UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS QUIMICAS

“NANOENCAPSULACION DE CASIOPEINA® IlI-IA EN UN SISTEMA
NIOSOMAL Y ESTUDIO DE SU LIBERACION IN VITRO”

TESIS

PARA OPTAR POR EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA

Q.l. ZENAYDA AGUILAR JIMENEZ

DRA. LENA RUIZ AZUARA

FACULTAD DE QUIMICA

CIUDAD DE MEXICO, MEXICO, NOVIEMBRE DE 2016.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS QUIMICAS

“NANOENCAPSULACION DE CASIOPEINA® lII-IA EN UN SISTEMA
NIOSOMAL Y ESTUDIO DE SU LIBERACION IN VITRO”

TESIS
PARA OPTAR POR EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA

Q.l. ZENAYDA AGUILAR JIMENEZ

\%
Ciencias Ciudad de México 2016

Qulimicas



Jurado Asignado

Presidente: Dr. Jesus Gracia Fadrique
Vocal: Dra. Flora Adriana Ganem Rondero
Vocal: Dra. Maria Josefa Bernad Bernad
Vocal: Dr. Ernesto Rivera Garcia

Secretario: Dr. Ernesto Carrillo Nava

Lugar donde se desarrollé el trabajo

Laboratorio 210 y 05 Quimica Inorganica Medicinal. Departamento de Quimica Inorgdanica y

Nuclear. Faculta de Quimica, UNAM.
Congresos y foros donde se ha presentado el trabajo

-Simposio de Avances y Perspectivas en Quimica Inorgdnica y Medicinal. Taxco, Guerrero,

noviembre de 2015.

-Simposio Anual del Instituto de Quimica. Ciudad Universitaria, Ciudad de México, abril de

2016.
-51 ° Congreso Mexicano de Quimica. Pachuca de Soto Hidalgo, octubre de 2016.
Asesor

Dra. Lena Ruiz Azuara

Sustentante

Q.l. Zenayda Aguilar Jiménez



Agradecimientos

A la Dra. Lena Ruiz Azuara, por la direccién de esta tesis, sus consejos, paciencia, carifio y por

permitirme ser parte de su gran grupo de trabajo.

A los proyectos PAPIIT IN 218013, CONACYT 179119 y PAIP 5000-9047 por el apoyo

econdmico.

A CONACYT por la beca otorgada en el periodo 2015-I - 2016-2 con numero de becario
335983. Y por la beca por ayudantia SNI Nivel III.

A la M. en C. Ana Luisa Alonso Saenz por otorgarme la Casiopeina lll-ia utilizada en este

trabajo.
Al M. en C. Adrian Espinoza Guillén por el apoyo técnico en el laboratorio.

Al Dr. Jesus Gracia Fadrique por permitir realizar las pruebas de dispersion dindmica de luz

en el laboratorio 310 del edificio F de la Facultad de Quimica, UNAM.

A la Dra. Maria Josefa Bernad Bernad por permitir realizar los estudios del perfil de

liberacion en el laboratorio 002 y 003 del edificio F de la Facultad de Quimica, UNAM.

A la M. en C. Silvia Davila Manzanilla por los estudios inhibicién de la proliferacion celular

realizados en el laboratorio 05 del edificio B de |la Facultad de Quimica, UNAM.
Al 1.Q. Ivdn Puente Lee de la USAI por los estudios de microscopia de barrido y transmisién.

A los integrantes del laboratorio 210, por sus consejos, asesorias, ayuda, buen

compaiierismo y ambiente de trabajo. A todos, gracias.



DEDICATORIAS

A Dios, por tantas bendiciones en mi vida.

Citando las palabras de mi hermano: "Uno no escoge a su familia, pero la vida y Dios hicieron

un excelente trabajo al escogerla por mi".

Agradezco eternamente a mis padres, Zenayda y José Arturo, por el apoyo y amor

incondicional, por su eterno esfuerzo, son el motor de mi vida.

A mis hermanos y mejores amigos Beatriz y José Arturo, por ayudarme, amarme y apoyarme

siempre en todo.

A Moisés, gracias por tu eterna paciencia, por tu apoyo, siempre me contagias con tu

optimismo, gracias por ser mi compafiero de vida y mejor amigo.



CONTENIDO

INTRODUCCION 1
I. ANTECEDENTES 3
1.1 CANCER 3
1.2 QUIMIOTERAPIA 4
1.3 CASIOPEINAS® 5
1.4 CaslIoPEINA llI-1A 7
1.4.1 ACTIVIDAD BIOLOGICA 9
1.4.2 MECANISMO DE ACCION 9
1.4.3 FARMACOCINETICA PRECLINICA 10
1.5 LIBERACION MODIFICADA DE FARMACOS 11
1.6 NANOACARREADORES 12
1.7 NANOACARREADORES PARA EL TRATAMIENTO EN CANCER 12
1.7.1 NANOENCAPSULACION DE CASIOPEINA IlI-I1A 14
1.8 NIOSOMAS 16
1.8.1 FACTORES QUE AFECTAN LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS NIOSOMAS 18
1.8.1.1 Balance hidrofilico-lipofilico (HLB, por sus siglas en inglés) 18
1.8.1.2 Temperatura de transicion de fases (Tc) 19
1.8.1.3 Pardmetro de empaquetamiento (CPP) 19
1.8.2 TERMODINAMICA DE LOS NIOSOMAS 20
1.8.3 FORMACION DE LOS NIOSOMAS 21
1.8.3.1 Tensoactivos 21
1.8.3.1.1 Tensoactivos no idnicos 21
1.8.3.2 Agentes aditivos 22
1.8.3.2.1 Colesterol 22
1.8.3.2.2 Molécula cargada 23
1.8.3.3 Efecto de la concentracion tensoactivo/aditivos 24
1.8.4 TIPOS DE NIOSOMAS 24
1.8.5 METODOS DE PREPARACION DE LOS NIOSOMAS 25
1.8.5.1 Método de hidratacién de pelicula delgada (MHPD) 25
1.8.5.2 Método de inyeccion de éter (MIE) 26
1.9 NIOSOMAS USADOS PARA FARMACOS PARA EL TRATAMIENTO CONTRA EL CANCER 26
HIPOTESIS 28




OBIJETIVO GENERAL 28
OBIJETIVOS ESPECIFICOS 28
Il. MATERIALES Y METODOS 29
2.1 MATERIALES 29
2.2 FORMACION DE LOS NIOSOMAS 29
2.2.1 METODO DE LA PELICULA DELGADA 29
2.2.2 METODO DE INYECCION DEL ETER 30
2.3 EFICIENCIA DE ATRAPAMIENTO 32
2.3.1 VARIACION EN LA CONCENTRACION SPAN60,/COLESTEROL 32
2.3.1.1 Cuantificacion del farmaco 32
2.3.2 VARIACION DE LA CONCENTRACION DEL SOLUTO 32
2.4 MORFOLOGIA 33
2.4.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM) 33
2.4.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB) 33
2.5 TAMANO DE PARTICULA Y POTENCIAL ZETA 33
2.6 ESPECTROFOTOMETRIA DE UV-VISIBLE 33
2.6.1 MODIFICACION DE LAS TRANSICIONES D-D DURANTE EL SONICADO PARA EL METODO DE LA PELICULA DELGADA 33
2.6.2 INTERACCION DE LA CASIOPEINA Ill-IA CON LA MEMBRANA NIOSIOMAL 34
2.7 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) 34
2.8 ESTUDIOS DE LIBERACION IN VITRO 34
2.8.1 CINETICA DE LIBERACION 35
2.8.1.1 Cinética de orden cero 35
2.8.1.2 Cinética de primer orden 36
2.8.1.3 Modelo de Higuchi 36
2.9 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD IN VITRO EN UNA LINEA TUMORAL 36
2.10 ANALISIS DE DATOS 38
IIl RESULTADOS 39
3.1 METODO DE HIDRATACION DE LA PELICULA DELGADA 39
3.1.1 ANALISIS PREVIO: EFECTO DEL SONICADO SOBRE LAS TRANSICIONES D-D DEL METAL 39
3.1.2 TAMARNO DE PARTICULA 42
3.1.3 PROPUESTA DE FORMACION DE LOS NIOSOMAS 43
3.2 METODO DE INYECCION DEL ETER 45
3.2.1 ANALISIS PREVIO: VOLUMEN A UTILIZAR DEL ETER PARA LA FORMACION DE NIOSOMAS 45
3.2.2 TAMARNO DE PARTICULA 47
3.2.3 PROPUESTA DE FORMACION DE LOS NIOSOMAS INYECCION DEL ETER 48
3.3 HIDRATACION DE LA PELICULA DELGADA (HPD) VS INYECCION DEL ETER (IE). 50



3.4 EFICIENCIA DE ENCAPSULACION (EE)

3.5 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)

3.6 TAMANO DE PARTICULA Y POTENCIAL ZETA
3.7 ESPECTROSCOPIA UV-VISIBLE

3.7.1 INTERACCION CASIOPEINA Ill-IA-SPAN60-COLESTEROL

3.7.1.1 Regidn visible
3.7.1.2 Regidn ultravioleta

51
56
57
61
61
61
63

3.7.2 ANALISIS CUANTITATIVO DE POSIBLES INTERACCIONES DEBILES ENTRE LA MEMBRANA NIOSOMAL Y LA CASIOPEINA

ATRAPADA O EN DISOLUCION 64
3.8 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) 71
3.8.1 CASIOPEINA 11-1A 71
3.8.2 SpAN 60 72
3.8.3 COLESTEROL 73
3.8.4 NIOSOMAS 73
3.8.5 NI0OSOMAS CON CASIOPEINAS 75
3.9 ESTUDIO DE LIBERACION IN VITRO 76
3.9.1 CINETICA DE LIBERACION 77
3.10 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA 79
IV DISCUSION 82
V CONCLUSIONES 88

BIBLIOGRAFIA

89




INTRODUCCION

El cdncer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del organismo. Segun el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) el cancer causo cerca de ocho millones de defunciones a nivel mundial en
el 2012, lo que lo convierte en la principal causa de muerte. Los tratamientos cominmente
utilizados para esta enfermedad son la cirugia, radioterapia o quimioterapia, los dos
primeros usados cuando el tratamiento es local, mientras que cuando el cdncer se ha
expandido invadiendo tejidos adyacentes la cirugia y radioterapia son usadas en
combinacién con la quimioterapia. Esta ultima hace referencia al uso de compuestos
citotéxicos que dada su naturaleza pueden producir diversos efectos adversos asi como
resistencia celular a multiples fdrmacos; por lo que resulta de importancia encontrar nuevos
compuestos para el uso contra el cancer. Entre los fadrmacos mds utilizados en la clinica se
encuentra el cis-platino dada su alta efectividad; sin embargo, produce severos efectos como
ototoxicidad, nefrotoxicidad, y anormalidad visual. Es por lo anterior que han surgido nuevas
alternativas utilizando compuestos de coordinacién con metales esenciales como son las
Casiopeinas®, las cuales han mostrado actividad bioldgica en lineas tumorales siendo
citotasticas, citotdxicas y genotdxicas. La Casiopeina lll-ia es uno de los compuestos que
destacan entre este grupo, la cual fue aprobada por COFEPRIS para entrar en fase clinica I.
Este compuesto ha mostrado actividad en lineas tumorales de mama, cervicouterino y colon;
no obstante, en pruebas farmacocinéticas preclinicas ha mostrado baja biodisponiblidad.
Entre las alternativas propuestas para mejorar la biodisponibilidad de los farmacos se
encuentran los sistemas de liberacion modificada, donde dependiendo de la aplicacién y la
via de administracién, se busca mantener el principio activo por mds tiempo en circulaciéon
sanguinea, de esta forma también se puede reducir la frecuencia de dosificacién y con ello
los efectos adversos. Los nanoacarreadores son sistemas de liberacion modificada que son
ampliamente estudiados para transportar farmacos que son usados para el tratamiento del
cancer, algunos de éstos sistemas pueden ser encontrados en la clinica, entre los que

destacan los liposomas, ya que presentan ventajas como encapsulacién de farmacos hidro-y



liposolubles y se ha visto, mejoran la biodisponibilidad. Sin embargo, presentan desventajas
como cortos tiempos de almacenamiento y altos costo; dada esta situacion, surgen
alternativas analogas a los liposomas como son los niosomas, los cuales son vesiculas
formadas por tensoactivos no idnicos y presentan ventajas, como la reduccién en costo, son
guimicamente estables y los tensoactivos no requieren condiciones especiales. Expuesto lo
anterior, en este trabajo se presenta la nanoencapsulacidon de la Casiopeina lll-ia en un
sistema nanoacarreador. Considerando las caracteristicas farmacoldgicas, farmacocinéticas y
la solubilidad en agua del compuesto, se utilizd un sistema niosomal para su
nanoencapsulacién, utilizando Span60 como tensoactivo y un aditivo (Colesterol). La
formacién de los niosomas fue realizada por el método de formacién de la pelicula delgada y
el método de inyeccién del éter, en ambos casos se varié la concentracion de
Span60/Colesterol usado (relacién molar 1:1). Los sistemas obtenidos fueron caracterizados
por diversas técnicas y se evalud el perfil de liberacién del compuesto, asi como su actividad

bioldgica in vitro.



I. ANTECEDENTES

De acuerdo con el INEGI, las enfermedades cardiovasculares y respiratorias crénicas junto
con la diabetes y el cancer son causales del 63 % de las muertes a nivel mundial; lo que
representa aproximadamente 38 millones de defunciones al afio. De la cifra anterior, el
cancer es responsable de cerca de ocho millones, lo que lo convierte en la principal causa de

muerte [1].

1.1 Cancer

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cadncer es un proceso de crecimiento y
diseminacion incontrolados de células y puede aparecer practicamente en cualquier parte
del cuerpo. El cdncer es un término usado para un extenso grupo de enfermedades que
afectan a diferentes partes del organismo, y se produce a partir de la mutacién genética que
controla el ciclo celular; lo anterior, originado principalmente por el dafio o mutacién de
proto-oncogenes que codifican para proteinas implicadas en la induccién de la proliferaciéon
y diferenciacion celular; esta mutacidon contribuye a la malignizacion de la estirpe celular
convirtiéndolos en oncogenes. El crecimiento ilimitado y autosuficiente de éstas células es
responsable de la mayor caracteristica del cancer, cuando una masa de células cancerosas es
producida se llama tumor y un crecimiento incontrolado de un tumor resulta en la invasion

de tejidos adyacentes y metastasis [2—-4].

El perfil oncoldgico de la Organizacion Mundial de la Salud publicado en 2014, mostré que
para México, se tuvo un total de 71,900 muertos por cancer, siendo el 47 % de los casos en
hombres y el 53 % en mujeres. La incidencia de esta enfermedad por género es presentado
en la figura 1, donde se observa que el tipo de cancer con mayor ocurrencia en hombres es

el de préstata, mientras que en mujeres es el cancer de mama.
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Figura 1. Incidencia de cadncer en México por género.

Para el tratamiento de esta patologia se usan diversos tratamientos como son la cirugia,
radioterapia y la quimioterapia, siendo las dos primeras las mas usadas cuando se requiere
un tratamiento local, sin embargo, pueden causar dafio a tejidos circundantes y son
ineficientes cuando el cancer se ha esparcido por el organismo. Por su parte, la
guimioterapia, se refiere al uso farmacos citotdxicos principalmente por via sistémica. Estas
tres formas de tratamiento pueden ser usados solas o en combinacién, dependiendo del

tumor a atacar [3-5].

1.2 Quimioterapia

La quimioterapia envuelve un amplio tipo de compuestos citotdxicos, citostaticos vy
antineoplasicos. El propdsito de este tratamiento es prevenir que las células cancerigenas se
multipliquen, invadan, produzcan metastasis y la muerte del paciente. En una idealidad se
busca que estos farmacos curen o desaparezcan el cancer; no obstante, dependiendo del
estado de la enfermedad, si no es posible curar, el objetivo se vuelve controlar el
padecimiento, disminuir los tumores cancerosos y parar el crecimiento celular y la

metastasis [6,7].

Los compuestos quimioterapéuticos pueden ser divididos dentro de varios grupos basados

en factores como su mecanismo de accidn, su relacidon con otros farmacos y su estructura
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guimica. Algunos de los compuestos mas utilizados son doxorrubicin, 5-fluoracil, paclitaxel y
cis-platino. Estos farmacos y otros agentes quimioterapéuticos también presentan efectos
toéxicos en las células normales lo que puede provocar diversos cambios en el organismo,
como hipersensibilidad y resistencia celular a multiples farmacos (MDR, por sus siglas en

inglés) [7,8].

Como se menciond con anterioridad, el cis-platino es de los farmacos mds usados dada su
alta efectividad; pese a esto, presenta severos efectos adversos donde la dosis mas alta
causa toxicidad sistemdtica incluyendo problemas gastrointestinales, ototoxicidad,
nefrotoxicidad y anormalidad visual [3]. Es por lo anterior la importancia de buscar nuevas
moléculas para su uso en el tratamiento contra el cdncer; donde se busca seleccionar un
compuesto efectivo que ademas pueda tener selectividad en las células cancerigenas y asi
minimizar los efectos toxicos en el paciente. Tomando como base la estructura quimica del
cis-platino, se han sintetizado diversos compuestos de coordinacion usando metales
esenciales para uso como agentes quimioterapéuticos. En México, las Casiopeinas® han

surgido como una alternativa usando cobre, dada su presencia en el organismo.

1.3 Casiopeinas®

Las Casiopeinas® son compuestos de coordinacién, quelatos mixtos, con cobre como centro
metdlico y diiminas aromaticas (bipiridina o fenantrolinas) como ligante primario, vy
donadores de oxigeno (acetilacetonato, salilcilaldehidato) o aminoacidatos como ligantes

secundarios (figura 2).
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Figura 2. Estructura general de las Casiopeinas®

Estos compuestos fueron sintetizados por el grupo de investigacion de la Dra. Lena Ruiz
Azuara, de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México. Se trata

de mds de cien compuestos, los cuales son clasificados de acuerdo al cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacién de las Casiopeinas® por grupos.

Grupo Férmula general

Casiopeina | [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(N-O)] NOs
Casiopeinal ll [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)] NO3
Casiopeinal llla [Cu(N-N)(acetilacetonato)] NOs
Casiopeina llls [Cu(N-N)(salicilaldehidato)] NO3
Casiopeina IV [Cu(4,4-dimetil-2,2 -bipiridina)(N-O)] NOs
Casiopeina V [Cu(5-R-1,10-fenantrolina)(N-O)] NO3
Casiopeina VI [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)] NO3
Casiopeina VI [Cu(1,10-fenantrolina)(N-O)] NOs
Casiopeina VIII [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(N-O)] NOs
Casiopeina IX [Cu(2,2 -bipiridina)(N-O)] NO3
Casiopeina X [Cu(N-N)(péptidos)] NO3




Todas las Casiopeinas sintetizadas presentan diversas variaciones, lo que les confiere
diferentes propiedades electroquimicas, lipofilicas y estructurales, que mediante estudios de
estructura-reactividad se ha comprobado, algunas presentan una mayor actividad bioldgica
en lineas celulares de cancer siendo citotasticas, citotdxicas y genotodxicas [9]. Entre este
grupo destacan la Casiopeina ll-gly y la Casiopeina lll-ia, siendo ésta ultima ya aprobada en

México para entrar en fase clinica I.

1.4 Casiopeina lll-ia

La Casiopeina lll-ia (figura 3) con formula [Cu(4,4"-dimetil-1,10-
bipiridina)(acetilacetonato)]NO3-H,0, es un polvo fino de color azul claro. En condiciones
ambientales es soluble en agua, metanol y suero dextrosado a pH 7.4. En un estudio
realizado en buffer de fosfatos (pH 7.4 y 64 mM a 37 °C) durante 12 horas, no se observd
inestabilidad del compuesto. Por medio de analisis termogravimétrico se observd una
pérdida del masa del 1.18 % con respecto al 100 %, a una temperatura de 60 °C, que
corresponde a las dos moléculas de agua, asi como dos pérdidas mds de masa, una a 220 °C
y otra a 440 °C. Se trata de un compuesto paramagnético con un electrén desapareado, lo
gue indica que el centro metalico de cobre se encuentra en estado de oxidacién Il. Es
electrdlito 1:1, tratdndose de complejos catidnicos con una molécula de nitrato como contra

i6n [10,11].

NO .-

Figura 3. Estructura quimica de la Casiopeina lll-ia.

De acuerdo con la difraccion de rayos X (figura 4) obtenido por Alonso en 2013, la Casiopeina

[ll-ia cristaliza en un sistema triciclico en donde el ién Cu (Il) se encuentra en una geometria



de piramide de base cuadrada ligeramente distorsionada. La base de la pirdmide estd
constituida por los atomos donadores N; y N, de la 4,4’-dimetil-2,2 -bipiridina y los dtomos
O: y 0, del acetilacetonato, mientras que la posicién apical estd ocupada por un dtomo de

oxigeno de una molécula del contra iéon NO3 [12].

Figura 4. Estructura molecular del compuesto de la Casiopeina lll-ia [12].

Las propiedades fisicoquimicas de la molécula son presentadas en el cuadro 2.

Cuadro 2. Propiedades fisicoquimicas de la Casiopeina lll-ia.

Caracteristica Valor
Peso molecular 444.93 g/mol (con dos moléculas de agua) [11]
Coeficiente de particion 0.358 [13]
Solubilidad en agua Alta [11]
pKa 8.25 [11]
Eiz: -338 mV [13]
Log D: -0.95[13]

Estudios de estabilidad realizados por Uribe en 2011, demostraron que la Casiopeina lll-ia en
solido no presenta productos de degradacion luego de seis meses a 40 + 2 °C y humedad
relativa de 75 + 5 %. Se observd que en disolucidén era estable a la fotolisis (luz UV, una

hora), hidrélisis basica (NaOH 1 M) y oxidacién (perdxido de hidrégeno al 30 %), durante 24



horas. Por su parte, cuando fue sometida a condiciones acidas (HCl 1 M), se observé un pico

de degradacién (mediante cromatografia) luego de un dia de analisis [14].

1.4.1 Actividad bioldgica

La Casiopeina lll-ia muestra citotoxicidad, proapoptdtico y propiedades antitumorales, con
actividad en lineas tumorales de Hela, SiHa (cervicouterino), MCF-7 (mama), HTC-15 (colon)
y CHP-212 (neuroblastoma) . La concentracion inhibitoria media (ICso) en uM se presenta a

continuacion:

*Hela: 18.2 + 2.7 *SiHa: 14.5 £ 1.5 *MCF-7: 159 + 1.8 *HCT-15: 405 + 4.6 *
CHP-212:47.5 +1.7 [10,15].

Se observod que la Casiopeina lll-ia disminuyd la viabilidad celular e indujo apoptosis sobre
HCT-15 (carcinoma de colon) in vitro de manera dosis dependiente y ciclo celular
independiente, a través de la activacion de Bax y caspasas, presumiblemente por via

intrinseca. Demostré actividad sobre HCT-15 transplantado en el ratén desnudo [16].

Se calculd la dosis letal 99 (DL99) en perros, donde se encontrd que para la Casiopeina lll-ia
se tenia una DL99 de 200 mg/mz, induciendo muerte de forma aguda, la cual fue causada
por un edema pulmonar debido a un fallo cardiaco después de un periodo de 30-50 minutos

[17].

1.4.2 Mecanismo de accion

La Casiopeina lll-ia puede producir dafio en el DNA, el cual es observado en presencia de un
reductor, lo que sugiere que su modo de accién es mediante generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) luego de la reduccién del cobre; lo que hace que la citotoxicidad
de las Casiopeinas no sea especifica, pero si diferencial. Esto como resultado del rapido
incremento de los niveles de estrés oxidativo en las células de cancer. Los complejos de
cobre pueden contribuir a intensificar el desbalance redox por la activacidon de peréxido
conduciendo a un dafo celular y como consecuencia la muerte celular por apoptosis u otro

mecanismo [9].



1.4.3 Farmacocinética preclinica

Se realiz6 una farmacocinética preclinica en ratas Wistar, donde se encontré que para una
administracién intravenosa de 10 mg/kg se tiene una vida media de eliminacién de 12.46 h,
con una constante de eliminacion de 9.28 x 10 min™. Mientras que para un estudio
farmacocinético realizado en conejos en el 2002, se encontré que el tiempo de vida media
de la Casiopeina lll-ia era de 53.92 min™ (0.88 h) y la constante de eliminacién fue de 0.0150
min* [18]. Por su parte, el rea bajo la curva (ABC) fue baja tanto para las ratas como para
los conejos lo que significa baja biodisponibilidad; y se obtuvieron altos voliumenes de

distribucién lo que podria explicar la baja biodisponibilidad.

Por su parte, Romero en 2007, realizd6 un estudio en ratas tipo Wistar con el objeto de
conocer los parametros farmacocinéticos a partir de datos urinarios. Se observé una
farmacocinética de tipo lineal donde los parametros farmacocinéticos no dependen de la

dosis administrada [19]. En el cuadro tres se presentan lo descrito con anterioridad.

Cuadro 3. Parametros farmacocinéticos preclinicos obtenidos a partir de datos sanguineos y
urinarios para la Casiopeina lll-ia.

Pardmetro Dosis ABC Tiempo | Constante | Depuracion | Cantidad
farmacocinético | (mg/kg) | (mg/mL min) | de vida | de (cn excretada
[Referencia] media | eliminacién (Aex)
(ti2) | (ke)

Conejo [18] 10 20.01 0.88 h 0.0150 2.08

mint mL/min
Ratas Wistar | 10 22.27 12.46 h | 9.28 x 10| 0.45 ---
[20] min™* mL/min
Ratas Wistar | 7 - 13.4h |9.83 x 10| - 0.88 mg
macho (datos min™
urinarios) [19]

Fuentes en 2005, reportd la unidn a proteinas de la Casiopeina lll-ia en plasma humano. Se
observd que a menor concentracion del compuesto (12 pg/mL) se tenia una mayor union a
proteinas 89.1 £1.9 %, mientras que un aumento de concentracién (25 y 50 ug/mL) conducia

a una disminucién en la unién a proteinas (76 %), lo que sugiere que existe un nimero

10



ilimitado de sitios de unidn que se encuentra disponible para fijar el compuesto. Se plantea
que cuando se tienen concentraciones bajas la mayoria de la Casiopeina podria fijarse a la
proteina, mientras que a altas concentraciones, los sitios de unién pueden haberse saturado,
con lo que se produciria un rdpido incremento en la concentracién libre del compuesto [20].
Lo anterior podria tener implicaciones clinicas debido a que una alta unién a proteinas

puede significar una alta variabilidad entre pacientes.

Expuesto lo anterior, resulta de importancia encontrar un sistema efectivo de liberacién de
la Casiopeina lll-ia, de tal forma que se reduzca el compuesto libre en el torrente sanguineo,
aumentando su biodisponibilidad y reduciendo posibles efectos adversos.

Una de las alternativas que ha surgido en las ultimas décadas y que ha sido ampliamente

estudiado son los sistemas de liberacién modificada de farmacos [3,5].

1.5 Liberacion modificada de farmacos

Los sistemas de liberacion modificada, idealmente, estan disefiados para sostener la
liberacion del ingrediente farmacéutico activo a velocidad constante en un periodo definido
de tiempo, de tal forma que se mantenga la concentracién apropiada en el plasma dentro
del intervalo terapéutico. Asi, el perfil de liberacidn de un sistema de administracién de
farmacos, puede permitir una reduccién en la frecuencia de dosificacidén por lo que trata de
eliminar o reducir los efectos adversos produciendo una concentracién terapéutica del
compuesto que sea estable en el organismo y, por lo tanto, mejorar el cumplimiento y la

eficacia global del tratamiento incrementando la aceptacidon de los pacientes [21-24].

Los sistemas de liberacion modificada son disefnados en funcién de las propiedades
fisicoquimicas y farmacoldgicas del compuesto, por lo que pueden tener diversas
clasificaciones dependiendo de su mecanismo de liberacién y su preparacién; de este modo,
los compuestos pueden ser liberados por diversos estimulos fisicos, quimicos o bioldgicos.
También pueden ser clasificados de acuerdo a su tamafo, principalmente en micro y
nanoacarreadores, siendo estos Ultimos los mas estudiados cuando la administracion es por

via intravenosa y para el tratamiento contra el cancer.
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1.6 Nanoacarreadores

Los nanoacarreadores son sistemas coloidales que van en un rango de 10 a 900 nm, capaces
de transportar tanto farmacos con bajo peso molecular como macromoléculas (genes o
proteinas). Estos sistemas pueden proteger el farmaco de la degradacién, asi como reducir el
aclaramiento renal, incrementar el tiempo de vida media en el flujo sanguineo y proveer
solubilidad a farmacos insolubles. Asimismo, pueden mejorar el control farmacocinético y
farmacodinamico de los compuestos encapsulados en comparacién con el farmaco libre
[4,8,25]. Dependiendo del disefio y tipo de nanoacarreador, pueden permitir el control de la
cinética de liberacién, ser especificos a alguna diana terapéutica (vectorizacién) y se busca
sean biocompatibles y biodegradables, de tal forma que puedan ser usados con seguridad en
humanos [26]. Dadas las ventajas anteriormente presentadas, los nanoacarreadores han
surgido como una alternativa para el tratamiento del cancer, donde al encapsular farmacos
guimioterapéuticos se busca principalmente reducir los efectos adversos causados por los
farmacos usados contra esta patologia, aumentar la biodisponibilidad y proveer seguridad y

especificidad.

1.7 Nanoacarreadores para el tratamiento en cancer

Los nanoacarreadores pueden ser disefiados de tal forma que sean sistemas "inteligentes",
aprovechando que los tejidos cancerosos presentan diversas sefiales incluyendo hipoxia,
bajo pH, hipoglucemia, estrés mecanico, respuesta inmune o inflamatoria y mutacién
genética, con lo que se busca que el farmaco sea liberado del nanoacarreador a partir de
uno o varios estimulos provocado por las condiciones del tumor [5]. Los nanoacarreadores
también pueden ser funcionalizados en su superficie con moléculas bioactivas como
transferrina, anticuerpos, enzimas, acido félico, entre otros; que reconocen e interaccionan
con objetivos especificos sobreexpresados en la superficie de las células cancerigenas,

obteniendo de este modo un nanoacarreador "active targeting" [27,28].

Una caracteristica importante de un tumor es que cuando comienza a formarse, las células
tumorales proliferan y crecen de formar irregular y rapida, lo que ocasiona que requieran

mas nutrientes que las células con proliferacion normal. Con el objetivo de satisfacer la falta

12



de nutrientes, las células cancerigenas recurren a la formaciéon de una red nuevos vasos
sanguineos, y la angiogénesis tumoral comienza a tomar lugar [5,23]. Los nuevos vasos
sanguineos son altamente porosos, irregulares y dilatados, lo que ocasiona que exista una
desorganizacion entre las células endoteliales que lo recubren provocando un gran espacio
entre ellas (> 400 nm) causando fenestracion [5,29]. Asimismo, el flujo sanguineo dentro del
tumor es deficiente o nulo. Bajo estas condiciones, la permeabilidad de los tejidos tumorales
incrementa de tal forma que los acarreadores o macromoléculas en circulacién, quienes
pueden ser excluidos del tejido normal, puedan extravasarse en el tejido tumoral ddndose
una mejorada permeacién. Cuando los nanoacarreadores logran permear, se observa una
alta retencién, esto gracias a que los tumores presentan un drenaje linfatico pobre y un
lento retorno venoso. El conjunto de estos fendmenos es denominado efecto de
permeabilidad y retencién mejorada (EPR, por sus siglas en inglés). Este fendmeno es

esquematizado en la figura cinco [26].

Flujo

“sanguineo

X' Inefectivo
o

drenaje linfatico

Figura 5. Esquema general del efecto EPR. Modificado de [30].

El efecto EPR puede ser aprovechado para que los nanoacarreadores sean localizados en los
tumores sélidos mediante un transporte pasivo; el cual se basa en el paso mediante difusién

pasiva a través de los capilares tumorales defenestrados. Descrito lo anterior, se debe tomar
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en cuenta el tamano de los sistemas a utilizar. Se ha visto que para que se pueda obtener un
efecto EPR, el didmetro del acarreador debe tener un tamafio de 10 a 200 nm. Por otra
parte, si los sistemas acarreadores son inyectados en el flujo sanguineo un tamafio no
adecuado, podria resultar en una obstruccién fisica de los vasos sanguineos. Ademas,
nanoacarreadores mas grandes que 400 nm en diametro, son conocidos por ser facil y
rapidamente capturado por el sistema reticuloendotelial, por lo que las nanoparticulas no
pueden circular en el flujo sanguineo por un tiempo suficiente para liberar una cantidad
adecuada y conseguir el objetivo terapéutico. Particulas en un rango de 10 a 200 nm son
tamafios éptimos a partir de la inyeccion intravenosa y demostraron tiempos de circulacion

mas prolongado en la sangre [4,26,31,32].

1.7.1 Nanoencapsulacion de Casiopeina lll-ia

Son diversos los sistemas nanoacarreadores usados con el objetivo de encapsular
compuestos antitumorales, tales como las micelas, liposomas, dendrimeros, nanoparticulas
inorganicas y nanoparticulas sdlidas lipidicas; que pueden autoensamblarse o ser
directamente sintetizados dentro de multicomponentes y sistemas multifuncionales [27]. En
este sentido, se ha realizado la nanoencapsulacién de la Casiopeina lll-ia en nanoparticulas
sélidas lipidicas y en nanoparticulas poliméricas, esto, tomando en cuenta las caracteristicas
de los tejidos tumorales y las propiedades farmacolégicas y la farmacocinética preclinica del
compuesto. A continuacidn se describe brevemente los resultados obtenidos en cada uno de

los trabajos reportados.

Moran en 2006, reportd la nanoencapsulacion de Casiopeina lll-ia mediante nanoparticulas
sélidas lipidicas (nsl). Encontraron tamanos de particulas alrededor de 100 nm, y evaluaron
la estabilidad del sistema coloidal luego de tres meses de formadas las nsl, se encontré que
todas las formulaciones presentaban aumento en el tamafio de particula. De las cuatro
formulaciones, una presenté estabilidad a través del tiempo y un potencial zeta de -30.2 mV.
La inestabilidad observada para las otras tres fue confirmada mediante microscopia

electrénica de barrido, donde se observaron particulas de hasta 130 um. Al evaluar el perfil

14



de liberacion del compuesto, se observé una liberacién prolongada en comparacién con la

Casiopeina lll-ia libre. No se presentaron datos de eficiencia de encapsulacién [33].

Por su parte, Miranda en 2012 reporté la preparacién de nanoparticulas poliméricas de
quitosan cargadas con Casiopeina lll-ia por el método de coacervacion. Dadas las
condiciones de preparacién de las nanoparticulas, se evalué una posible interaccién de la
Casiopeina lll-ia con el quitosdn, encontrando interacciones débiles entre el polimero y el
compuesto. Observaron que la concentracion del polimero, concentracién del estabilizante,
pH del medio y velocidad de agitaciéon son factores claves para obtener un tamafio de
particula adecuado para su administraciéon intravenosa. Encontraron eficiencias de
encapsulacion de 12.8 %, probablemente debido al caracter hidrofilico del compuesto, por lo
gue se espera que la mayor parte se encuentre en el seno de la disolucién. La actividad in
vitro en una linea tumoral Hela no se modificé por la presencia de quitosan. Sin embargo, la
administracion de Casiopeina lll-ia en las nanoparticulas de quitosan aumenté el tiempo de
sobrevida en ratones y disminuyé la ganancia en peso con respecto a la administracion del

compuesto libre [34].

Descrito lo anterior, se observa una ventana de oportunidades para la administracién de
Casiopeina lll-ia mediante nanoencapsulacion. Si bien son diversos los materiales usados
para la formaciéon de nanoacarreadores, los liposomas y los conjugado polimero-farmaco
actualmente son los mas usados en la clinica. En este sentido, Estanqueiro y colaboradores
en 2015, reportaron los sistemas de liberacion de farmacos para tratamiento de cancer
usados en la clinica y aquellos que se encuentran en alguna fase clinica. En la figura 6, se

presenta un grafico de pasteles realizado a partir de la tabla presentada por Estanqueiro [3].
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Nanoacarreados en fase clinica Nanoacarreadores en el mercado

M Liposomas

X M Liposomas
M Micelas B Nanoparticulas de proteina
® Dendrimeros ) J )
B Nanoparticulas poliméricas Conjugado polimero-farmaco

W Nanoparticulas de proteina
M Conjugado polimero-farmaco

3%
3%
3%

Figura 6. Nanoacarreadores en alguna fase clinica o usado en el mercado para el tratamiento

del cancer.

Tal como se observa en los graficos anteriores, los liposomas presentan mas del 50 % del
tipo de nanoacarreador utilizado en ambos casos, esto se debe a que presentan diversas
ventajas, como son: encapsulacion de compuestos hidrofilicos y lipofilicos y su buena
biodegradabilidad. Bajo esta tesitura y tomando en cuenta las propiedades fisicoquimicas
(hidrosoluble), farmacolégicas (antineopldsico, citotoxico) y farmacocinéticas (baja
biodisponibilidad en modelos animales) del compuesto, resulta de interés nanoencapsular la
Casiopeina lll-ia en un sistema vesicular como son los liposomas. Sin embargo, estos
sistemas presentan desventajas como altos costos, y que los fosfolipidos utilizados pueden
ser inestables y requieren condiciones especiales. Dada esta situacion, han surgido

alternativas analogos a los liposomas, entre los que destacan los niosomas [3].

1.8 Niosomas

Los niosomas son vesiculas formadas principalmente por un tensoactivo no-idnico, y en
muchos casos es afadido colesterol o sus derivados para aumentar su estabilidad, estas

vesiculas son andlogas a las vesiculas de los fosfolipidos que forman los liposomas (figura 7).
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Figura 7. Estructura general de los sistemas niosomales [35].

Membrana

Estos sistemas fueron introducidos por primera vez al mercado por L'Oréal en 1986 en la
crema Niosome de Lancome, el cual se uso para el transporte de ingredientes activos como
el retinol y la vitamina E. Se ha visto que el autoensamblaje de estos sistemas raramente es
espontaneo, por lo que normalmente se requiere aplicar alguna energia como agitacion

fisica o calor [36,37].

Los tensoactivos no idnicos al ser moléculas anfifilicas, y al estar en un medio acuoso se
pueden autoensamblar resultando en una estructura bicapa, por lo que una de las ventajas
de los niosomas es que pueden atrapar farmacos lipofilicos dentro de la membrana de Ila
bicapa vesicular y farmacos hidrofilicos en su compartimento acuoso. Estos sistemas
niosomales han atraido especial atencidn debido a que ofrecen diversas ventajas sobre los

liposomas en algunos aspectos, tales como:

a) Son osmoéticamente activos, quimicamente estables y pueden ofrecer un alto tiempo
de almacenamiento comparado con los liposomas, por lo que se propone pueden

incrementar la estabilidad del fdrmaco encapsulado [38,39].
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b) Se presume que tienen alta biocompatibilidad con los sistemas bioldgicos y baja
toxicidad por su naturaleza no iénica [39].

c) Pueden exhibir una mejor aceptacion por parte del paciente, ya que su formulacién
se basa en una suspension acuosa coloidal a diferencia de las dosificaciones oleosas,
gue pueden resultar dolorosas [38,39].

d) A diferencia de los fosfolipidos, los tensoactivos no requieren precauciones y
condiciones especificas.

e) Caracteristicas de los niosomas como tamafio de particula, eficiencia de
atrapamiento y estabilidad puede ser controlado por el método de preparacién, tipo

de tensoactivo, el contenido de aditivos, entre otros [38,40,41].

1.8.1 Factores que afectan las propiedades fisicoquimicas de los hiosomas

Existen diversos factores que pueden afectar la formacidn de los niosomas, los cuales juegan
un rol importante en las propiedades termodindmicas, cinéticas y fisicoquimicas en el
autonsamblaje de éstos compuestos anfifilicos. Los mas conocidos son, el balance
hidrofilico-lipofilico y la geometria de la molécula anfifilica [42]. Asimismo, la temperatura es
un factor importante ya que puede inducir un cambio en la vesiculaciéon, asi como en el

tamafio y la forma de los niosomas [39].

1.8.1.1 Balance hidrofilico-lipofilico (HLB, por sus siglas en inglés)

El balance hidrofilico-lipofilico es utilizado como un indicador de la habilidad de algln
tensoactivo de formar vesiculas. El rango de valores para tensoactivos no iénicos de HLB van
de 0 a 20. Valores por debajo de 9 son tensoactivos liposolubles, mientras que valores de
HLB mayores de 11 son tensoactivos solubles en agua. Diversos experimentos han mostrado
que valores entre 3 y 8 son candidatos a la formacidon de superficies en bicapa y pueden
actuar como emulsificadores de sistemas agua (w)/aceite (0). A medida que el valor de HLB
aumenta, el tamafiio de las vesiculas también incrementa dado que la energia de superficie
decrece con el incremento en la hidrofilicidad del tensoactivo. Entre los tensoactivos mas

utilizados para la formacidon de los niosomas se encuentran los poliglicerol-alquil-éteres,
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glucosil-dialquil-éteres, polioxi-etilen-éter y éster como una serie de Brijs, Spans y Tweens,
los cuales tienen un valor de HLB entre 4 y 8, que muestran una compatibilidad con la

formacidn de las vesiculas [37,40,43].

1.8.1.2 Temperatura de transicion de fases (Tc)

Los tensoactivos y lipidos son caracterizados por la temperatura de transicién de fase gel-
liquido (Tc), dicho pardmetro afecta el ensamblaje del tensoactivo en vesiculas y la forma de
éstas, por lo que los sistemas son cominmente formados a una temperatura por arriba de la
Tc. Por otra parte, se ha observado que a una mayor Tc se obtiene una mayor eficiencia de
encapsulaciéon. En este sentido, Abdelkader y colaboradores, realizaron estudios
comparando diferentes Span (20, 40 y 60), donde se encontré que debido a que el Span 60
tiene una cadena hidrocarbonada larga y una alta Tc (60 °C), presenta las mayores eficiencias
de encapsulacion, estos resultados coinciden con lo reportado por otros autores donde se

observé que cuando el Span 60 es usado se obtiene una mayor encapsulacién [37,39,42—45].

1.8.1.3 Pardmetro de empaquetamiento (CPP)

La geometria de la molécula anfifilica, se ha usado como pardametro para predecir las
asociaciones que pueden sufrir los mondmeros de tensoactivo en un disolvente. Dicho
parametro fue denominado "pardametro critico de empaquetamiento"” que fue discutido por

Inraelachviliy col. en 1976, los cuales propusieron la siguiente ecuacion:

CPpP = 2° 1.1

Donde:
Vo =volumen del grupo hidrofdbico
lc = longitud critica del grupo hidrofébico

A= el area de la cabeza hidrofilica.
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Cuando la cabeza polar del tensoactivo es mas grande en comparacidon con su parte
hidrofébica (CPP < 1), las moléculas tienden a formar micelas, mientras que se esperan
micelas inversas cuando el CPP > 1. Un CPP entre 0.5-1 indica que la formacién de bicapas se
ve energéticamente favorecida, ya que la fuerza que conduce a la vesiculacién es el cambio
conformacional del incremento anfifilico en el valor del pardmetro de empaquetamiento,

que favorece la mas baja curvatura [37,42,46].

1.8.2 Termodindmica de los niosomas

En general, los liposomas o vesiculas de tensoactivos no idnicos, no son estructuras
termodindmicamente estables dada su energia eldstica de flexion (Eb), originado a partir de
la curvatura, C, de la bicapa simétrica. Lasic en 2001, mencioné que las membranas
simétricas prefieren ser planas (curvatura espontanea = Co = 0) y se requiere energia para
alcanzar una curvatura. De igual forma, se ha planteado que el autoensamblaje debe lidiar
con una entropia negativa y la reduccién de la energia libre (-AG) y sdlo con una favorable
contribucién en la entalpia al arreglo a partir de atracciones por van der Waals, fuerzas

hidrofdbicas, puentes de hidrégeno e interacciones electrostaticas [40,42,47,48].

En varios articulos se ha planteado que se ha logrado una vesiculacion espontdnea. En este
sentido, Lasic en 2001, definid la vesiculacién espontanea como un proceso en el cual las
vesiculas son formadas simplemente por la adicion de agua, mezcla de compuestos
apropiados y un cambio de temperatura. En el caso de los niosomas, se ha reportado la
formacién espontanea de la bicapa, sin embargo, hasta lo investigado en la literatura, éstos
autores utilizan algun tipo de energia para provocar la formacion de la bicapa, tipicamente
formados en un proceso dindmico cinético, como sonicacién, homogeneizacién o extrusion a
altas presiones. Por otra parte, Lasic menciona que para los liposomas, la formacién
espontanea puede darse solo en el caso de bicapas extremadamente flexibles, dicha

flexibilidad esta dada por una asimetria en la bicapa lipidica, esto se logra induciendo a una C

*0, que puede estar dada a partir de interacciones hidrofdbicas, estéricas o electrostaticas

[46,49]. Se dice que es la inestabilidad termodindmica, con estabilidad cinética, quien hace
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que los liposomas puedan ser candidato a muchos usos en procesos biolégicos vy

aplicaciones.

1.8.3 Formacion de los niosomas

La eficacia de los sistemas de liberacidn de farmacos es dependiente de sus componentes,
éstos deben ser elegidos en términos de las propiedades farmacoldgicas y fisicoquimicas
necesarias para la via de administracion y patologia a tratar; deben tener caracteristicas
especificas, junto con biocompatibilidad y relevancia en la clinica. Para los niosomas, los
componentes principales son tensoactivos no idnicos y algun aditivo como colesterol y en

algunos casos, alguna molécula cargada como dicetilfosfato [42].

1.8.3.1 Tensoactivos

Los tensoactivos son moléculas anfifilcas que tienen dos distintas regiones en su estructura
guimica, uno de los cuales es hidrofilico y el otro es hidrofébico. Las dos porciones pueden
estar unidas por enlaces éter, éster o amida, y son clasificados de acuerdos al grupo polar de

la cabeza, pudiendo ser idnicos y no idnicos [40,42,50].

Los tensoactivos no idnicos son el tipo mas comin de agentes activadores de la superficie
usados en la preparacion de la vesicula, dado los beneficios que ofrecen respecto a la
estabilidad, compatibilidad y toxicidad comparada con sus contrapartes anidnicas,
anfotéricas o catidnicos. Los no idnicos son generalmente menos téxicos, menos hemoliticos

y menos irritantes a la superficie celular [43].

1.8.3.1.1 Tensoactivos no idénicos

Un tensoactivo no idnico, tiene una cabeza polar no cargada. Ejemplos de estos compuestos
son: sales de acidos grasos, sulfatos, sulfatos éter y fosfatos éster. Los Spans (ésteres de
sorbitan), Tweens (polisorbatos) y Brij (polioxietilen aquil éter) son los tensoactivos mas
usados debido a que estos compuestos presentan en general un pardmetro de
empaqguetamiento entre 0.5-1 y un HLB entre 4 y 8, lo que los hace candidatos a la

formacion de vesiculas [39,40,43,50].
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Diversos autores han observado que al aumentar la longitud de la cadena hidrocarbonada de
los tensoactivos, la eficiencia de encapsulaciéon (EE) aumenta. Por lo que se han comparado
diferentes Spans (20, 40, 60 y 80) los cuales tienen un nimero de carbonos de 12, 14, 16y
16, respectivamente. Considerando que todos los Span tienen la misma cabeza hidrofilica,
con diferentes longitudes en la cola hidrocarbonada, se encontré que el Span60 presenta las
mayores eficiencias de encapsulacion tanto para farmacos hidrofilicos (metformina) como
para farmacos hidrofébicos (tamoxifen). Tanto el Span60 como el Span80, tienen la misma
longitud de cadena hidrocarbonada, sin embargo, el Span80 muestra mas bajas eficiencias
de encapsulacién, dada un insaturacién en la cadena alquilica, lo que hace la cadena mas
flexible [41,51-54]. En este sentido, De Gier y col. demostraron que la introduccién de un
doble enlace en la cadena de parafina causa un marcado mejoramiento en la permeabilidad

de los liposomas, lo que podria explicar la mas bajas eficiencias de atrapamiento [55].

1.8.3.2 Agentes aditivos

Los agentes aditivos pueden ser un parametro efectivo para ayudar y estabilizar el
autoensamblaje del tensoactivo en niosomas. Al agregar un agente aditivo, se puede
estabilizar fisicamente el sistema de tal forma que se prevenga la formacién de agregados

[37,40].

1.8.3.2.1 Colesterol

El colesterol es un metabolito esteroide de cera encontrado en las membranas celulares. Es
el aditivo mas comun usado en una formulaciéon niosomal dada su conocida capacidad de
proveer una mayor estabilidad a la bicapa vesicular promovido por la temperatura de
transicion gel-liquido del tensoactivo. La presencia de un sistema esteroidal decrece la
fluidez e imparte rigidez al niosoma y en general, afecta propiedades fisicas y estructurales
como la permeabilidad en la membrana, mejoramiento de su estiramiento mecanica,
eficiencia de encapsulacién, tiempo de almacenamiento y estabilidad [37,39,40,42,56].
Varios tensoactivos forman vesiculas solo después de la adicién del colesterol (entre 30-50 %
mol) por lo que la cantidad de colesterol a agregar depende del valor HLB [42] .Para

tensoactivos con HLB > 6, el colesterol puede ser agregado en orden para formar una
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vesicula en bicapa y para bajos valores de HLB, el colesterol mejora la estabilidad de las
vesiculas [40]. Se ha observado que cuando se utiliza una relacion molar 1:1
(tensoactivo:colesterol) se obtienen vesiculas niosomales estables. Yoshioka en 1994,
reportd que los niosomas preparados con Span 60 y sin colesterol forman un gel y solo con

la adicidn de colesterol se obtuvo una dispersion homogénea de niosomas [37].

Se ha planteado que la posicidn del colesterol en la bicapa de la vesicula forma enlaces de
hidrogeno con la cabeza hidrofilica del tensoactivo (figura 8), y se ha sugerido que puede
incrementar la interaccidon entre las proporciones no polares de la bicapa, mejorando asi la

cohesidon de la membrana niosomal [42].

Colesterol

Ol

|||Iumu|mf 10

Figura 8. Formacién por puentes de hidrégeno del colesterol con las cabezas hidréfilas del

Span60. Modificado de [40].

Si bien el colesterol es usado como principal aditivo, se han utilizado otras moléculas que se
plantea pueden otorgarle una mayor estabilidad al sistema, otorgandole carga a los

niosomas [45].

1.8.3.2.2 Molécula cargada

Moléculas con carga son usadas como una alternativa para incrementar la estabilidad de los
niosomas, ya que le otorgan carga al nanoacarreador previniendo la coalescencia por
repulsiones electrostaticas. Algunos ejemplos, son Dicetil fosfato (DCP) y acido fosfatidico
(cargadas negativamente), y con carga positiva se encuentran stearil amina (SA) y cloruro de
cetilpiridina; siendo dicetil fosfato la mas usada. Si bien pueden otorgar estabilidad al

sistema, sélo son tolerables 2.5- 5 % en mol de concentracidén ya que altas concentraciones
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pueden conducir a la inhibiciéon de la formacidon de los niosomas, y un incremento en la
concentraciéon de DCP, puede conducir a un decremento en la eficiencia de encapsulacién

[39,42,56,57].

1.8.3.3 Efecto de la concentracion tensoactivo/aditivos

La concentracion maxima de tensoactivo/colesterol usado para preparar los niosomas es
generalmente 30 mM [43]. La mayoria de los autores reportan concentraciones alrededor de
20 mM; no obstante, se ha observado la formacién de vesiculas multilamelares o vesiculas
unilamelares grandes por arriba de 1000 nm con formacién de precipitados. Con la finalidad
de obtener vesiculas unilamelares pequefias se ha recurrido a métodos como sonicacién
(disminuir) o filtracién (aislar). Es por lo anterior, que se ha pensado en usar diversas
concentraciones y relaciones molares tensoactivo/colesterol para la formacion de los
niosomas con la finalidad de evaluar, principalmente la influencia de éstos en la eficiencia de
encapsulacion. En este sentido, en 2010, Hao y Li encontraron que cuando se usé una
concentracién de 2 x 10* M y relacion molar 1:1, se obtenia una mayor eficiencia de
encapsulacion y tamafio de particulas alrededor de 150 nm; reportaron que cuando se usé
DCP, la eficiencia de encapsulacién disminuyd y no encontraron efecto alguno en la
estabilidad del sistema [41]. Shaker, en 2015, comparé la encapsulaciéon de un compuesto
hidrofilico con diferentes tensoactivos y se obtuvo una mejor eficiencia de encapsulacién
cuando la relacién molar tensoactivo/colesterol fue 1:1 [54]. Ademas, cuando el tensoactivo
fue Span, un incremento en la cantidad incorporada de colesterol sobre la relacion
equimolar signific6 un incremento en la rigidez de la membrana. Membranas rigidas
ensamblan en vesiculas grandes por lo que se vio que un incremento en el tamafio de los

niosomas, lo que significé un decremento en la eficiencia de encapsulacién [54].

1.8.4 Tipos de niosomas

De acuerdo al tamafio de los niosomas, éstos pueden ser clasificados en cuatro categorias
(figura 9). Vesiculas unilamelares pequenas (SUV) (10-100 nm), vesiculas grandes
unilamerales (LUV) (100-3000 nm), unilamelares gigantes (UG) (>3000 nm) y vesiculas multi-

lamelares (MLV) donde se presenta mas de una bicapa [40].
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Figura 9. Clasificacion de las vesiculas de acuerdo a su tamaiio.

1.8.5 Métodos de preparacion de los niosomas

Existen diversos métodos para la preparacion de un sistema niosomal en los cuales se
requiere aplicar alguna forma de energia y la mayoria de ellos consisten en la hidratacién de
una mezcla de tensoactivo/colesterol a la temperatura de transicion de fases del
tensoactivo; seguido por una opcional reduccién de tamafio para obtener una dispersiéon
coloidal. El mas utilizado es el método de hidratacién de la pelicula delgada, no obstante,
existen otras alternativas como el método de inyeccién del éter. A continuacién se realiza

una breve descripciéon de ambos métodos.

1.8.5.1 Método de hidratacion de pelicula delgada (MHPD)

En el método de la pelicula delgada, el tensoactivo y los aditivos a utilizar son disueltos en un
disolvente organico, generalmente una mezcla de metanol/cloroformo en un matraz de
fondo redondo. El disolvente entonces es evaporado en un rotavapor con el objetivo de
formar una pelicula delgada. Agua o una disoluciéon acuosa como buffer de fosfatos
(conteniendo el compuesto) a un temperatura por encima de la Tc del tensoactivo es
agregada al matraz, de tal forma que se hidrate la pelicula delgada. MLVs son formadas
durante la hidratacion y se puede realizar una posterior reduccidon del tamafio mediante
sonicado [39,40,48]. Este método ha sido reportado por diversos autores, en donde la
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preparacion de niosomas se ha realizado utilizando diferentes tipos de tensoactivos (Span,
Tween vy Brij), colesterol (relacién molar, 1:1) y en algunos caso dicetilfosfato [41,47,56]. Se
ha reportado, el uso de 10 mL de una mezcla de cloroformo y metanol para la formacién de
la pelicula delgada [41,56]. Luego de la hidratacién de la pelicula se observé la formacién de
los niosomas (SUV y MLV), la dispersion resultante fue filtrada [56], y en algunos casos se

sonico durante 60 minutos [41,56].

1.8.5.2 Método de inyeccion de éter (MIE)

En este método, el tensoactivo y los aditivos son disueltos en un disolvente organico como
dietil éter e inyectado lentamente a través de una aguja en una solucidon acuosa (que
contiene el farmaco) manteniendo una temperatura constante. El disolvente organico es
evaporado usando un rotavapor. Durante la evaporacién del éter, el tensoactivo es
conducido a la formacién de vesiculas de capa simple. A partir de esta técnica se producen
SUVs y LUVs y se ha visto que se tienen altos volimenes de agua atrapada. Dependiendo de
las condiciones, el didametro de la vesicula final puede estar en un rango entre 50-1000 nm

[39,40].

1.9 Niosomas usados para farmacos para el tratamiento contra el cancer

Mohamed y col en 2012, nanoencapsularon silimarin mediante niosomas. Encontraron que

los niosomas formados con Span60 y colesterol (1:1), mostraron una eficiencia de

encapsulacion de 70.61 = 1.83 %. Encontraron que si se agregaba una molécula cargada al

sistema la eficiencia de encapsulacion disminuia. El analisis estadistico revelé que el
incremento en la cantidad del colesterol en relacion molar Span60/Colesterol (2:1) a una
relacion molar Span60/Colesterol (1:1) significd un incremento en la eficiencia de

atrapamiento [58].

Yang y col. en 2013, prepararon y caracterizaron sistemas niosomales para la encapsulacién
del cis-platino. Usaron diversos tensoactivos, para evaluar la eficiencia de encapsulaciéon y
estabilidad con Span (40, y 60) y Tween (20, 40 y 80), y variando la relacién molar del

colesterol. Observaron que cuando utilizaban Span40, una relaciéon Span40/Colesterol 1.5:1
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y temperatura de formacion entre 60-80 °C, se obtenia una mayor estabilidad y una
eficiencia de encapsulacién del 76.93 %. El tamafio promedio de particula fue 7.33 um con
un potencial zeta de 0.8 £ 0.5 mV. Encontraron una liberacién del 11.73 % en la primera
hora, mientras que para el farmaco libre la difusion a través de bolsas de dialisis fue de 83.07
% en 0.5 horas. Reportan que la liberacidn in vitro puede ser expresada por una distribucion
de Weibull. Realizaron pruebas in vivo en ratones, donde observaron que cuando se
inyectaba localmente los niosomas-cisplatino se tenia una mayor inhibicién del crecimiento

tumoral y una mortalidad mas baja comparado con el cisplatino libre [59].

Sharma y col. en 2015, prepararon y caracterizaron niosomas encapsulando dos compuestos
antitumorales (doxorrubicina y curcumina). Usaron Tween 80 y colesterol en una relacion
molar 1:1. Lograron formar niosomas estables con un potencial zeta de -24 + 2 mV; de
acuerdo a sus micrografias de SEM, no se observd agregacion de los sistemas. Encontraron
gue la poblacién niosomal era polidispersa con dos tamafios de particula, una mayor a 3 um
y otra de 250 20 nm. Encontraron eficiencias de encapsulacién de 90 y 25 % para la
curcumina y para la doxorrubicina respectivamente. Se obtuvo una liberacion del 79 % para
la doxorrubicina en dos dias y del 70 % para la curcumina luego de una semana. Estudios de
citotoxicidad en linea tumorales de Hela, muestra que el farmaco cargado en los niosomas
presenta una mayor citotoxicidad en comparacién con los farmacos libres, mientras que el

blanco de niosoma no muestra citotoxicidad [47].

Shaker y col. En 2015, nanoencapsularon tamoxifen en niosomas, preparados a partir de
diferentes tensoactivos y diferentes relaciones molares tensoactivo:colesterol. Observaron
gue cuando se usé Span60 con relacién molar tensoactivo:colesterol (1:1), se obtenia un alta
encapsulacion (92 %), una liberacion rapida en las primeras 4 horas (35 % liberado) y una
posterior liberacidn lenta hasta por 7 dias con una cinética gobernada por difusién (Higuchi),
y tamafios de particula alrededor de 212 nm. Se observé un mejoramiento en la captacion
celular y una mejor actividad citotéxica con lineas celulares de cancer de mama MCF-7
cuando se usaron los sistemas niosomales en comparacion con el farmaco libre.
Experimentos in vivo mostraron un mejoramiento en la reduccion del tamano del tumor
[54].
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Hipétesis
Debido a que la Casiopeina lll-ia presenta una baja biodisponibilidad en modelos animales y
se trata de un compuesto hidrosoluble, al nanoencapsular la Casiopeina lll-ia en un sistema

niosomal, se obtendra una alta eficiencia de encapsulacién y al evaluar su liberacion in vitro

se observara una liberacion modificada.

Objetivo General

Nanoencapsular Casiopeina® lll-ia mediante un sistema niosomal y evaluar su liberacion in
vitro.

Objetivos especificos

* Obtener niosomas mediante el método de hidratacion de la pelicula delgada y el

método de inyeccidn del éter.

* Evaluar el tamaio de particula mediante dispersién dinamica de luz, con la finalidad

de elegir el método a utilizar para la nanoencapsulacién.

* Obtener el sistema niosomal cargado con Casiopeina lll-ia y evaluar la eficiencia de

encapsulacion.

* Caracterizar los niosomas cargados mediante dispersion dindmica de luz,
microscopia, espectrofotometria UV-visible y espectroscopia de infrarrojo.

* Evaluar interaccion fdrmaco-niosoma mediante UV-visible.

* Evaluar el perfil de liberacién de la Casiopeina lll-ia.

* Evaluar la actividad bioldgica de la Casiopeina lll-ia nanoencapsulada en cultivos de la

linea tumoral Hela.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

Para la formacidon de los niosomas se utilizé monoestereato de sorbitan (Span® 60) y
colesterol con un peso molecular de 430.63 g/mol y 386.65 g/mol respectivamente, ambos
marca Sigma-Aldrich. La Casiopeina® lll-ia fue sintetizada en el laboratorio 210, del
departamento de quimica inorgdnica y nuclear, de la facultad de quimica de la UNAM, que
fue proporcionado por la M. en C. Ana Luisa Alonso. Como disolventes se utilizé metanal,

diclorometano y éter etilico grado reactivo.

2.2 Formacion de los niosomas

La preparacion de los niosomas, se realizé por medio del método de formacién de la pelicula

delgada y por el método de inyeccién del éter.

2.2.1 Método de la pelicula delgada

Una mezcla de tensoactivo y colesterol con una relacion molar 1:1 y una concentracién total
de 0.2 y 20 mM, se disolvié en 10 mL de una mezcla de metanol/diclorometano (1:4, v/v) y
fue colocado en un matraz baléon de 100 mL; posteriormente el disolvente orgdnico fue
removido bajo vacio en un rotavapor a 60 °C con el objetivo de formar una pelicula delgada
en el fondo del matraz y el diclorometano residual fue evaporado durante 8 horas a
temperatura ambiente. La pelicula seca fue hidratada con 10 mL de agua destilada y se
sonicd durante una hora a 60 °C. Luego de la preparacidén, la dispersion fue filtrada en un
papel filtro Wathman #2 con un tamafio de poro de 8 um y fue reservada para medir tamafio
de particula por medio de dispersién dindmica de luz (LSD, por sus siglas en inglés). El

diagrama general de la metodologia anteriormente descrita se presenta en la figura 10.
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Figura 10. Formacidon de niosomas mediante el método de hidratacion de la pelicula

delgada. Modificado de [40].

2.2.2 Método de inyeccion del éter

El método de inyeccion del éter fue llevado a cabo con modificaciones de acuerdo a como se
describe a continuacién. La cantidad correspondiente de Span 60 y colesterol con una
relacion molar 1:1 y una concentracion total de 0.2 y 2 mM, fueron disueltos en 2.5 mL de
éter etilico. Esta disolucién fue agregada por goteo a 10 mL de agua destilada precalentada a
60 °C. Este nuevo sistema se dejé en agitacion durante 90 minutos a temperatura ambiente
hasta la evaporacion del éter. De la dispersién obtenida, 5 mL fueron reservados sin
sonicacidn para su caracterizacion por tamafio de particula y 5 mL fueron sonicados durante

30 minutos; todas las formulaciones fueron reservadas para medir tamafio de particula por

medio de dispersién dindmica de luz (figura 11).
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Figura 11. Formaciéon de niosomas mediante el método modificado de inyeccidn del éter.

Modificado de [40].

En el cuadro 4 se presenta un resumen de la concentracion de tensoactivo/colesterol y el

tiempo de sonicado para ambos métodos.

Cuadro 4. Condiciones experimentales para la formacién de los niosomas mediante dos

métodos.

Método de la pelicula delgada

Método de inyeccién de éter

Concentracién Tiempo de Concentracién Tiempo de
Span60/Colesterol sonicado Span60/Colesterol sonicado
(mM) (minutos) (mM) (minutos)

0.2 60 0.2 0

0.2 30

20 60 2 0

2 30
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2.3 Eficiencia de atrapamiento

2.3.1 Variacién en la concentracién Span60/Colesterol

Con la finalidad de observar la influencia de la concentracion del Span60/Colesterol (S/C) en
la eficiencia de encapsulacion, se realizd un estudio tal como lo sugirieron Hao y Li en 2011.
Se vario la concentracién de S/Cde 1a 5 x 10* M, mientras que la concentracién del soluto
(Casiopeina lll-ia) se mantuvo en 9 x 10° M (n = 3 repeticiones). Los niosomas fueron
preparados de acuerdo al método de inyeccién del éter. Los sistemas obtenidos fueron
centrifugados a 8500 rpm durante 25 minutos a 10 °C. El sobrenadante fue medido por

espectroscopia UV-visible a 294 nm para calcular la eficiencia de encapsulacion.

2.3.1.1 Cuantificacion del farmaco

Para la cuantificacion del farmaco se construyé una curva de calibracion; para esto, se
prepard una solucién stock de 200 ppm y se prepararon estandares de 0, 2.5, 5, 10, 20, 30,
40 y 50 ppm. La eficiencia de encapsulacién se define como la cantidad en porcentaje de
farmaco que es encapsulado en los niosomas. La cuantificacién del farmaco se llevé a cabo

mediante la siguiente férmula:

(2.1)

B < cantidad de fdrmaco encapsulado>
B total de fdrmaco afiadido

Para considerar si existia diferencia significativa entre los datos obtenidos, se realizé el

analisis de ANOVA de un factor.

2.3.2 Variacién de la concentracion del soluto

Con el objetivo de evaluar la concentracion del soluto en la eficiencia de encapsulacion se
varié la concentracién de la Casiopeina lll-ia fijando la cantidad del S/C en 4 x 10™* M. La
concentracién del soluto se varié de 0.9 a 8 x 10* M. La cuantificacion del farmaco se llevé a

cabo de acuerdo al método descrito con anterioridad. Se realizé el ANOVA de un factor.
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2.4 Morfologia

2.4.1 Microscopia Electrdnica de Transmision (TEM)

Se determind la morfologia de los niosomas obtenidos mediante microscopia electrénica de
transmisién por tincidon negativa. Para esto, se tomd una gota de la suspensién de los
niosomas con y sin compuesto que fue directamente colocada sobre una rejilla de niquel FC
con pelicula continua de carbono. La rejilla se dejé secar a temperatura ambiente vy
posteriormente se colocd una gota de acetato de uranilo al 1 % (p/v) [60]. El estudio se

realizd en un microscopio electrénico marca JEOL modelo JEM-2010.

2.4.2 Microscopia Electrdnica de Barrido (MEB)

Se realizé un andlisis de los niosomas, luego de 10 dias de realizada la formulacién mediante
un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-5900LV. Las muestras fueron recubiertas

con una pelicula de oro y corridas a 200 kV.

2.5 Tamaio de particula y potencial zeta

El tamafio de la particula y potencial zeta se obtuvo mediante un equipo de Dispersidon
Dinamica de Luz marca NICOMP 380 ZLS. Se tomaron 2 mL de la muestra y se colocaron en
una celda de vidrio, se midié el tamafo de la particula y para el potencial zeta se adaptaron
unos electrodos. En ambos casos se calculd el promedio de las mediciones realizadas con n =

3.

2.6 Espectrofotometria de UV-visible

2.6.1 Modificacion de las transiciones d-d durante el sonicado para el método de la pelicula
delgada

Se llevd a cabo la espectroscopia de UV-visible de la Casiopeina lll-ia para conocer si se
modificaban las transiciones d-d en el espectro de la Casiopeina lll-ia durante el sonicado.
Para esto, se prepard una solucién de Casiopeina 1 mM, se realizé un barrido en un equipo
de ultravioleta-visible marca Genesys 10S ThermoScientfic de 100 a 1100 nm. El barrido se

llevé a cabo antes de sonicado, luego de 15, 30, 45 y 60 minutos de sonicado.
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2.6.2 Interaccion de la Casiopeina lll-ia con la membrana niosiomal

Con el objetivo de estudiar una posible interaccidn de la Casiopeina lll-ia con la membrana
niosomal, se realizd un barrido en la regiéon ultravioleta con una concentraciéon de
tensoactivo/colesterol de 4 x 10* M y una concentracién de Casiopeina de 0.9 x 10™ M.
Asimismo, con el objeto de observar si existia un cambio en la region visible en las
transiciones d-d del cobre, se saturd el sistema con una concentraciéon de 2 mM de
Casiopeina lll-ia y una concentracién de 6 mM del tensoactivo/colesterol; debido a que el
Span60 y el colesterol no son solubles en agua, el estudio se realizd en una mezcla
diclorometano:metanol con una relacién 1:1 v/v, con el objetivo de obtener un sistema

totalmente soluble.

2.7 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

La composicion de las materias primas (Span® 60, Colesterol y Casiopeina lll-ia) y de los
niosomas con y sin farmaco, se realizé mediante FTIR en un equipo Nicolet Avatar 320 en
modo transmitancia, en un intervalo espectral de 4000 a 400 cm. Para esto, se prepard una
pastilla de bromuro de potasio con las materias primas, niosomas con y sin farmaco a

analizar.

2.8 Estudios de liberacion in vitro

Se evalud el perfil de liberacion de la Casiopeina lll-ia mediante estudios de liberacién in
vitro utilizando celdas de difusidon en forma horizontal (figura 12). Para esto, 4 mL de una
dispersidn de niosomas con soluto, una dispersion de niosomas sin soluto y una disolucién
de Casiopeina (todas con n = 3 repeticiones) fueron colocados en el compartimento
donador. Se utilizd una membrana de celulosa regenerada de 12-14 kDa, marca Spectrum
Labs, la cual fue lavada e hidratada durante 30 minutos con agua destilada. La membrana
fue colocada entre los dos compartimentos (receptor y donador). Como medio de difusidn
se utilizé agua destilada y se mantuvo a 37 + 0.5 °C con una agitacién constante de 150 rpm.
Se tomaron muestras a determinados intervalos de tiempo durante 69 horas, las muestras

tomadas del compartimento receptor fueron reemplazadas con un volumen igual al
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removido. La liberacién fue determinada mediante espectrofotometria a 294 nm. Para la
cuantificacién del farmaco liberado, se realizdé una curva de calibracion de 0, 2.5, 5, 10, 20,

30,40y 50 ppm.

Toma de muestra

Entrada,/=alida
agua recirculada

Entrada/fsalida
agua recirculada

Chaqueta Membrana |

de agua

Receptor Agitadores Donador

Figura 12. Celdas de difusién en forma horizontal

2.8.1 Cinética de liberacién

El método de aproximacion utilizado en este trabajo para investigar la cinética de liberacién
del farmaco a partir de los niosomas, fue mediante modelos independientes, por lo que los
datos obtenidos a partir del andlisis in vitro fueron ajustados a las siguientes ecuaciones
cinéticas: orden cero, primer orden y modelo de Higuchi; a continuacion se realiza una

descripcién de cada una.

2.8.1.1 Cinética de orden cero

En este modelo se plantea que se libera la misma cantidad de farmaco por unidad de
tiempo, donde la liberacion no depende de la concentracidon. En un sentido ideal, los
sistemas de liberacién prolongada deben seguir este mecanismo. Se representa por una

ecuacion lineal de la forma:

Lt=|—0 + kO (22)
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Donde:

L;: Liberacidn del farmaco en el tiempo t.

Lo: Cantidad inicial del farmaco presente en los niosomas.
t: tiempo.

Ko: constante cinética.

2.8.1.2 Cinética de primer orden

Las formas farmacéuticas que siguen este perfil de disolucion suelen ser matrices porosas
gue contienen principios activos hidrosolubles, y puede ser utilizado cuando se presenta un

mecanismo mixto o transporte andmalo. Se representa por la siguiente ecuacién:

In (L,)=-k,x t+In(L,) (2.3)

LO-Lt = e (ky x t)
Ln(Lo-Lt)=k; x t
Donde kj: constante cinética de primer orden.

2.8.1.3 Modelo de Higuchi

Este modelo describe la liberacidon del fdrmaco como un proceso de difusion a través del
nanoacarreador. Esta difusion estd basada en la ley de Fick, que depende de la raiz cuadrada

del tiempo. La ecuacion del modelo de Higuchi es la siguiente:
1
Li=ky x t 72 (2.4)
Donde ky: constante de disolucion de Higuchi.

2.9 Evaluacion de la actividad in vitro en una linea tumoral

Se realiz6é una prueba de inhibicién celular en lineas tumorales Hela (cancer cervico-uterino)

de la Casiopeina lll-ia libre, los niosomas sin Casiopeina y niosomas con Casiopeina. Los
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estudios fueron realizados con la ayuda de la M. en C. Silvia Davila Manzanilla. La evaluacion

de la inhibicion se realizé de acuerdo a lo descrito por Ddvila en 2010.

Se sembraron 2 x 10* células Hela (ATCC) por pozo en una microplaca de 96 pozos (Costar®)
en presencia de medio D-MEM (Gibco) adicionado con 10 % de SFB (Gibco), 1 % antibidtico
antimicotico (Gibco) y 1 % aminodcidos no esenciales (Gibco). La microplaca se incubé por
24 horas a 37 °Cy 5 % de CO,. Posteriormente, el medio de cultivo se aspird y se agregd 100
uL por pozo de la concentracién a evaluar (Cuadro 5) utilizando medio de cultivo como

vehiculo.

Cuadro 5. Concentraciones usadas para calcular la actividad in vitro.

Concentracion Concentraciones a evaluar (uUM)

solucion Stock

Casiopeina lll-ia 245 uM 36 54 72 90

Niosomas 200 uM 40 80 160 200

Niosomas con Casiopeina lll-ia.* 400/180 uM 80/36 | 160/72 | 200/90 | 400/180

*Las concentraciones usadas a evaluar fueron establecidas en funcién de la Casiopeina Ill-ia

en el nanoacarreador.

Se incubd una placa durante 24 horas y otra a 48 horas a las mismas condiciones de
temperatura y atmédsfera. Pasado el tiempo de incubacién se aspiré nuevamente el medio
de cultivo y se adicionaron 100 uL de acido tricloroacético al 10 % (Baker) en cada pozo. Las
placas se incubaron a 4 °C durante una hora para fijar las células. Los residuos de acido

tricloroacético fueron lavados tres veces con agua.

La proliferacién celular se determind realizando una tinciéon con 50 pL de sulforhodamina B
(Sigma-Aldrich) durante 30 minutos, después de los cuales se retiré el colorante y se lavé
cuatro veces con 100 puL de acido acético glacial, para eliminar el exceso del colorante.
Posteriormente se agregd 200 L de tris base (Sigma-Aldrich) 200 mM, pH= 10.5. La cantidad

de colorante incorporado se determind mediante la absorbancia de cada pozo a 564 nm
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(Microplate reader BIORAD 550). El porcentaje de crecimiento celular para cada

concentracion se calculd con la siguiente ecuacion
. - T
% de proliferacion = 100 — [100 (E)] (2.5)

Donde T es la absorbancia de los pozos tratados y C es la absorbancia de los pozos no

tratados.

2.10 ANALISIS DE DATOS

Para graficar los datos arrojados por los equipos de FTIR y espectrofotometria UV-visible se
utilizé el software OriginPro 8.5.1. Las muestras de microscopia fueron tratadas con el
software Digital Micrograph 3 y los datos de eficiencia de encapsulacion fueron graficados
en GraphPad Prism 5. Los datos de correlacion y constantes cinéticas para los modelos de
orden cero, primer orden e Higuchi, asi como el cdlculo de porcentaje de proliferacién

celular se obtuvieron a partir de Excel.

Para el andlisis de los datos obtenido mediante la variacion de la concentracidon de
Span60/Colesterol y de la Casiopeina lll-ia, se usé un analisis de varianza ANOVA de un

factor, de una via con 95 % de confianza, con el software StatsGraphics Centurion.
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Il RESULTADOS

Para la formacion de los niosomas, se compararon dos métodos, el método de formacién de
la pelicula delgada y el método de inyecciéon del éter, en ambos casos se varid la
concentracién de Span60/Colesterol (S/C), con el fin conocer la influencia de éste en el
tamafio de particula mismo que fue tomada como parametro principal para seleccionar el

método y la concentracion a usar para la formulacidn de niosomas con Casiopeina lll-ia.

3.1 Método de hidratacion de la pelicula delgada

3.1.1 Andlisis previo: Efecto del sonicado sobre las transiciones d-d del metal

Tal como se describié en la metodologia; para la formacién de los niosomas mediante el
método de la pelicula delgada, se llevd a cabo el sonicado de la muestra para reducir el
tamafio de particula obtenido. Previo a la formacion de los niosomas, se estudid la
estabilidad del compuesto de coordinacidon cuando es sometido al sonicado, para esto se
realizd un estudio por espectofotometria UV-visible, siguiendo las transiciones d-d del metal
en la regién visible a 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. Los espectros obtenidos son presentados en
la figura 13, donde se observa que con el paso de los minutos la absorcién del compuesto es
mayor, probablemente dado que podria haber ocurrido una pequena evaporacién del

disolvente (agua) durante el sonicado.
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Figura 13. Espectros de absorcidn en la regidn visible para transiciones d-d para el cobre.

En la figura 14, se presenta la grafica del tiempo de sonicado contra absorbancia a 600 nm,
donde la absorbancia aumenta conforme aumenta el tiempo de sonicado. Se plantea que
dicho aumento, tal como se mencioné con anterioridad, estd dado por un incremento en la
concentracion de la muestra conforme pasa el tiempo y por una disrupcién de las posibles
interacciones que se podrian dar para formar agregados de la Casiopeina lll-ia, esto
atribuyendo al hecho de que por medio de conductimetria se encontré que puede existir

una posible concentracion critica de agregacién a partir de 2.6 mM [61].
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Figura 14. Tiempo de sonicado contra absorbancia a 600 nm.

Por otra parte, también se observa un pequeiio desplazamiento hipsocrémico conforme el
tiempo de sonicado aumenta, este desplazamiento es presentado en la grafica de la figura

15, tomando las longitudes de onda en la maxima absorbancia.

Cambio en la longitud de onda maxima
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Figura 15. Efecto hipsocrémico de la longitud de onda de maxima absorcién para Caslll-ia.

De acuerdo con lo expuesto con anterioridad, se plantea que no existe un cambio estructural
en la Casiopeina lll-ia por efecto del sonicado, los desplazamientos en la absorbancia e
hipsocromicos se podrian deber a la ruptura de interacciones intermoleculares débiles entre

la Casiopeina lll-ia. Por lo que la formacién de niosomas por el método de la pelicula delgada

se llevo a cabo.
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3.1.2 Tamaio de particula

En la figura 16, se presenta el tamafio de particula (en didametro) obtenido para el método de
la pelicula delgada variando la concentracién de Span60/Colesterol con el objeto de conocer
si existia un cambio en el tamafio de particula cuando la concentracion de S/C aumentaba.
Hasta lo revisado en la literatura, las concentraciones usadas para la formacidn de niosomas
va de 10-30 mM; sin embargo, en el presente trabajo se observé que cuando se utilizé una
concentracion de 20 mM se obtuvieron tres poblaciones una de ~3000 nm, la segunda de
~600 nm y una tercera de ~100 nm. En este sentido, diversos autores reportan que para la
obtencién de una sola poblacién, posterior a la formacién de las vesiculas y su posterior
sonicacion, la dispersidn vesicular se filtra en diversos tamafios de filtro con el objeto de
obtener vesiculas unilamelares pequefas. Por otra parte, cuando se utilizé 0.2 mM, se
observé la formacién de dos poblaciones una de ~600 nm y otra de ~200 nm. Hao y Li en
2010, reportaron que a esta concentracidn se obtiene una mejor eficiencia de

encapsulacion.

Formacion de la pelicula delgada
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Figura 16. Tamafio de particula obtenido mediante dispersion dindmica de luz para

concentracién de C/S de 0.2 mM y 20 mM.
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La diferencia en el numero de poblaciones obtenidas entre las dos concentraciones podria
deberse por una parte, al espesor de la pelicula formada en el fondo del matraz. En el caso
de los liposomas se ha visto que al aumentar la concentracion de la disolucién de
recubrimiento, la estructura es formada por la extension con bicapas invertidas adicionales.
Como consecuencia se podria tener una pelicula multilamelar gruesa, la cual al ser hidratada
podria estarse formando vesiculas multilamelares lo que explicaria la tercera poblacién
obtenida por arriba de los 3000 nm, mientras que cuando la concentracién es menor esta
tercera poblacién no es observada. Ahora bien, se debe considerar que las mediciones de
tamafio de particula fueron realizadas luego de 60 minutos de sonicado, el cual es utilizado
para la reduccién del tamafio de vesiculas, por lo que la formacién de dos y tres poblaciones
para una menor y una mayor concentracion respectivamente, puede ser atribuida tanto al
espesor de la pelicula formada como al sonicado aplicado. Asimismo, cuando se utilizé 20
mM, luego de la hidratacion, se observé un precipitado blanco lo que sugiere que al haber
mas mondmero tanto del tensoactivo como del Colesterol en el medio, es de esperarse
formacién tanto de vesiculas como de precipitado dado la insolubilidad en agua del
tensoactivo y las atracciones hidrofdbicas entre los monédmeros. Para el caso de 0.2 mM
durante la hidratacidon probablemente se formaron vesiculas grandes unilamelares que se
reporta van del orden de 100-1000 nm, y durante la sonicacién se espera la reduccién en el
tamafio de la vesicula; sin embargo, se ha reportado que el sonicado puede producir alta
polidispersidad, lo que se traduce a las dos poblaciones encontradas para esta

concentracion.

3.1.3 Propuesta de formacién de los niosomas

En la figura 17 se presenta una propuesta de formacidén de los sistemas vesiculares por
medio del método de la pelicula delgada. Un primer paso en el método es la disolucion del
tensoactivo y el Colesterol en la mezcla metanol/diclorometano (figura 17a), donde los
mondmeros de Span60 y Colesterol se encuentran solvatados por el diclorometano para las
colas hidrofébas y el metanol para las cabezas hidréfilas, esto dada la miscibilidad de los
disolventes, por lo que no se esperaria formacion de micelas. Como segundo paso (figura

17b), se da la evaporacién de la mezcla de disolventes, durante el cual las cabezas hidréfilas
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podrian orientarse hacia la superficie del matraz, dada la hidrofilicidad del vidrio de
borosilicato; mientras que las colas hidrocarbonadas se orientan hacia el espacio aire/vacio
con posibles interacciones hidrofébas entre ellas. Dadas las condiciones de parametro de
empaquetamiento y si el tensoactivo puede adoptar una configuracion de capa invertida, se
espera que pueda ocurrir la formacion de una bicapa en donde monémeros del tensoactivo
se orientan de tal forma que las colas hidrofébicas coincidan. Se plantea que la estructura
total de la pelicula es estable ya que en el caso de los liposomas, Cohen y Bagatolli
mencionan que los lipidos en la superficie podrian tener sus cadenas hidrofébas apuntando
hacia el exterior mientras que las cabezas polares se encuentran interactuando ya sea con el
sustrato polar o con grupos de cabeza opuesta de los lipidos [62]. De esta forma se plantea
que para éste método las cadenas de tensoactivo ya se encuentren preorganizadas en las
bicapas de la membrana seca. De igual forma, los mondmeros del colesterol, podrian
encontrarse formando puentes de hidrégeno con las cabezas polares del tensoactivo,

acomodandose entre los mondmeros del Span60.

Figura 17. Probable formacion de los niosomas por el método de hidratacion de la pelicula

delgada, donde a) mondmeros de Span60 y Colesterol en metanol/diclorometano b) Arreglo
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de los mondmeros en la pelicula delgada, c) hidratacién de la pelicula, d) Vesiculas formadas

luego de la hidratacion.

La hidratacion de la pelicula delgada (figura 17c) se da como un tercer paso, ya que para que
ocurra la formacidon de los niosomas es necesario la presencia de un medio acuoso, sin
embargo, se sabe que el autoensamblaje en bicapas tanto para fosfolipidos como para
tensoactivos no idnicos raramente es espontaneo y usualmente se requiere algun tipo de
energia como agitacion fisica o calor [39,40], por lo que la hidratacion debe ser a la
temperatura de transicién de fases del tensoactivo para favorecer la formacién de una
bicapa invertida. El Span60 tiene una Tc de 60 °C, misma que se ve afectada por la inclusién
del Colesterol en la bipaca produciendo una reduccién en la temperatura de Tc, no obstante,
es comun encontrar en la literatura que la hidratacion de la pelicula formada por la bicapa
del Span60/Colesterol se lleve a cabo a 60 °C, dado que hasta lo revisado, no se encontré un
estudio experimental sobre la reduccion de la temperatura inducido por el Colesterol.
Cuando el agua precalentada es agregada a la pelicula de tensoactivo/colesterol se esperaria
una hidratacién de las cabezas hidréfilas y posteriormente una hinchamiento de la bicapa.
Por su parte, las moléculas de agua que puedan penetrar el espacio interlaminar provocarian
una alta tension superficial. Lo anterior, aunado a posibles efectos estéricos entre las
cabezas polares hidratadas podrian favorecer una curvatura (C) diferente a cero, lo que
cinéticamente ayudaria a la formacién de las vesiculas, probablemente vesiculas
unilamelares grandes (100-3000 nm) (figura 17c) [37,63]. Con el objeto de formar vesiculas
unilamelares pequefias (<100 nm), se realizé un sonicado, en el cual se provoca que LUVs,
puedan romperse y se autoensamblen para formar vesiculas mas pequefias, evitando la

interaccidn del agua con el nucleo hidrocarbonado de la bicapa en los bordes [37,39,40].

3.2 Método de inyeccidn del éter

3.2.1 Andlisis previo: Volumen a utilizar del éter para la formacién de niosomas

Para la formacion de los niosomas por el método de inyeccidon del éter, se evalué de manera
visual la cantidad de disolvente a utilizar observando si durante la formacion de las vesiculas,

se obtenia formacidn de agregados, alta, mediana o baja turbidez; esto indicaria si existia
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una precipitacion del tensoactivo, o probable formacion de vesiculas multilamelares o
unilamelares grandes. En la figura 18 se presenta la posible formacién de las vesiculas
variando la cantidad de éter desde 1 hasta 4 mL. De acuerdo con los resultados, cuando se
utiliz6 una menor cantidad de éter (1 mL) se observaba precipitaciéon del tensoactivo y
colesterol, esto probablemente se debia a que dada la rdpida evaporacion del disolvente
favorecia el agregado de los mondmeros del tensoactivo, mientras que conforme se
aumenté la cantidad de éter no se observd la formacién de agregados pero si una mediana
turbidez, lo que podria indicar que se tenia un sistema con posible formacién de agregados
en el orden de micrémetros. Cuando la cantidad usada fue de 2.5 y 3 mL se observé una baja
turbidez, mientras que cuando se utilizd 4 mL se volvié a observar una mayor turbidez en el

sistema.

Formacion de
agregados

Turbic

Mediana
Turbidez

Baja _ - -
turbidez

0.5 1.0 1.8 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 2.8

éter (mL)

Figura 18. Evaluacién de forma visual si existia una turbidez en el sistema dependiente del

volumen del disolvente.

De acuerdo con los resultados anteriores, se tomé 2.5 mL de disolvente para realizar la
formacién de los niosomas con el método de inyeccidén del éter, ya que como se menciond

anteriormente, fue donde se observd una menor turbidez.
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3.2.2 Tamaio de particula

Al igual que para el método de la pelicula delgada, para la formacién de las vesiculas por
medio del método de inyeccidn del éter, se varié la concentraciéon de Span60/Colesterol,
usando 0.2 y 2 mM y ambas formulaciones se les evalud con sonicado y sin sonicado. El

tamanfio de particula obtenido (en didmetro) es presentado en la figura 19.
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Figura 19. Tamanfo de particula obtenido mediante el método de inyeccién del éter para 0.2

y 2 mM, donde s/s: sin sonicado y c/s: con sonicado.

Se observod que cuando la concentracion fue de 2 mM se obtenia para ambos casos (c/s y
s/s) tres poblaciones de particula; mientras que cuando se utilizé 0.2 mM se obtenia dos
poblaciones, siendo de un menor tamafio (~25 nm y ~300 nm) cuando se aplicé sonicado.
Por otra parte, al igual que en el método de formacién de la pelicula delgada, al aumentar la
concentracion, el nimero de poblaciones aumentd, y cuando se le aplicé sonicado la
dispersion aumentd, probablemente porque el ultrasonido aplicado no es uniforme lo que se

traduce en diferentes poblaciones en la dispersion.
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3.2.3 Propuesta de formacién de los niosomas Inyeccién del éter
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Figura 20. Propuesta de formacién del sistema niosomal mediante el método de inyeccién

del éter. Donde a) mondmeros de Span60/Colesterol en éter, b) disolucidon acuosa de

Casiopeina lll-ia, c) inyeccidn por goteo de la disolucién de Span60/Colesterol y evaporacion

del disolvente, d) formacion de una posible monocapa sobre la superficie acuosa, e)

formacion de SUVs y LUVs.

En la figura 20 se presenta la posible formacién de los niosomas mediante el método de

inyeccién del éter, en el cual se realiza una disolucién del tensoactivo y el colesterol en éter
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etilico (figura 20a) y una disolucidon de la Casiopeina lll-ia en un agua (figura 20b). Como
siguiente paso (figura 20c), se realizd una inyeccidn por goteo de la disolucidn de éter en el
agua precalentada; se espera una rapida evaporacién del disolvente orgdnico dado su punto
de ebullicién (35 °C) y que la temperatura del agua se encontraba a 60 °C dada la

temperatura de transicién de fases del tensoactivo.

Se ha visto que los monoestereatos de sorbitan pueden formar monocapas en donde las
cadenas hidrocarbonadas son dirigidas hacia la fase oleosa mientras que las cabezas polares
se dirigen a la fase acuosa [64]. Por lo que, durante la evaporacién del disolvente (figura 20c)
monomeros del Span60 y el Colesterol podrian migrar hacia la superficie del agua dada la
hidrofobicidad que presentan, donde las cadenas hidrocarbonadas son orientadas hacia el
espacio aire/vacio y las cabezas hidroéfilas hacia la fase acuosa. Las propiedades de los
derivados de acidos grasos adsorbidos en la interfase agua/aire depende de la interaccién
lateral entre las cadenas alifaticas adyacentes, misma que se veria favorecida gracias a que
el agua es un disolvente pobre para las cadenas hidrocarbonadas [65]. Se ha reportado que
para el Span60 se pueden formar monocapas condensadas a temperatura ambiente, lo que
resulta en una mayor estabilidad gracias a su larga cadena hidrocarbonada y que no
presenta insaturaciones, por lo que las interacciones entre las cadenas vecinas son mas
grandes. Asimismo se reportd que cuando la temperatura incrementa, las monocapas de
Span60 llegan a ser mas expandidas, sin embargo, hasta los 42 °C aln permanece
parcialmente como un tipo liquido-condensado [65] por lo que se esperaria que durante la
evaporacion del disolvente y la posible formacién de una monocapa el Span60 se comience a
formar una monocapa tipo expandida, y conforme la temperatura disminuye hasta la
ambiental, se puede llegar a tener una monocapa de tipo condensada, por lo que la
estabilidad aumentaria (figura 20d). Sin embargo, cuando la concentracién del tensoactivo
aumenta, la presion superficial del tensoactivo es suficiente para llegar a una alta tension
interfacial entre el agua y la porcion hidrocarbonada, se puede dar la asociaciéon de los
mondmeros anfifilos dentro de las vesiculas a causa de su asociacidn. Se ha reportado que
para el Span60 en una interfase agua/aceite la concentracion micelar critica es de

aproximadamente 0.0070 mg/mL [65] (figura 20d). Simultdneamente las repulsiones
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hidrofilicas y estéricas entre los grupos de la cabeza asegura que estos grupos se encuentren
en contacto con el agua. Estas dos fuerzas opuestas, el valor HLB y el pardmetro de

empaguetamiento del Span60 dan lugar al ensamble supramolecular [38].

3.3 Hidratacion de la pelicula delgada (HPD) vs inyeccion del éter (IE).

Previo a la nanoencapsulacidon de la Casiopeina lll-ia se compard el tamafo de particula
obtenido por los dos métodos evaluados (cuadro 6) cuando la concentracion

tensoactivo/Colesterol fue de 2 x 10 M.

Cuadro 6. Comparacion del tamafo de particula en nimero obtenido por dos métodos.

Método @1 DE (nm) en | Porcentaje en
diametro numero
Hidratacion de la pelicula delgada (HPD) 101 + 22 99.5
545 + 110 0.5
Inyeccion del éter (IE) 108 £+ 30 99
610+ 170 1

De acuerdo con el cuadro seis, para ambos método con la misma concentracién se
obtuvieron dos poblaciones, una alrededor de 100 nm vy la otra alrededor de 600 nm; sin
embargo, cuando se observa el porcentaje en nimero del total de las particulas analizadas
de la muestra, se tiene que la poblacién de ~100 nm representa la mayor poblacion (99.5 %
para HPD y 99 % para IE). Si bien, se podria usar alguno de los dos métodos para la
formacién de los niosomas, el método de inyeccién del éter presenta varias ventajas
respecto al método de hidratacion de la pelicula delgada, los cuales se enlistan a

continuacion:

1.- La administracién de farmacos para el tratamiento contra el cancer, se da generalmente
por via intravenosa, por lo que los nanoacarreadores usados contra esta patologia requieren
un tamaiio de particula por debajo de 200 nm, dado que es mas dificil que sean detectados

por los fagocitos y dado el efecto EPR. En el caso del método de HPD se obtienen
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principalmente vesiculas unilamelares grandes que van del orden de 100-1000 nm, por lo
que resulta necesario la reduccién del tamafio de particula, generalmente por medio de
sonicado, no obstante éste representa un gasto energético alto. Aunado a esto, se ha
reportado que cuando se aplica sonicado no se obtiene un tamaio uniforme de particula, y
su escalamiento industrial podria resultar complicado. Mientras que en el método de
inyeccion del éter no es necesario aplicar sonicado para obtener la misma poblacién. Es de
importancia mencionar que previo al sonicado se observa una disolucion turbia lo que indica

un mayor tamano de particula.

2.- Por otra parte, para la formacion de la pelicula delgada se requiere un matraz de fondo
redondo, en el cual se asume que la superficie de éste se encuentra lisa por lo que la pelicula
formada serd totalmente uniforme, pero probablemente el material utilizado podria haber
presentado rugosidad lo que provocd que algunos sitios el espesor de la pelicula fuera
mayor, favoreciendo de esta forma la formacidon de vesiculas multilamelares y posible

polidispersidad.

3.- En el método de formacién de la pelicula delgada, se utilizan grandes cantidades de
disolvente (10 mL), principalmente diclorometano y metanol, quienes tienen un ICH de clase
2, el cual, segun la FDA, indica que se trata de disolventes que se debe limitar su uso en
productos farmacéuticos por su inherente toxicidad. Mientras que el éter (usado para el
método de inyeccién del éter), tiene un ICH de clase 3, que indica que se trata de un
disolvente menos téxico para la salud humana, pero se recomienda un uso maximo de 5,000

ppm [66].

De acuerdo con lo expuesto con anterioridad, se decidié trabajar con el método de inyeccién

del éter para la nanoencapsulacion de la Casiopeina lll-ia en los niosomas.

3.4 Eficiencia de encapsulacion (EE)

Hao y Li en 2010, reportaron que la concentracién del Span60/Colesterol (S/C) tiene una
fuerte influencia en la eficiencia de encapsulacion. Es por lo anterior, que se varié la

concentracion de S/C de 0.1 a 0.5 mM.
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En el cuadro siete, se presenta la eficiencia de encapsulacion obtenida para las
concentraciones evaluadas. Se encontré que para todos los casos se obtuvieron EE por
arriba del 70 %, exceptuando para 0.2 mM. Obteniendo un mayor valor cuando la

concentracion de S/C fue 0.1 mM.

Cuadro 7. Eficiencia de encapsulacion con variacién en la concentracion de S/C de 0.1 a 0.5

mM.
Concentracion Eficiencia de Error estandar
S/C (mM) encapsulacion (%) (%)
0.1 76.91 4.65
0.2 58.09 9.52
0.3 73.77 8.02
0.4 75.75 3.42
0.5 72.74 5.47

Aunque para 0.1 mM se obtuvo la mayor eficiencia de encapsulacién, al graficar los datos
obtenidos (figura 21), se observod que los errores estandar eran muy parecidos, por lo que se
procedid a realizar un ANOVA de un factor, el cual indicé que no existia diferencia
significativa entre los valores, por lo que la concentracion de S/C no tiene influencia en la
eficiencia de encapsulacidn. Pese a esto, tal como se puede observar en la figura 21 y en el
cuadro siete, a una concentracidon de 0.4 mM se observd el menor error estandar, por lo que

fue la concentracion de S/C usada para la nanoencapsulacién de la Casiopeina lll-ia.
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Figura 21. Eficiencia de encapsulacidn con variacion en la concentracion de S/C de 0.1 a 0.5

mM.

Por otro lado, Hao y Li también mencionan que la concentracién del farmaco (soluto) tiene
influencia sobre la eficiencia de encapsulacién, ellos observaron que a mayor concentracion
del compuesto la EE disminuye. En este trabajo, se varid la concentracién de la Casiopeina
lll-ia desde 9 x 10 M hasta 7 x 10 M, con una concentracion fija de S/C de 0.4 mM con el

objeto de observar lo anteriormente descrito.
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Figura 22. Eficiencia de encapsulacion al variar la concentraciéon de la Casiopeina lll-ia.

Como se observa en la figura 22, a medida que se incrementa la concentracion del soluto, la
eficiencia de encapsulacion decrece, cuando la concentracién es menor se tiene una
encapsulacion de hasta 70 %; mientras que cuando se tiene la mayor concentracion se
obtuvo una EE de hasta 39 %. Es por lo anterior, que se realizé un andlisis ANOVA de un
factor, donde se encontrd que si existia diferencia significativa entre los datos, por lo que la

concentracion del compuesto si influye en la EE.

Con la finalidad de investigar la influencia de la cantidad del compuesto, la capacidad de
encapsulacion del sistema niosomal ha sido examinada por la variacion de la concentracién
de la Casiopeina lll-ia mientras que la cantidad total de S/C se mantuvo en 4 x 10™* M. Para
esto, se realizd un analisis relacionando la concentracion del soluto cargado con la

concentracién del Span60/Colesterol de acuerdo con la siguiente férmula:

R [soluto] 31
G G-1
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La relacion anteriormente descrita (R), fue graficada contra la concentracion de la

Casiopeina lll-ia.

0.7 1
0.6 |
0.5 \}
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Figura 23. Relacion de la concentracion del soluto cargado con la concentracién del S/C

contra la concentracion del soluto.

En la figura 23, se observa que a medida que la concentracién del soluto incrementa la R
incrementa, lo que podria indicar un aumento en el fdrmaco atrapado en los niosomas, no
obstante, cuando se llega a una concentracién de 4 x 10 M ya no se observa un incremento
lineal, las desviaciones estandar entre 4, 5.1 y 7 mM, se observan sobrelapadas lo que indica
gue aunque se agregue mas soluto, el farmaco cargado en los niosomas ya no incrementaria,
4

por lo que la concentracion donde se observa una carga maxima de compuesto es a 4 x 10°

M.

Ahora bien, estos resultados toman en cuenta la cantidad del compuesto que fue cargado en
una cantidad especifica de Span60/Colesterol. Mientras que para los resultados de eficiencia
de encapsulacidn, Unicamente se considera la cantidad "cargada" del compuesto sobre la

cantidad total afiadida del compuesto. Si bien la grafica de la figura 23 indica que la cantidad
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maxima de Casiopeina lll-ia encapsulable en los niosomas (dada la concentracién de éstos)
es de 4 x 10” M, afiadir una cantidad equimolar del compuesto, no resultaria en la mas alta
eficiencia de encapsulacion, es decir, del total de compuesto afiadido sélo el 60 % se
encontraria encapsulado segln resultados de eficiencia de encapsulacién. Tomando en
cuenta lo anterior, una concentracién de 9 x 10° M resulta en una alta eficiencia de

encapsulacion, por lo que fue la concentracion elegida para la formulacién de los niosomas.

Una vez establecido la concentracién del S/C en 4 x 10* M y de la Casiopeina Ill-ia en 9 x 10
M, se procedié a medir el tamafio de particula, potencial zeta y observar la morfologia de los

sistemas niosomales.

3.5 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

La formacidon y morfologia de los niosomas fue observada mediante microscopia, las
micrografias obtenidas son presentadas en las figuras 24 y 25 sin y con Casiopeina lll-ia

respectivamente.

2000 gliik
—

Figura 24. Micrografias de los sistemas niosomales sin Casiopeina lll-ia
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Figura 25. Micrografias de los sistemas niosomales con Casiopeina lll-ia.

Ambos sistemas mostraron estructuras vesiculares esféricas unilamelares con un tamafo
aproximado de 60 nm, cuando el sistema no tenia farmaco, mientras que cuando encapsuld
la Casiopeina se obtuvieron tamanos de 40 nm aproximadamente. En todas las micrografias,
se observa las orillas de los sistemas vesiculares mas oscurecidos, probablemente por la
presencia del acetato de uranilo embebido en la bicapa vesicular. Por otro lado, no se
observé cristales o agregados de Casiopeina lll-ia sobre la superficie de los niosomas, por lo

que se piensa el compuesto se encuentra nanoencapsulado.

3.6 Tamaiio de particula y potencial zeta

El tamafio de particula y potencial zeta fue estimado mediante un equipo de dispersién

dinamica de luz, los resultados obtenidos son presentados en el cuadro ocho.
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Cuadro 8. Tamaiio de particula y potencial zeta para los sistemas niosomales con y sin

Casiopeina lll-ia. Tamafios de particula reportados en nimero.

Tamafio de particula en didmetro | Potencial zeta (mV)

®+SD (nm)
Con Caslll-ia Sin Caslll-ia Con Caslll-ia Sin Caslll-ia
208 +2 27 +15 00 00

Se evalud el tamafio de particula cuando la concentracién del Span60/Colesterol fue 4 x 10

M vy la concentracion de la Casiopeina lll-ia fue 9 x 10 M. Se observé que cuando se realizé
la formacion de los niosomas sin Casiopeinas se obtuvo un tamafo promedio de 27 nm con
una alta dispersion (n = 3), mientras que cuando se encapsulé la Casiopeina se obtuvo un

tamafio promedio de 208 nm.

Se midio6 potencial zeta (cuadro 8), donde se obtuvo un valor promedio de 0 mV para ambos
casos. Se esperaba que la Casiopeina en disolucién, al ser un compuesto idnico,
proporcionara alguna carga al sistema; pese a esto, no se pudo observar dicho
comportamiento dado que el potencial zeta indica cambios en el potencial de la superficie y
en las fuerzas de repulsidn entre los coloides. Se trata del punto en el cual la capa de
contraion que rodea a una particula cargada negativa o positivamente. Dicho lo anterior, si
la Casiopeina lll-ia se encontrara en la superficie del niosoma le otorgaria cierta carga al
sistema, y los iones nitrato actuarian como contraién. Sin embargo, se propone una
encapsulacion de la Casiopeina dado el potencia zeta obtenido por el niosoma y lo
observado en microscopia, por lo que no existiria una capa stern ni una capa difusa,
mientras que la Casiopeina libre con su contraidn nitrato se encuentra en equilibrio con la
disolucién del sistema. El potencial zeta obtenido indica que estos sistemas son sistemas
inestables, propiciando una rapida coalescencia dado que no existen repulsiones
electrostaticas y por lo tanto un corto tiempo de almacenamiento. Esta inestabilidad fue
confirmada mediante microscopia electronica de barrido, donde luego de 10 dias se

observaron los sistemas niosomales obtenidos (figura 26).
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Figura 26. Micrografia del sistema niosomal luego de 10 dias de realizada la formulacién.

En las micrografias anteriores, se observa estructuras amorfas en el orden de 1.72 um, dada
la coalescencia sufrida luego de 10 dias de realizada la formulacién, estos resultados
coinciden con lo obtenido con el potencial zeta. Dada esta situacién, resulta de importancia
estabilizar los coloides; una alternativa, es agregar aditivos que puedan otorgarle carga a la
membrana niosomal y de esta forma incrementar la estabilidad del sistema. En este sentido,
se ha utilizado principalmente dicetilfosfato que le otorga una carga negativa a las vesiculas
generando repulsiones electrostaticas y otorgando estabilidad. Sin embargo, es de
importancia considerar que la Casiopeina lll-ia se trata de un compuesto de coordinacidn,
con una posicion axial vacante en el centro metalico. Es por lo anterior, que se realizd un
estudio por medio de espectrofotometria UV-visible en el cual, la Casiopeina lll-ia fue
disuelta en una disolucién de buffer de fosfatos y fue comparada con la banda de absorcion

obtenida en la regidn visible de las transiciones d-d de la Casiopeina Ill-ia en disolucion
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acuosa. En ambos casos, el compuesto tuvo una concentracion de 2 mM; el espectro

obtenido es presentado en la figura 27.
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Figura 27. Espectros de absorcion de la regidn visible de la Casiopeina lll-ia en agua (2 mM) y

en buffer de fosfatos (2 mM).

De acuerdo con el espectro anterior se observa un pequeno incremento en la absorbancia
cuando la Casiopeina se encuentra en buffer de fosfatos y un pequefio desplazamiento
hipsocromico en el espectro; dicho desplazamiento podria estar dado por la interaccion del
grupo fosfato con la Casiopeina lll-ia en posicion axial. Pese a esto, no se observa la aparicién
de una nueva banda ni un desplazamiento significativo, por lo que se piensa no existe un

descoordinacién de alguno de los ligantes.

Dados los resultados anteriores, debe considerarse, que en el caso de los niosomas, el dicetil
fosfato se encontrara probablemente formando interacciones por puentes de hidrogeno en
la superficie de la membrana niosomal. Tomando en cuenta un estudio teérico realizado por
Galindo y colaboradores, donde su objetivo era describir el sitio especifico de
reconocimiento entre el DNA y la Casiopeina lll-ia, el estudio dio como resultado que la

Casiopeina lll-ia tienen una preferencia en posicionarse en el surco menor del DNA, con un
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oxigeno del grupo fosfato coordinado axialmente al atomo de cobre de la Casiopeina y con
una molécula de agua en la posiciéon axial opuesta, obteniendo de este modo, un aducto

final estable (figura 28) [67].

Figura 28. Interaccién de la Casiopeina lll-ia con el grupo fosfato en el surco menor del ADN

[67].

Descrito lo anterior, se plantea que una insercién del dicetil fosfato en la membrana
niosomal, favoreceria la coordinacion de la Casiopeina lll-ia con el grupo fosfato en posicidon
apical, siendo estabilizado por una molécula de agua cuando el sistema se encuentre en
disolucion, por lo que la liberacion de la Casiopeina lll-ia se veria afectada dada la estabilidad
de la nueva molécula formada, disminuyendo de este modo la eficacia terapéutica del

compuesto.

3.7 Espectroscopia UV-visible

3.7.1 Interaccién Casiopeina lll-ia-Span60-Colesterol

3.7.1.1 Region visible

Se evalud la interaccion de la Casiopeina lll-ia con la mezcla de Span60 y Colesterol mediante

espectroscopia UV-visible. Para evaluar algin cambio en las transiciones d-d del metal en la
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region visible, una disolucidon de Casiopeina lll-ia (2 mM), una mezcla de Span60/Colesterol
(6mM) y una mezcla de Casiopeina lll-ia (2mM)/Span60/Colesterol (6 mM) fueron usadas
con el objeto de evaluar si el Span o el Colesterol no afectan las transiciones en esta regién.
Debido a que tanto el tensoactivo como el colesterol son insolubles en un medio acuoso, el
estudio se realizé en una mezcla de metanol:diclorometano (1:1). Dichas concentraciones
fueron escogidas dadas las transiciones d-d del metal que al ser sefiales débiles es necesario
saturar el sistema, por lo que se utilizé 2 mM para la Casiopeina lll-ia y tomando en cuenta
las concentraciones usadas para la formacién de los niosomas, se escald la concentracion del

Span60/Colesterol a 6 mM. Los espectros obtenidos son presentados en la figura 29.
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Figura 29. Espectro visible de la Casiopeina lll-ia con concentracién de 2 mM. Mezcla de
Casiopeina lll-ia, Span 60 y Colesterol (6 mM) y mezcla de Span 60 y Colesterol (6 mM), en

una mezcla de diclorometano:metanol (1:1).

Como se observd en el espectro anterior, el uso del Span60 y el Colesterol no produce un

cambio en la longitud maxima de absorcién de las transiciones d-d de la Casiopeina lll-ia. La
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pequefia diferencia en las absorbancias es debido a la rapida evaporacion del disolvente
orgdnico. Por otra parte, dada la naturaleza organica del tensoactivo y del colesterol, no

presentan absorciones en el espectro visible (linea azul).

3.7.1.2 Region ultravioleta

Se evalué la posible interaccién de la membrana niosomal con la Casiopeina lll-ia en la
region ultravioleta. Las concentraciones usadas para este analisis fueron las establecidas
para la formacién de los niosomas (4 x 10* M de Span60/Colesterol y 9 x 10° M para la
Casiopeina) y para la disolucion de la Casiopeina se usé una concentracién de 1 x 10° M. A
diferencia del espectro presentado en la regidn visible, los sistemas evaluados fueron los
niosomas ya formados, y los niosomas en dispersion con el compuesto encapsulado. Se
observan dos picos maximos de absorcidon para la Casiopeina lll-ia en 208 y en 294 nm

correspondientes a la bipiridina.
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Figura 30. Espectro de absorcidn en la regién ultravioleta para Casiopeina Ill-ia (1 x 10 M),

niosoma (4 x 10 M) y niosoma (4 x 10 M) con Casiopeina lll-ia (9 x 10™ M).

Tal como se observa en la figura anterior, los niosomas no presentaron absorcién en la
region y a la concentracién evaluada, esto nos sugiere que al realizar los estudios de
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eficiencia de encapsulacion no se obtuvo un falso positivo. Por otro lado, al comparar los
espectros de la Casiopeina libre y Casiopeina con niosoma, no se observa cambio alguno en
los bandas maximas de absorcion, lo que sugiere que no existe algun tipo de interaccion de
la Casiopeina con la membrana niosomal. En este sentido, para corroborar lo sugerido por el
espectro obtenido en la regidn ultavioleta, se realizé un andlisis cuantitativo de una posible
interaccion de la Casiopeina con la membrana niosomal, dicho analisis es descrito a

continuacion.

3.7.2 Andlisis cuantitativo de posibles interacciones débiles entre la membrana niosomal y la

Casiopeina atrapada o en disolucién

Para los niosomas formados con algin Span, es posible obtener una membrana en bicapa
donde las cabezas hidrofilicas, estdn conformadas por un sorbitol deshidratado. Por lo que el
compuesto encapsulado, dependiendo de su estructura quimica, podria tener algun tipo de
interaccidon con la membrana niosomal, principalmente interacciones débiles como puentes
de hidrégeno formados con los grupos OH del sorbitan. Hao y Li en 2011 propusieron un
esquema general para la interaccidn y no interacciéon del fdrmaco con los niosomas cuando
el compuesto llega a un equilibrio en disolucién o en dispersion; donde el farmaco puede

estar embebido de tres maneras:

= Farmaco atrapado sin interaccidén con la membrana niosomal.
= Farmaco no atrapado localizado en el medio acuoso.

=  Farmaco con interaccion con el niosoma fuera o dentro del niosoma

El esquema general de lo anteriormente descrito es presentado en la figura 31.
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Figura 31. Posibles interacciones de la Casiopeina lll-ia con los niosomas. Modificado de [41].

La ecuacién de equilibrio para niosomas con Span60, Colesterol y Casiopeina, puede ser
descrita por:

Span60 + Casiopeina Kﬁ Casiopeina-Span60 + Casiopeina@Span60 52)
3.2

Donde:

+»+ Casiopeina-Span60: Especie de moléculas de Casiopeina que interactia con los

niosomas.

+»+ Casiopeina@Span60: Especie de Casiopeina atrapado sin interaccion con la
membrana de los niosomas.

+* K= constante de equilibrio.
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+»+ Span60: Se representa como la concentracion total, debido a que se propone que la
interaccion entre el Colesterol y el Span60 dentro de la bicapa se da entre la cabeza
hidrofilica 3-beta-hidroxil del colesterol, la cual es capaz de posicionarse en las
proximidades del grupo éster del monoestereato de sorbitan formando puentes de
hidrégeno con el oxigeno del éster, mientras que el anillo hidrofébico esteroide se
orienta paralelamente a las cadenas alquilicas del tensoactivo [68,69]. Por lo que una
interaccidon entre un farmaco hidrofilico y el colesterol se veria afectado por un

impedimento estérico de las cabezas de sorbitan del tensoactivo.
Las concentraciones iniciales son:

Span60: [Span60]o; Casiopeina: [Casiopeina]g; [Casiopeina-Span60]: 0;
[Casiopeina@Span60]: 0; [mol/L]

Las concentraciones en el equilibrio:

Span60: [Span60].; Casiopeina: [Casiopeinal.; Casiopeina-Span60:[Casiopeina-Span60]e;
Casiopeina@Span60:[Casiopeina@Span60]e; [mol/L]

De acuerdo con la ecuacién de equilibrio, la constante de equilibrio esta dada por:

[Casiopeina-Span60], [Casiopeina@Span60],

K =
[Span60], [Casiopeina],
(3.3)
Entonces para el [span60] en el equilibrio:
[Span60]. = [Span60], - [Casiopeina-Span60]. (3.4)

En la ecuacion 3.4, para la concentracién del Span60 en el equilibrio, se debe tomar en
cuenta la concentracién inicial del tensoactivo menos lo que interactia con la Casiopeina
[Casiopeina-Span60], pero no debe tomarse en cuenta el Span60 que no se encuentra
interactuando con el compuesto (Span60@Casiopeina), ya que éste formaria parte del

[Span60]o.
Para la Casiopeina en el equilibrio:

[Casiopeina] = [Casiopeina]g - [Casiopeina-Span60]. - [Casiopeina@Span60]. (3.5)
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Para poder conocer la constante de equilibrio y el porcentaje de interaccién del fdrmaco con
los niosomas, Hao y Li, propusieron linealizar la ecuacion de tal forma que las
concentraciones conocidas por medio de espectrofometria de UV-visible (variando la
concentracion del Casiopeina lll-ia) sean graficadas contra las concentraciones iniciales de la

Casiopeina:

Conociendo: [Casiopeina)y [Casiopeinale y [Span60]gy dado que es de especial interés

conocer [Casiopeina-Span60], la ecuacién 3.5, puede ser reordenada de tal forma que:
[Casiopeina@Span60] = [Casiopeina] - [Casiopeina-Span60]. - [Casiopeinale (3.6)

De este modo, la ecuacién 3.4y 3.6, pueden ser sustituidas en la 3.3, obteniendo la siguiente

ecuacion para la constante de equilibrio:

[CaSiOpel'na-SpanﬁO]e([Casiopeina]O - [Casiopeina-Span60], - [Casiopel'na]e)

K=
[Casiopeinal, ( [Span60], - [Casiopeina-SpanGO]e)
(3.7)

Para lograr la linealizacién anteriormente mencionada, es necesario reordenar
algebraicamente términos, donde la ecuacion utilizada para obtener la constante de

equilibrio es la siguiente:

[Span60],

[Casiopeina], =K [Casiopeina], + [Casiopeina-Span60],

[Casiopeina-Span60],
(3.8)

Una vez obtenida la ecuacidn siete, se graficd [Casiopeina)e = concentracién de Casiopeina

no atrapada vs [Casiopeina]g =Casiopeina inicial.

La grafica obtenida es presentada en la figura 32.

67



Constante de equilibrio

8x10°*
S 6x10% A
—9 |
© 1
o A0
o 4
.g | y=1.3516x + 8 x 10~
2 _
§, 25009 - R“=0.977
| ®
0 1 1 1 1 1
Q INg Q,Q“‘ Q,Q“‘ Q,Q“‘ Q,Q“‘
&> AP -~ > P

[Casiopeinal. (M)

Figura 32. Obtencidn de la constante de equilibrio de soluto en equilibrio vs soluto inicial.
A partir de la grafica anterior, se obtuvo la siguiente ecuacién:

y = 1.351 x [Casiopeinale + 8 x 10 (3.9)

Donde:

[Casiopeina-Span60]. = 8 x 10° M vy

K [Span60], - 1.351

[Casiopeina-Span60],

Y conociendo que, [Span60], = 4 x 10%M
Es posible calcular la constante de equilibrio sustituyendo términos:

1.351 x (8 x 1075M)
= =0.27
4x10-*M
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La constante de equilibrio fue igual a 0.27, un valor por debajo de 1 indica que el equilibrio
es favorecido hacia los "reactivos", es decir hacia la concentracién inicial de Span60 y
Casiopeina por lo que se favorece la Casiopeina libre, mientras que la cantidad de farmaco
con interacciéon con la membrana, seria pequefio. Para calcular la cantidad de farmaco
interaccionando con la membrana se hizo una relacién entre la concentracién de Span60-
Casiopeina encontrada a partir del intercepto de la grafica obtenida de la concentracion de
Casiopeina no atrapada y la concentracidn inicial del Span60. En la siguiente ecuacién se

observa lo descrito con anterioridad:

[Casiopeina — Span60]e
[Span60]0

= Interaccién Casiopeina con niosoma

(8 x 10°M/4 x 10*M) = 0.20 x 100 = 20 %

Se encontrd que el 20 % de la Casiopeina se encuentra formando algun tipo de interaccion
con la membrana niosomal. Se propone que la interaccién esté dada principalmente entre
los grupos OH de la cabeza de sorbitan del Span60 y los carbonos y nitrégeno de la piridina

de la Casiopeina lll-ia, por interacciones por puentes de hidrégeno (figura 33).

OH

Figura 33. Interaccion de la bipiridina de la Casiopeina por puentes de hidrégeno con el

grupo O-H de la cabeza hidrofilica del Span60.

Aludiendo a la figura anterior, la propuesta fue realizada de esa forma ya que en el estudio

tedrico realizado por Galindo, mediante el analisis de distribucién de densidad electrdnica de
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la teoria cuantica de atomos en moléculas, se observé que la Casiopeina puede tener
interacciones débiles entre el grupo azucar y el ligante aromatico de la Casiopeina. Estas
interacciones estan dadas, debido a que la coordinacion de un grupo fosfato dentro de una
posicion axial de los atomos de cobre produce una transferencia de electrones del centro
metalico que compensa la deficiencia de electrones de los ligantes, al mismo tiempo que la
deoxirribosa dona densidad electrénica de forma axial con d&tomos de hidrégeno y oxigeno a
la bipiridina. Se describen varias interacciones como son C-H--pi, O---pi (C) y O---pi(N) [67],

tal como se observa en la figura 34.

Figura 34. Interacciones de la Casiopeina lll-ia: b) cobre con el grupo fosfato del nucledtido,

¢,d) Interacciones débiles de la bipiridina con el azucar [67].

Si bien, el entorno electrénico para el sistema ADN-Casiopeina y el sistema niosoma-
Casiopeina es diferente, dados los grupos fosfatos presentes en el primero, la cabeza de
azUcar que contienen ambos puede otorgar una idea, de la posible interaccion del
compuesto con el niosoma. Una introduccién de una molécula de agua en posicién apical
genera que el idbn metalico pierda densidad electrdnica que se puede redistribuir hacia los
ligantes. El exceso de densidad electrénica podria generar las interacciones descritas en la
figura 33 entre el sorbitol y la Casiopeina lll-ia. Por otro lado, se podria plantear una

interaccion de los grupos OH del sorbitol con el cobre de forma axial, siendo estabilizados
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por una molécula de agua en la posicién apical opuesta, aunque, esta interaccion podria
encontrarse estéricamente impedida, dado el volumen de las cabezas hidréfilas cuando se

encuentran formando la membrana niosomal.

3.8 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

Se realizé la espectroscopia de infrarrojo, para la Casiopeina lll-ia, Span60, Colesterol,
niosomas y niosomas con Casiopeinas, con el objeto de observar la encapsulacién del
compuesto. A continuacidn se presentan los espectros obtenidos de las materias primas y

los sistemas niosomales.

3.8.1 Casiopeina lll-ia
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Figura 35. Espectro de infrarrojo de la Casiopeina lll-ia.

En la figura 35 se presenta el espectro de infrarrojo para la Casiopeina lll-ia, donde se
observan las bandas caracteristicas de la bipiridina y el acetilacetonato. En 3479 cm™
vibraciones correspondientes a C-N, en 1616 cm™, las vibraciones correspondientes al enlace

C=N, en 1525 cm™ vibraciones C=C, 1490 cm™ vibraciones del C=C, 831 cm™ vibraciones

71



aromaticas de las piridinas y 780 cm™ arométicos monosustituidos. Mientras gue la banda
del grupo carbonilo del acetilacetonato se observa en 1587 cm™. Por su parte, la banda de

absorcién del contraidn nitrato esta dada en 1387 cm™.

3.8.2 Span 60
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Figura 36. Espectro de infrarrojo del monoestereato de sorbitan (Span60).

En la figura 36 se observan las vibraciones de enlace de la molécula de monoestereato de
sorbitan. En 3400 cm™ se observa una banda caracteristicas de alcoholes polivalentes,
referente a los alcoholes del sorbitol deshidratado. 2915 cm™ y en 2850 cm™ vibraciones
correspondientes a metilenos asimétricos y simétricos respectivamente. En 1735 cm™
estiramientos del carbonilo del grupo funcional de los ésteres y en 1465 cm™ estiramientos
de tijera de grupos metilenos. Mientras que en 1180 cm™ y 1074 cm™ son bandas
caracteristicas de sélidos con cadenas largas y grupos polares terminales, de estiramientos

simétricos y asimétricos. Por ultimo en 720 cm™ aparece una pequefia sefial la cual es

observada cuando se tienen mas de cuatro metilenos en una cadena alifatica.
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3.8.3 Colesterol
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Figura 37. Espectro de infrarrojo del Colesterol.

El espectro de infrarrojo correspondiente al Colesterol es presentado en la figura 37. En
3394 cm™ se observan vibraciones de alargamiento del enlace O-H. En 2940 cm™ se
observan vibraciones asimétricas del grupo metilo y en 2865 cm™ vibraciones simétricas de
metilenos. En 1463 cm vibraciones de tijera de metilenos caracteristicos en los
ciclohexanos. En 1375 cm™ se observa una banda que sugiere deformacién simétrica de
grupos gem dimetilos terminales. En 1058 cm™ vibraciones caracteristicos de estiramiento

del enlace C-OH de alcohol primario y en 800 cm™ torsién =C-H.

3.8.4 Niosomas

El espectro obtenido para los sistemas niosomales es presentado en la figura 38, donde se
observaron principalmente bandas caracteristicas del Span60. En 3446 cm™ se obtuvieron
vibraciones de estiramientos del enlace O-H, en 2917 cm™y en 2850 cm™ se observan las
vibraciones simétricas y asimétricas del estiramiento del grupo metileno. En 1735 cm™ se

observé los estiramientos del carbonilo del grupo funcional éster alifatico correspondiente al
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Span60. En 1462 cm™ se observan vibraciones de tijera de metilenos de intensidad media, la
banda en 1380 cm™ de intensidad débil, perteneciente a vibraciones O-CO-CH,y en 1052 cm’
! vibraciones de estiramiento de enlace C-OH de alcohol primario que en el espectro del
Span60 no es observado dada la banda ancha que aparece en 1074 cm™ que es asignada a

solidos con cadenas largas y grupos polares terminales.
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Figura 38. Espectros de infrarrojo de los niosomas.

La banda correspondiente al enlace O-H (3446 cm™) presentd un adelgazamiento y un
desplazamiento hacia mayores nimeros de onda comparado con las bandas O-H del Span60
(3400 cm™) y del colesterol (3394 cm™). Este fenémeno cominmente se presenta cuando
existe una disminucién o una pérdida de formacidn de puentes de hidrégeno. Se piensa que
la insercion de las cadenas de colesterol entre las cadenas del Span60 disminuye la
interaccidon entre las cabezas hidrofilas del tensoactivo disminuyendo de este modo la
formacién de puentes de hidrégeno entre los mondmeros del Span60. En un estudio tedrico
realizado por Aksornnarong y col. en 2016, se obtuvo que para bicapas puras de Span60 el

numero promedio de enlaces de hidrégeno entre Span60/Span60 fue de 2.6 + 0.04, mientras
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qgue cuando el colesterol fue agregado a la bicapa, el nimero de enlaces de hidrégenos entre
el Span60/Span60 decrece a 0.67 + 0.05 [69], lo que explicaria lo observado en el espectro
de IR. No obstante, se plantea que cuando las cadenas de colesterol son insertadas entre las
cadenas de Span60 se espera la formacion de puentes de hidrégeno entre los grupos OH del
tensoactivo y los oxigenos del grupo funcional éster del colesterol. Aksornnarong y col,
mencionan que el decremento en la interaccidon Span60/Span60 es compensado por 0.84 +
0.04 enlaces de hidrégeno entre el Span60/Colesterol [69]. Considerando que el colesterol
otorga rigidez a la membrana y aunque entre el Span60 y el colesterol se encuentre
formacién por puentes de hidrégeno, dado el efecto estérico de las cabezas hidrdfilas, en el
espectro de infrarrojo sélo se observé la disminucion de los puentes de hidrégeno entre las
cabezas del tensoactivo, razéon del efecto batocrémico y del adelgazamiento de la banda del

O-H.

3.8.5 Niosomas con Casiopeinas

En la figura 39 se presenta el espectro de niosomas con Casiopeinas lll-ia donde se observa
una banda caracteristica de enlaces O-H en 3405 cm™. En 2925 cm™ una pequefia banda
correspondiente a vibraciones asimétricas de metilenos. En 1731 cm™ estiramiento de
carbonilo del grupo funcional éster del Span60 o del acetilacetonato de la Casiopeina lll-ia.
En este espectro se observa la aparicién de dos nuevas bandas, una en 1641 cm? y otra en
1538 cm™ las cuales pueden ser asignadas a sitios acidos de Brénsted, generado a partir de
la protonacién de la bipiridina. Las banda en 1538 cm? pueden indicar piridinas con
formacién de enlaces de hidrégeno. La banda en 1380 cm de intensidad débil, también
aparece en el espectro del niosoma y del Span60 perteneciente a vibraciones O-CO-CH,-. En
1180 cm™ una banda de mayor intensidad, que es caracteristico con cadenas largas y grupos
polares terminales. En 1058 cm™ vibraciones caracteristicos de estiramiento del enlace C-OH

de alcohol primario.

La banda de vibraciones O-H (3405 cm™) se ensancha con respecto a la banda O-H del
niosoma y se desplaza hacia menores nimeros de onda, lo que puede indicar formacién de

puentes de hidrégeno del Span 60 con la bipiridina, esta formacién de puentes de hidrégeno
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puede ser confirmada con las dos bandas que aparecen en 1641 cm™ y en 1538 cm™. La

presencia del colesterol, conduce a la reduccion de interacciones Span60/Span60 y a un

incremento en el espaciamiento molecular por lo que se favorece la solvatacion de las

cabezas hidrdfilas y la formacidn de puentes de hidrégeno con la Casiopeina lll-ia.
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Figura 39. Espectro de infrarrojo de niosoma con Casiopeina lll-ia.

3.9 Estudio de liberacion in vitro

Se evalud el perfil de liberacién para la Casiopeina lll-ia mediante celdas de difusiéon de

forma horizontal. Se graficé el tiempo contra porcentaje de liberacidn, la grafica obtenida es

presentada en la figura 40.
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Perfil de liberacion
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Figura 40. Perfil de liberacién para la Casiopeina lll-ia nanoencapsulada a 90 uM.

En la gréfica anterior se muestra el paso de la Casiopeina lll-ia (linea roja) a través de la
membrana de celulosa regenerada, donde se observd una difusién con una cinética de orden
cero, lo que indica que el compuesto no saturé la membrana; asimismo, se observd una
difusion del 70 % del compuesto libre a las nueve horas del estudio. Comparando estos
resultados con la linea azul (niosoma con Casiopeina lll-ia), se observa para el segundo caso
una modificacion del paso del compuesto por la membrana con una liberacidén rapida
durante las 15 primeras horas y posteriormente una disminucién en la velocidad de
liberacion, con un 67 % liberado hasta las 69 horas, lo que habla de una modificacién en la

liberacion a través del nanoacarreador.

3.9.1 Cinética de liberacion

Para evaluar el tipo de liberacién, los datos obtenidos fueron ajustados a diferentes

ecuaciones cinéticas. Las graficas obtenidas son presentadas a continuacion.
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Figura 41. Ajuste de los datos del perfil de liberacion a diferentes modelos cinéticos.



Los datos obtenidos fueron ajustados a una cinética de orden cero, primer orden y al modelo
de Higuchi. En el cuadro 9 se presentan los coeficientes de correlacién y las constantes de
velocidad obtenidas con cada modelo.

Cuadro 9. Coeficiente correlacion y constantes cinéticas.

Modelo R? k
Orden cero 0.9254 ko: 1.05
Primer orden 0.9754 k1:0.016

Higuchi 0.9715 ky:10.07

Segun los resultados obtenidos, el perfil de liberacidon puede ser ajustado a una cinética de
primer orden o al modelo de Higuchi, ya que los coeficientes de correlacién son similares. En

este estudio se considerd que el perfil de liberaciéon siguié una cinética de primer orden.

3.10 Evaluacion de la actividad bioldgica

En la figura 42 se presenta el porcentaje de inhibicién para la linea tumoral Hela con
Casiopeina lll-ia libre, los niosomas y la Casiopeina lll-ia nanoencapsulada en el sistema

niosomal. La actividad bioldgica fue evaluada a 24 y 48 horas.
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Evaluacion bioldgica a 48 h
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Figura 42. Porcentaje de inhibicién de la proliferacién celular. Donde, las concentraciones de
Casiopeina lll-ia y del niosoma no son iguales, ya que estd referida a la concentracion de

Casiopeina lllia en el niosoma (Cuadro 10).

Cuadro 10. Concentraciones evaluadas para la inhibicion celular para la Casiopeina lll-ia,

niosomas y niosomas/casiopeialll-ia.

Concentraciones evaluadas (uM)

Il N I
Casiopeina lll-ia 36 54 72 90
Niosomas 40 80 160 200
Niosomas/Casiopeina lll-ia.* 80/36 | 160/72 | 200/90 | 400/180

Para todas las concentraciones evaluadas, la Casiopeina lll-ia libre presenté un porcentaje de
inhibicidon celular mayor al 50 %, cuando fue evaluado a 24 horas, mientras que a las 48
horas, se presentd un porcentaje de inhibicidon por encima del 90 % para todos los casos.
Cuando la Casiopeina lll-ia fue nanoencapsulada, se observé una disminucién en el
porcentaje de inhibicién superior al 50 %, en comparacién con la Casiopeina libre, para todos
los valores evaluados a los dos tiempos, exceptuando la menor concentracién (36 uM) a 24

horas, que presentd una inhibicion de 38 %. De acuerdo con los estudios de liberacién del
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farmaco a las 24 horas se tenia un 40 % liberado mientras que a las 48 h se tenia un 56 % de
liberacion. Tomando en consideracidn estos estudios, con el 56 % del compuesto liberado
luego de 48 horas, mas del 70 % de la proliferacion celular es inhibida. Por otro lado, para los
niosomas se observd un incremento de la inhibicion conforme se incrementd la
concentracion, sin embargo, dicha inhibicidn no superd el 40% de la inhibicion de la

proliferacion.
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IV DISCUSION

La formacién de los niosomas se llevé a cabo por dos métodos, el método de la pelicula
delgada y el método de inyeccidon del éter. Comunmente la formacién de los sistemas
niosomales se realiza con una concentracion de tensoactivo/aditivos de 10-30 mM. Sin
embargo, se ha observado que en este rango, se obtienen principalmente vesiculas grandes
unilamelares (100-3000 nm) o multilamelares (> 3000 nm) [39]. Es por lo anterior que se ha
propuesto que una reduccién de la concentracion del tensoactivo/aditivos resulta en una
disminucion en el tamafio de particula. Sankhyan y col. encontraron que un decremento en
la concentraciéon del colesterol y del tensoactivo conduce a un decremento en el tamaiio de
particula [51].En este sentido, Hao y Li han propuesto que para el Span60 y Colesterol en una
relacion molar (1:1) la concentracion del tensoactivo/aditivo podria usarse en 0.2 mM,
donde encontraron un tamafio de particula por debajo de 200 nm, sin formacién de
precipitado y una mayor eficiencia de encapsulacion. En este trabajo, se vario la
concentracion en 20 y 0.2 mM para el método de hidratacidn de la pelicula delgaday 0.2y 2
mM para el método de inyeccién del éter, encontrando que para ambos métodos se
obtuvieron tres poblaciones de tamafio de particula y una mayor dispersién cuando la
concentracion fue mayor, mientras que cuando se utilizd 0.2 mM para ambos métodos se
encontraron dos poblaciones. Una alrededor de 100 nm vy la otra alrededor de 500 nm, los
cuales presentados en numero, la poblacién de 100 nm, representa la mayor poblacion con
el 99 %, éste mismo comportamiento fue observado por Mohamed y col. en 2012, donde
encontraron dos tamafios de particula una de 319 + 36.2 y otra de 2186 + 319 nm [58]. Se
han reportado tamafios de particulas por encima de los 500 nm, cuando Span60 y Colesterol
son usados con una relacion molar 1:1, con el método de la pelicula delgada (sin sonicar la
muestra) y en algunos casos una alta polidispersidad [51,70]. En el caso del método de
inyeccidén del éter, hasta lo investigado en la literatura, no se encontraron reportes para
nanosistemas, sin embargo, lo obtenido en este trabajo muestra que éste segundo método
puede llevar a un mejor escalamiento industrial por el proceso de obtencién de los
niosomas, con tamafios de particulas similares a los obtenidos por el método de hidratacion

de la pelicula delgada. No obstante en ambos métodos se obtienen dos poblaciones, lo que
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se traduce a una polidispersidad, muestras heterogéneas y un posible comportamiento
andémalo en sistemas in vivo. Para fines de este trabajo, es de importancia considerar la
segunda poblacidon, que si bien es minoria (en nimero), se debe tomar en cuenta, dado el
objetivo de administracién por via intravenosa y de aprovechar el efecto de permeacién y
retencién mejorada. Una alternativa propuesta para homogeneizar el tamafio de particula,
seria agregar una operacién unitaria al método, que podria tratarse de extrusién. Si bien, en
este trabajo no se presenta una reduccidn de la polidispersidad, se decidié trabajar con el
método de inyeccion del éter para obtener la Casiopeina lll-ia nanoencapsulada dadas las

ventajas que presenta.

Una vez que se decidio el método a utilizar, se evalué la eficiencia de encapsulacion para los
sistemas obtenidos con diferentes concentraciones de Span60/Colesterol y de Casiopeina lll-
ia, se encontré que la mayor encapsulacion (EE) se observé cuando la concentracién de
Span60/Colesterol (S/C) fue de 4 x 10 M y de Casiopeina Illl-ia fue de 9 x 10° M, con una EE
de 75.75 + 3.42 %. Diversos autores han reportado eficiencias de encapsulacion, para
niosomas formados con Span60/Colesterol, entre 70 y el 90 %, siendo menor la EE cuando se
trata de compuestos hidrofilicos, éstos resultados concuerdan con lo obtenido en este

trabajo [47,56,59,70].

Bajo las condiciones anteriormente descritas (inyeccién del éter, S/C en 4 x 10 M,
Casiopeina lll-ia en 9 x 10 M), se evalud la morfologia de los niosomas con y sin farmaco
mediante TEM, donde se observaron sistemas esféricos con un tamafo aproximado de 60
nm, para ambos sistemas, estos resultados no coindicen con lo obtenido mediante
dispersion dinamica de luz (DLS), donde se observaron tamanos de particula de 27 nm
cuando no se tenia Casiopeina y de 208 nm, cuando la Casiopeina fue encapsulada. Para
sistemas nanoacarreadores, se reporta que la incorporacién del farmaco puede afectar el
tamafio de la particula incrementando su radio hidrodindmico, lo que explicaria el aumento
en el tamano obtenido del niosoma, sin embargo, también se sabe que el radio
hidrodindmico de la Casiopeina lll-ia es de aproximadamente 2 nm, por lo que no se

esperaria un incremento en el tamafiio de la particula, aunque la diferencia del promedio de
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tamafio obtenido entre DLS y microscopia, podria deberse a la deshidratacion de los

niosomas para realizar el andlisis mediante TEM.

Por otro lado, se encontré que se tenia un potencial zeta de 0 mV, éstos resultados
coinciden con lo obtenido por Yan y col. en 2013, donde obtuvieron potenciales zeta de 0.8
0.5 mV [59]. Diversos autores, reportan la formacidon de niosomas sin agregarle alguna
molécula cargada y obtienen potenciales zeta alrededor de -10 mV; sin embargo, si
consideramos la estructura no idnica de los tensoactivos usados, estos valores de
potenciales son dificiles de obtener, por lo que cominmente se debe recurrir a afiadir
alguna molécula que pueda otorgar carga a la membrana niosomal. Se esperaba que la
Casiopeina lll-ia pudiera interactuar con la membrana del niosoma y de esta forma otorgar
una pequeiia carga al sistema. El potencial zeta obtenido, sugiere que la Casiopeina no se
encuentra formando interaccion con la membrana fuera del niosoma, que podria ser
confirmada con las micrografias de TEM, donde no se observd cristales o agregados del
compuesto en la superficie de la particula. Ahora bien, con respecto al potencial zeta
obtenido, el valor de 0 mV, indica que el sistema es inestable, lo que podria conducir a una
rapida coalescencia de los niosomas. Esta inestabilidad fue confirmada por medio de MEB,
donde se observaron los sistemas luego de 10 dias de realizada la formulacion, las
micrografias mostraron estructuras amorfas en el orden 1.73 um, lo que conduce a
confirmar la coalescencia de los niosomas con respecto al tiempo. Con la finalidad de
observar si al agregar dicetil fosfato, dado que es la molécula cargada mas usada para la
formacién de los niosomas, la Casiopeina lll-ia no sufria alguna modificacion en su
estructura, se evalud la regidn visible mediante espectrofotometria, donde una disolucién de
Casiopeina lll-ia en presencia de fosfatos fue comparada con una disolucién de Casiopeina
Ill-ia en agua. Segun los resultados obtenidos, en disolucidn no existe un cambio significativo
en la lambda maxima de absorcidn, sin embargo, en un estudio tedrico realizado por Galindo
y col., se encontré que los fosfatos pueden interaccionar con el cobre de la Casiopeina lll-ia
de forma apical, siendo este aducto estabilizado por una molécula de agua en la posicion
apical contraria [67] En este sentido, si en la formulacién de los niosomas se agregan

moléculas de dicetilfosfato, la Casiopeina podria formar compuestos estables con la
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membrana niosomal y dado que la Casiopeina no seria liberada de forma efectiva y
Unicamente cuando el nanoacarreador sea degradado, podria significar un decremento en la
actividad in vivo, de este modo, no se alcanzaria la concentracién plasmatica efectiva. Es por
lo anterior, que no resultaria conveniente agregar alguna molécula con fosfatos a la
membrana niosomal. Una forma de preservar los sistemas nanoacarreadores o los fdrmacos
inestables en disolucion, es mediante liofilizacion donde se realiza una sublimacidén a
presiones bajas con el objeto de obtener un sdélido. No obstante, existen reportes que
mencionan que la liofilizaciéon puede resultar un proceso tardado y costoso, por lo que se ha
propuesto la preservacién de las muestras de nanoacarreadores mediante un secado por
atomizacion, siendo éste un proceso mas rapido y de facil escalamiento [71,72], ahora bien,
se debe considerar las condiciones a trabajar el secado, dado las caracteristicas
fisicoquimicas del compuesto, principalmente considerando su temperatura de

descomposicion.

Por otro lado, se evalud la regién ultravioleta para observar algliin cambio en las bandas de
absorcion de la Casiopeina lll-ia correspondiente a la bipiridina, no se observé alglin cambio
en la banda maxima de absorcion, por lo que no se esperaria algun tipo de interaccion de la
Casiopeina con el niosoma; no obstante, mediante un andlisis cuantitativo se obtuvo que
alrededor del 20 % del compuesto puede estar interaccionando con el niosoma, se plantea
que esta interaccién podria estar ocurriendo mediante puentes de hidrégeno entre los
enlaces O-H de las cabezas hidrdfilas del Span60 y los carbonos y nitrégenos de la bipiridina,
dicha propuesta fue realizada tomando en cuenta los estudios tedricos de Galindo y col.,
donde se observé una interaccién de la bipiridina con la azlucar de un nucleétido. El
porcentaje de interaccidn obtenido mediante este estudio pueden ser reafirmadas mediante
FITR, donde el espectro obtenido para la Casiopeina lll-ia con el niosoma, se observan dos
nuevas bandas atribuidas a sitios acidos de Bronsted generado a partir de la protonacién de

la bipiridina, dichas bandas no fueron observadas en el espectro del niosoma.

Al evaluar la liberacion del compuesto mediante celdas de difusidn, la Casiopeina lll-ia
nanoencapsulada tuvo un comportamiento bifasico, con una liberaciéon rapida hasta las
primeras 15 horas, seguido de una liberacién mas lenta hasta las 68 horas de evaluacién, con
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porcentaje liberado de aproximadamente el 65 %. Este comportamiento también fue
observado por Mohamed y col., ellos mencionan que dicho comportamiento es
caracteristico de las vesiculas [58]. Shaker y col.,, mencionan que una liberacién bifasica
puede ser debida a la combinacién de una mecanismo de difusién de farmaco que se
encuentra en el exterior de la capa de los niosomas, asi como liberacién de farmaco que se
encuentra en la mds externa superficie y la liberacidén lenta puede estar dada por posibles
interacciones del farmaco con la membrana del niosoma [54]. En este sentido, los resultados
obtenidos por medio de espectrofotometria y FTIR, muestran un porcentaje bajo de
interacciones de la Casiopeina lll-ia con la membrana del niosoma, lo que explica el
comportamiento bifasico obtenido. Por otro lado, la liberaciéon sélo fue evaluada hasta las 68
horas, con un 65 % de liberacién, diversos autores reportan liberacion de farmacos

hidrofilicos a partir de niosomas hasta por 6 dias.

El porcentaje de liberacion obtenido a través del tiempo fue ajustado a diferentes modelos
cinéticos, donde se obtuvo un mejor coeficiente de correlacién para una cinética de primer
orden y una cinética de Higuchi. La cinética de primer orden es aplicada a diferentes formas
farmacéuticas donde la forma geométrica inicial y el volumen conserva la misma forma todo
el tiempo, mientras que el modelo de Higuchi describe la liberacion del compuesto en
sistema de tipo matriz, y toma en cuenta diversas consideraciones, donde: la concentracién
inicial del farmaco en la matriz es mucho mas alta que el farmaco en la disolucién, la difusion
del farmaco toma lugar en una sola dimensién, y es principalmente aplicable para describir
disolucién de farmacos a través de varios tipos de formas de dosificacion farmacéuticas
modificada, como en el caso de algunos sistemas transdermal y tabletas en matriz con
farmaco solubles en agua [73,74]. Los sistemas niosomales, han sido ajustados a diversos
modelos cinéticos, donde principalmente gobiernan cinéticas de primer orden [75] y el
modelo de Higuchi [44,54]; también existen reportes para Korsmeyer [51] y el modelo de
Weibull [56,59]; sin embargo, todo modelo tiene limitaciones y debe considerarse que para
el caso de Korsmeyer, es un modelo principalmente aplicable a nanoacarreadores

poliméricos, por su parte, el modelo de Weibull es aplicable para sistemas de tipo matriz.
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Por otra parte, se debe tomar en cuenta que el mecanismo también es influenciado por las

propiedades fisicoquimicas del compuesto.

Zeng y col.,, proponen un modelo cinético, donde se considera el tipo de transporte
(principalmente difusion) del farmaco a través del nanoacarreador (liberacién rapida) y de
interacciones farmaco-acarreador (liberacién mas lenta), que puede ser de importancia para
el perfil de liberacién del compuesto. Ellos mencionan que dicha interaccion puede retardar
la liberacidon a partir del nanoacarreador. En sus estudios, ajustaron diversos perfiles de
liberacidon a sus ecuaciones (principalmente liposomas y nanoparticulas sélidas lipidicas) y
encontraron que los datos de los liposomas, se ajustan a este modelo. En este sentido, se
propone que los resultados obtenidos en este trabajo podrian seguir dicho modelo, debido a
gue se observa una liberacion rdpida que puede seguir una cinética de primer orden vy
posteriormente una liberacién mds lenta que puede estar dada por la interaccion por

puentes de hidrégeno de la Casiopeina con el niosoma [76,77].

La evaluacion de la actividad biolégica mostré que la Casiopeina nanoencapsulada fue activa
en las concentraciones evaluadas, mostrando una mejor actividad a las 48 horas del estudio,
donde segun los estudios de liberacion de farmaco, a este tiempo, los nanoacarreadores han
liberado el 55 %. Estos resultados son andlogos a lo obtenido por Shaker y col., donde
evaluaron la viabilidad celular de Tamoxifen libre y encapsulado en los niosomas en una
linea tumoral de cdncer de mama, mencionan que el tamoxifen libre y nanoencapsulado
muestran igual actividad luego de 72 horas, probablemente no se observa una mejorada
actividad, ya que sus estudios in vitro mostraron una liberacién del 62 % a las 72 horas [54].
Por lo que, en este trabajo se piensa que una evaluacidon a mayor tiempo podria significar un

mejoramiento de la actividad inhibitoria de la proliferacion celular.
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V CONCLUSIONES

Se realizd la formacién de los niosomas por el método de hidratacidén de la pelicula delgada 'y
el método de inyeccidn del éter, donde se escogio el segundo método dadas las ventajas que
presenta como ausencia de sonicado, lo que representa un menor gasto energético, se
requiere menos volumen de disolvente y se utiliza éter que se trata de un disolvente menos

toéxico para la salud humana.

De acuerdo con los resultados de ANOVA, la variacion de la concentracion de
Span60/Colesterol no tiene influencia en la eficiencia de encapsulacion, a diferencia de la
concentracién de la Casiopeina lll-ia que si influye en dicha eficiencia, obteniéndose una
mayor encapsulacion (75 %) cuando la concentracién fue de 400 uM para el

Span60/Colesterol y 90 uM para la Casiopeina lll-ia.

Se obtuvo un sistema niosomal cargado con Casiopeina lll-ia, que fue observado mediante
TEM con una poblacién de particulas por debajo de 210 nm segun estudios de DLS.
Mediante potencial zeta y microscopia electrénica de barrido se observé que los niosomas

fueron fisicamente inestables.

Se observé una liberacion modificada bifdsica, con una liberacidon rdpida gobernada
principalmente por difusién y una liberacién lenta dadas las interacciones débiles entre la
Casiopeina lll-ia y la membrana niosomal, dichas interacciones fueron confirmadas por

espectrofotometria UV-visible y FTIR.

Estudios de actividad antiproliferativa en lineas tumorales de HelLa, mostraron mas del 50 %
de la inhibicién de la proliferacién celular cuando la Casiopeina lll-ia fue nanoencapsulada a
las 48 horas de evaluacidn, dicha actividad fue menor a la Casiopeina lll-ia no encapsulada

gue puede ser asociada a la liberacién modificada.
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