atribuyen propiedades como promotor de la absorcién y mucoadhesividad, promoviendo

con ello el aumento de permeabilidad™*

, ademas de que su pKa favorece la liberacién en
sitios con ambiente acido como el caso de las células tumorales, las cuales presentan pH
4cido por efecto de la acidosis provocada por la hipoxia celular’. Adicionalmente la Figura
4.21 muestra el peso de los ratones después de los tratamientos con el farmaco sdlo, en
nanoparticulas y nanoparticulas con acido folico. Los resultados indican que la adicién de
acido fdlico aumenta aln mas esta respuesta ya que la ganancia en peso es menor que para

los casos en que esta el farmaco solo o en nanoparticulas.

Tabla 4.10. Incremento de supervivencia de los ratones tratados con diferentes formulaciones de la
Casiopeina Ill-ia.

. INCREMENTO DE
Grupos Formulaciones SUPERVIVENCIA (%)
1 Casiopeina Ill-ia en agua desionizada: 6 mg/kg 6.6
gd 4x3 dias: 1,5y 9 '
5 NP cargadas con Casiopiena Ill-ia: 6 mg/kg qd 46.7
4x3 dias 1,5y 9 '
3 NP cargadas con Casiopiena Ill-ia + acido félico. 545
6 mg/kg qd 4x3 dias 1,5y 9 '
4 Ciclofosfamida 50 mg/kg una aplicacion. 28.74
5 Control (Agua desionizada) 0
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Este efecto puede explicarse debido a que en las células tumorales el receptor para acido

13,70,88,89

folico estd sobre-expresado , en consecuencia hay mayor preferencia por esta

molécula, contribuyendo con ello a que las particulas cargadas con la Caslll-ia alcancen de

manera selectiva aquellas células las cuales quieren ser atacadas.

334
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Figura 4.21. Peso promedio de los ratones con diferentes tratamientos después de ser implantados
con el melanoma B16. (m) Cas Ill-ia sola, () NP (QS-Caslll-ia) y (A) NP-AF (QS-CasllI-ia).
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1. Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos se puede concluir que:

La respuesta biologica in vivo de la Caslll-ia formulada en nanoparticulas es mayor en

comparacién a la molécula sola.

Las curvas de viscosidad de los sistemas Caslll-ia QS indican que existe interaccion entre
ambas moléculas las cuales son de tipo no covalente.

Los espectros de las Caslll-ia en la region del visible no aportan evidencia que indique su
degradacién por la presencia de quitosan en medio acido.

Los espectros de la Caslll-ia obtenidos mediante EPR muestran que la esfera de
coordinacion no se ve afectada por la presencia de quitosan en medio &cido.

Los datos termodinamicos sugieren que la interaccion que ocurre entre la Caslll-ia y el QS
es minima con respecto a otros sistemas Cu (I1)-Qs.

La actividad in vitro de la Caslll-ia en la linea celular HeLa no se modifica por la presencia
de quitosan o por las condiciones de preparacion de NP

La técnica de coacervacion es una alternativa para formar nanoparticulas de quitosan
encapsulando Caslll-ia.

La formacion de nanoparticulas de quitosan de tamafios de 100 a 300 nm, empleando el
método de coacervacion, se obtiene controlando la concentracion del polimero (0.1 % p/v),
concentracion de estabilizante (0.1 % p/v), pH del medio (7.8-8.2) y velocidad de agitacion
(> 14 000 rpm).

Las técnicas de caracterizacion utilizadas confirman que la Caslll-ia se logra incluir en las
NP cuando se preparan por el método de coacervacion.

La administracion de Caslll-ia en NP de quitosan aumenta el tiempo de sobrevida y
disminuye la ganancia en peso con respecto a la administracion de la Casllli-ia sola.

La preparacion de NP cargadas con Caslll-ia, a partir del quitosan modificado con acido
félico, aumenta el tiempo de sobrevida de ratones trasplantados con melanoma B16 y

disminuye la ganancia en peso con respecto a las NP de quitosan.
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5.2. Perspectivas

La investigacion cientifica es una actividad dinamica que esta cambiando constantemente,
por lo tanto, el trabajo presentado debe tener continuidad para complementar los aspectos

que por alguna razon no se llevaron a cabo. Algunas de las actividades sugeridas son las
siguientes:

e Realizar la cuantificacion del farmaco en el tumor y drganos para definir su
biodistribucion.

e Realizar estudios de marcaje para comprobar la acumulacién de farmaco en el
tumor.

e Optimizar la reaccion de conjugacion entre el Quitosan y acido fdélico.
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Casiopeinas” are a new generation of anticancer drugs that have shown great in vitro and in vivo anti-
neoplastic activitias. Information about interaction drug-excipient, for daveloping 2 based-nanoparticle
drug delivery system, has not been investigated yet. In order to eluridate it chitosan (CS) modifies the
ropper camplex due to its interaction wirh Cu®* ion, different studies in aqueous media between (S
and Casiopeina Ill-ia (Cas [ll-ia) were carried out. C5-Cas [ll-ia mixtures were characterized by viscosity
curves, UV-vis, EPR. and in vivo activity against HeLa cell line. Rheological behavior showed a decrease of

g?.’q:;mq viscosity when the drug was present due to diminished electrostatic interactions of charged amine group.
Flitosai UV-vis results illustrate that Cas lil-ia is not stable at low pH as a result of interaction with acetic acid.

However, when chitosan is present at the acidic solution Cas Ill-ia is stable. These results are supported
by EPR studies. Finally, activity ol the drug against HeLa cell line was not modified. Therelure, the present
wuork presents evidence that there is no breaking of copper complex due to interaction between CS and
Cas Ill-ia in acidic media. In addition, Cas Ill-ia maintains both its stability and effectiveness against can-

Casiopeinas®
Copper interaction
Prefermulation

cer cell line.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Intraduction

In cancer therapy, most of the conventional chemotherapy is
not always successful; it releases the anticancer drug into both tu-
mor and normal cells. Nanoparticles are carriers for conventional
drugs' as well as for peptides and proteins, enzymes, vaccines, or
antigens and they can enhance bioavailability by longer circulation
times compared with Lhe [ree drug alone, which medans that they
can improve tumor uptake; moreover, they have been shown to
accumulate more readily in tumors.®* For example, doxorubicin,
a potent anticancer drug associated with cardiotoxicity and low
oral bicavailability, was loaded into nanoparticles demonstrating
superior performance in vive, versus the drug alone, characterized
by a sustained release (80%) for 24 days, with evidently enhanced
bioavailability and lower toxicity.?

Pt-compounds have been used for cancer treatment with good
resulrs.>® A major fearure of these compntuinds is rhe rransition me-
tal, which has been a key to synthesize more anticancer drugs.”™’
Casiopeinas™ are a new generation of anticancer agents which
are coordination complexes with copper as metallic center.”® The

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56223849; fax: 52 55 56162010,
F-mail address: bernadf@comunidad unam mx (M| Bernad-Rernad)

0008-6215/3 - sez front matter @ 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
deii10.1016fj.carres.2010.07.007

design of the molecules was made considering several factors such
as: the compounds should contain an essential metal in order to
diminish toxicity; they should include chelates that favor the
cis-configuration around the metal ion and also render more stable
complexes: and finally the mixed chelate must possess different
levels of hydrophobicity.” Many of these molecules have shown
greater antineoplastic potency than cisplatin in vitro and in
blank;vivo studies of a variety of tumor cell lines.”® Casiopeina
lll-ia [Cu(4.4'-dimethyl 2.2'-bipyridine) (acetylacetonate)|NO;
(Cas 1I-ia) is one of the most studied and it has a promising future
as anticancer drug.'®

In spite that the mechanism of action is poorly understood, it
has been reported that this copper complex is toxic probably due
to their high potential to participate in redox reactions which could
cause apoptosis in cells.'” Additionally, the effects of Cas-Ill-ia in
an in vitro study were evaluated and it was found that the drug re-
duced rhe viahility and induced nerrosis and apoprnsis, while in an
in vivo study it was shown that it diminishes the proliferation of
tumor cells, so it is capable to increase the number of days in dou-
bling size and to reduce the mitotic index at the higher dose
administered."!

Nevertheless, as it is the case in other metallic drugs Casiopei-
nas” have to maintain their structure to show activity, that is, they
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have to penetrate into the cells without being dissociated.5'? A
study demonstrates that the isolated 5-FU-cisplatin adducts are
notas effective antitumor agents as when they are used in combina-
tion."® A coordination complex-like Casiopeina could be broken by
substitution of some of its ligands before it gets its target; in other
words, it can show instability in living systems. To avoid this, it is
necessary to employ a drug delivery system [DDS), since a DDS fre-
quently contains a polymer that modulates the release of the drug.
Such is the case of chitosan (CS), a biodegradable! natural polysac-
charide, N-deacetylated derivative of chitin, which can be obtained
from crustaceans, insects, fungi, etc. Chitosan (CS) is an important
polymer with ~OH and -NH; groups which can interact with several
metals'*'® and is of interest for drug delivery." This polymer has
been widely used as a micro and nanoparticle vehicle2°** Com-
pared to many other natural polymers chitosan when dissolved pre-
sents a positive charge due to protonation of the amine group. The
primary amine groups render special properties that make CS very
useful (it can be dissolved easily) in pharmaceutical applications.??
Due to the fact that €S is very efficient in binding some transition
metals, the study of Cu®* complexation processes with chitosan is
important because of its potential applications in metal recovery
and purification,'® pharmacy,'® catalysis,'” etc.

Copper sorption on chitosan flakes has been the subject of some
studies. Several ways of complexation have been proposed to
explain its accumulation on nitrogen sites. However, this process
is very pH dependent. The lower the pH the lesser is the copper re-
tained. This can be explained in terms of the generally accepted
fact that copper binds to nitrogen with the formation of a single
bond, without inter- or intra-molecular coordination, and thus
the copper ions form a pendant complex with amine sites, without
reduction of the metal,'”?? if these sites are protonated, the copper
cannot bind. Using it in solution increases the accessibility to reac-
tive sites and their availability making binding easier than in solid
state.!®17

Then, a casiopeina-loaded chitosan DDS will be developed in ar-
der to obtain a good delivering system for these drugs. Therefore, it
is important to investigate if CS modifies Casiopeina due to inter-
action of amine or hydroxy groups with Cu?*. To study the stability
of the drug, the interaction of Cas lll-ia with chitosan was studied
at pH 3.8-4.3 media, and we have examined the behavior of the
metal complex with CS using rheology, UV-vis spectroscopy, elec-
tronic paramagnetic resonance, and in vitro activity.

2. Experimental
2.1. Materials

All reagents were used without further purification or treat-
ment. Copper complex, ([Cu(44'-dimethyl 22-bipyridine)
(acetylacetonate)|NO5 (Cas Il ia NOg)), was provided by Dr. M. E.
Bravo-Gomez (UNAM). Acetic acid and chitosan were purchased
from Sigma-Aldrich (México). Deionized water was obtained from
NANOpure Diamont System™ (Barnstead).

22. Methods

2.2.1. Rheological measurements

Different concentrations (0.1%, 0.2%, 0.3%, 0.5%, and 0.7%, w/v)
of CS solutions were prepared by dissolving chitosan in deionized
water with glacial acetic acid.

CS systems were prepared as mentioned above; alter chitosan
solutions were prepared, to each solution the same amount of Cas
Ill-ia (10 mg/mL) was added and dissolved. The measured pH of
the homogenized solution was 4.1-4.3. All the rheological measure-
ments were performed in a stress-controlled rheometer model TA-

Instruments AR-2000 using a double-concentric-cylinder geometry
and a temperature control bath (Haake, Germany, FT). The solutions
were characterized regarding their steady shear viscosity function,
n(y), using a unidirectional steady shear flow, with shear rates rang-
ing from 0.1 to 1000 s, All samples were tested out at 25and 37 °C
at least twice,

2.2.2, UV-vis

Cas Ill-ia concentration was kept constant in all experiments. In
the first set of experiments, the pure drug was dissolved in deion-
ized water and aqueous acetic acid 1% v/v to get a final concentra-
tion of 5mM of the drug. On the other hand Cas Ill-ia-CS systems
were prepared as follows: chitosan solutions with different con-
centrations of monomer (0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
and 40 mM) were prepared dissolving the proper amount of chito-
san in deionized water with acetic acid from 1.4 to 111.6 mM and
to these solutions Cas Ill-ia was added and dissolved. Experiments
were performed at 20, 25, 30, 37 and 40 °C, using an Ocean Optics
Spectrophotometer S2000 and all the measurements were per-
formed at 610 nm.

2.2.3. EPR studies

All the solutions employed were prepared as mentioned above
and all spectra were measured in an ELEXSYS E500 magnet spec-
trometer working at X-band frequency (9.5 GHz). All the measure-
ments were performed in solution at room temperature at the
same conditions.

2.2.4. In vitro activity

In vitro activity evaluation was carried out as previously
described by Gracia-Mora et al.” Briefly, Hela cells were cultured
in RPMI Medium supplemented with 10% FBS, 1% antibiotics, and
1% amino acids, at 37 °C and 5% CO, atmosphere, until subconflu-
ent phase was reached and further harvested with a 0.01% tryp-
sin-EDTA solution. HeLa cells were seeded in 96-well plates and
then treated separately with our samples for 24 h and measured
as described by Skehan et al.?* Cultures were fixed with 10% tri-
chloroacetic acid and stained for 30 min with 0.4% (wt/vol) sulfo-
rhodamine B (SRB) (Sigma Chemical Co.) dissolved in 1% acetic
acid. Unbound dye was removed by washes with 1% acetic acid,
and protein-bound dye was extracted with 10 mM unbuffered Tris
base [tris (hydroxymethyl) amino methane| to determine optical
density in a 96-well pL plate reader at 564 nm.

3. Results
3.1. Steady shear flow measurements

Typical viscosity curves for CS and C5-Cas 1ll-ia solutions in acid
media, as a function of the concentration at 25 °C, are shown in
Figure 1.

Due to the fact that plots of viscosity vs shear rate present a
newtonian behavior at low shear rates followed by a shear thin-
ning region (which often takes the form of a power law straight
line on logarithmic axes), the experimental data were analyzed
using the Ostwald-de Waele (R*<0.9) model and Cross model
(R?>0.95).

Cross model was found to be the most appropriate to fit the
flow curves of CS and CS-Cas Il solutions at all concentrations.

The Ostwald-de Waele model is expressed by:

1=k (n
where 7 is the shear viscosity (Pas), 7 is the shear rate (s '), k is

the consistency index (Pas"), and n is the fluid behavior index
(dimensionless).
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And, Cross model is expressed by:

N-fls _ ;m 2)
Mo—N. 1+(47)

where 1 is the shear viscosity (Pa s), 7 is the shear rate (s 1), iis the
characteristic time (s), m is the flow index [m=1 —n] (dimension-
less), and ng and 1., are the asymptotic viscosities at low shear rate
and high shear rate, respectively.

Eq. 2 has been found to represent correctly the macromolecular
solutions of polysaccharides. Although higher concentrations obey
the Ostwald-de Waele (power-law relationship)?*?° this was not
the case.

CS dissolutions show a concentration-dependent viscosity. At
concentrations lower than 0.1% (w/v) they behave as a simple
Newtonian fluid (data not shown); on the other hand, concentra-
tions from 0.1% to 0.7% w/w perform as shear-thinning fluid; this
means that their viscosity decreases as the rate of deformation
increases.

When Cross model is used to describe non-Newtonian liquids,
the degree of shear thinning is dictated by the value of m. When
m tends to zero the equation describes more Newtonian liquids,
while the most shear-thinning liquids have a value of m tending
to unity. In this case, the parameter m changes from 0.755 to
0.834 as concentration increases from 0.1% to 0.7% describing
important changes in pseudoplasticity levels.®’

Figures 2 and 3 compare CS and CS-Cas lll-ia solutions (Figs. 2
and 3) with the same concentration of CS at 25°C and 37 °C,
respectively. In both temperatures the observed viscosity was
smaller for systems including the drug. This behavior is in agree-
ment with the general knowledge of the viscosity and their ascent
is much larger in the absence than in the presence of a salt. In these
cases, the statistical analysis of the viscosity shows that there are
significant differences (P <0.01).

Analysis of these curves indicates that viscosities of both CS and
CS-Cas lll-ia are constant at low-enough shear rates and tend to
decrease to a constant value at high-enough shear rates, showing
two regions. These two Newtonian regions are usually indicated
as lower and upper Newtonian plateaus, respectively, according
to Cross model of viscosity.?® On the other hand, data at 25°C
and 37 °C seem to indicate that the higher the temperature the
lower is the viscosity. This behavior was observed in all samples
including CS or CS-Cas lll-ia solutions.

3.2. UV-vis

Spectroscopic experiments in the UV-vis region were per-
formed in order to investigate the interaction between chitosan
and Cas Ill-ia (Figs. 4-6). Figure 4 displays a Cas Ill-ia characteristic
spectrum of a Cu** coordination compound, showing a broad band
at 620 nm typical of the d-d transitions and a shoulder of a charge
transfer band around 400 nm.

3.2.1. Acetic acid effect

Spectra of Cas lll-ia aqueous solution and Cas Ill-ia acetic acid
aqueous solution are compared at 25 °C (Fig. 5). It can be seen that
acetic acid modifies the coordination compound; both charge
transfer and the d-d transitions band are displaced, clearly reflect-
ing the modification of the coordination sphere of the cation. On
the other hand, this effect is influenced by temperature; the higher
the temperature the more pronounced is the change.

3.2.2. Chitosan influence

The spectra obtained for these mixtures are shown in Figure 6.
One broad band around 610 nm and a shoulder around 400 nm are
also observed; however, aqueous spectra of Cas Ill-ia with neutral
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Figure 4. UV-vis spectra of Cas Ill-ia in aqueous solution at different molar
concentrations. A (1 mM) B (2mM), C (3 mM), D (4 mM), and E (5 mM).
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Figure 5. UV-vis spectra of Cas lll-ia in the presence of acetic acid (AA) at different
concentrations and chloride acid (HCl) 1 M. A (alone) B (AA 0.1 M), C(AA 1M), D
(HCl 1 M+AA 1 M), and E (HCl 1 M).
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Figure 6. UV-vis spectra of Cas lll-ia in aqueous solution (5 mM) and Cas Ill-ia-CS
(from 0.5 to 40 mM monomer) in agueous solution with acetic acid.
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Table 1
K values calculated and some thermodynamic parameters obtained from Vant Hoff
equation

Temperature (K) 293.15 298.15 303.15 310,15
Ky, (M) 19365 24639 290.04 355.81
AG (k|/moal) -12283 —13.65 -1429 15.14
AH (k}/mol) 2664 26,64 26.64 26.64
AS (J/mol K) 13495 13495 13495 13495

pH and Cas Illl-ia-CS in acid media are similar. These facts suggest
that acetic acid reacts only with chitosan while the drug seems to
remain unchanged. Once chitosan is in excess, the absorbance of
the Cas Ill-ia spectrum is slightly modified, indicating that there
are some possible weak interactions between the copper complex
and the CS, but they are clearly different from those presented for
the complex without chitosan in acid media.

3.2.3. Thermodynamic parameters

In order to characterize CS-Cas Ill-ia interaction, spectra of both
CS and CS-Cas Ill-ia in solution were measured at several temper-
atures. We have assumed a 1:1 stoichiometric mode for the adduct,
using the Benesi-Hildebrand plot to get K;,. The binding constant
was obtained using the measured absorbance at 610 nm. In the
studied region, the observed association constant was somewhat
small. The thermodynamic parameters (AH and AS) were obtained
using the Vant Hoff equation. These parameters and Ky, are
recorded in Table 1.

3.3. EPR studies

Spectra of free Cas lll-ia, and in the presence of CS, are shown in
Figure 7. Their EPR spectra at room temperature exhibited at low
field a set of four hyperfine (HF) lines, corresponding to the inter-
action of the electron with the Cu ion (nuclear spin I- 3/2).

The presence of CS does not modify the drug EPR spectrum.
These results support that the drug remains stable in spite of the
presence of the CS.

3.4. In vitro activity

To evaluate the cell growth inhibition profile of our samples, a
human cancer cell line was used (HeLa). In Figure 8 the antiprolif-
erative effect of the Casiopeina in the presence of chitosan in acid
media and the effect of the vehicles are shown. This figure depicts
the vehicle-independent effect of the drug on cell viability; in all
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Figure 8. Anti-proliferative effect of acetic acid (AA) and chitosan (CS) in acetic acid
and Cas lll-ia (Cas Ill-ia) in the presence of acetic acid and chitosan at different
concentrations v/v. M Control and CSP, AA CS-AA, and [0 CSP-AA-CS.

experiments most cells died after treatment, when Cas Ill-ia was
present for 24 h. According to the obtained data, acetic acid seems
to have no effect on cell viability; finally, chitosan solutions at low
concentration show no effect, however, when concentration is
increased it seems to have slight growth inhibition. From this,
we can conclude that the cell growth inhibition effect is mainly
due to Cas Ill-ia.

4. Discussion

Casiopeinas™ are coordination complexes with copper as a
metallic center. These molecules have shown greater antineoplas-
tic strength than cisplatin in vitro and in vivo studies of a variety of
tumor cell lines. However, high concentrations of Casiopeinas®, as
many others drugs, have deleterious effects associated to their
in vivo administration; therefore chitosan-nanoparticles will be
developed for a sustained release of Cas Ill-ia. An important stage
in developing a pharmaceutical product is drug-excipient interac-
tion. The present work illustrates the CS-Cas lll-ia interaction in
acid media toward the production of Cas Ill-ia-loaded submicron
particles. This is important because one of the methods to produce
micro or nanoparticle is by coacervation, which involves pH
changes. Since chitosan has a pKa ca. of 6.5, if a change of pH from
acidic to basic occurs, precipitation will take place.

a| b]
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Figure 7. EPR spectra of Cas Il alone (a) at different concentrations from 1 mM (bottom) to 4 mM (upper) and mixtures (b) of Cas Ill-ia-acetic acid (1:1 molar relation) and
Cas lll-ia-acetic acid (1:1:1 molar relation). Cas lll-ia (CSP), Cas lll-ia-acetic acid (CSP-AA), and Cas lll-ia-acetic acid-chitosan (CSP-AA-CS).
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From the rheological characterization it is clear that changes in
viscosity are related to the alteration of the structural conforma-
tion of polyelectrolytes in solution®® and such alterations in the
structure are observed in the case of the system C5-Cas Ill-ia com-
pared to CS, where this can be interpreted as the segregation of
chitosan backbones; this produced due to the collapse of the
ordered structure and the decrease of hydrogen bonds due to the
presence of Cas lll-ia. This fact suggests that the presence of hydro-
gen bonds between chitosan and water, which maintain an entan-
gled structure, are replaced by C5-Cas lll-ia interaction. Studies on
free copper-chitosan interaction pointed out that copper binds to
nitrogen with the tormation ol a single-bonded complex, without
inter- or intra-molecular coordination, however, it is difficult to
know if that occurs here, However, the decrease of viscosity, when
Cas lll-ia is present. can be attributed to shrinkage of the polyelec-
trolyte chain, due to the screening of the charged groups of the
chain by Cas Ill-ia. This is caused by a decrease of interactions of
chitosan macromolecules leading to their disentanglement, the
CS with Cas Ill-ia solutions behave similarly to solutions of neutral
water-soluble polymers, in consequence values of m from Cross
model are lower for C5-Cas lll-ia than CS alone.

UV-vis supports the idea of some weak interaction (hydrogen
bond and van der Waals); spectra recorded show that there is some
interaction between CS and Cas Ill-ia, and at the same time there is
no indication about changes in the structure of Cas Ill-ia as can be
corroborated because the bands belonging either to d-d transitions
or to charge transfer remain the same as before the interaction. All
this suggests that the Cas llI-ia complex is stable in the presence of
CS. From the thermodynamical data acquired, the small positive
value of AH and favorable AS suggests that non-covalent binding
is occurring between CS and Cas lll-ia. Once the stability of Cas
Ill-ia was guaranteed, an assay was performed to evaluate its
in vitro activity against Hela cell Line. Although it has been dem-
onstrated that there is an interaction between €S and Cas lll-ia, this
is quite small, and in consequence in vitro activity of Cas Ill-ia in
solution with CS, art least in HeLa cell line, is the same as that ob-
served for the drug alone. These results support that Cas Ill-ia
maintains both its structure and effectiveness against cancer cell
line such as the Hela cell line and is in concordance with the
behavior observed through this work.

In summary, this work has shown the interaction between CS
and Cas Ill-ia. Studies carried out in solution support that there is
no evidence of breaking of the complex. But only weak interactions
were detected. This can be explained taking into account that the
polymer surrounds the complex, although there is no coordination
between the metal and the CS due tc the fact that the primary
amines are protonated. This can be assured because the electronic
and EPR spectra remain unchanged. Cas lll-ia is stable and main-
tains its effectiveness under acid conditions in the presence of
CS. Since coacervation is a manner to prepare micro or nanoparti-
cles, it can be used through a pH change to get Cas lll-ia-loaded

chitosan submicron particles guaranteeing drug stability during
each step of the method. Therefore, future work will be focused
to prepare a Cas lll-ia drug delivery system by means of pH change.
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