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RESUMEN

Cancer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del organismo la multiplicacion rapida de células anormales que se
extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o
propagarse a otros organos, proceso conocido como metastasis. Debido a que se conoce la
relacion entre el mejoramiento de la calidad y esperanza de vida de pacientes con neoplasias
y las intervenciones en deteccion y tratamiento temprano, es posible reducir y controlar el
desarrollo de cancer aplicando estrategias de base cientifica destinadas a la prevencion de la
enfermedad. Una de estas estrategias es el desarrollo de sistemas que permitan la deteccion
y tratamiento de neoplasias de manera simultanea (sistemas teragndésticos), por lo que en los
ultimos afos se han llevado a cabo diversas investigaciones para el desarrollo de nuevos

sistemas.

Esta investigacion buscé el desarrollo del sistema teragnodstico basado en microburbujas
magnéticas, para ello se llevo a cabo la sintesis de nanoparticulas magnéticas por el método
de coprecipitacion y su caracterizacion de tamafno de particula mediante las técnicas de
dispersiéon dinamica de luz (DLS), su estabilidad mediante la medicién potencial Z, y su
morfologia mediante microscopia electronica de transmisiéon (TEM) Asi como la sintesis de
sistemas tergandsticos basados en microburbujas magnéticas mediante el método de doble
emulsion y su caracterizaciéon de tamano de particula mediante dispersion dinamica de luz
(DLS), la cuantificacion de nanoparticulas magnéticas mediante analisis elemental, su
morfologia mediante microscopia electronica de barrido (SEM). Ademas de realizarse la
determinacién su capacidad de diagnostico mediante el analisis de eficiencia ecografica
usando la comparacion de contraste en escalas de grises (MGS), determinando la proporcion
de esta respuesta en funcién de la cantidad de magnetita dispersa en el polimero, asi como
la determinacion de la eficiencia como sistema de liberacién farmacéutico mediante su
capacidad de adsorcion superficial de un farmaco quimioterapéutico en la pared de los

sistemas y su desorcion in vitro simulando condiciones fisioldgicas.

Las distintas pruebas de caracterizacion se realizaron con la finalidad de obtener evidencia
de la obtencion de un sistema teragnéstico basado en microburbujas capaz de aumentar la

respuesta acustica y la liberacion modificada de metotrexato como agente antineoplasico,



demostrando la obtencion de un sistema capaz de mejorar la deteccion de neoplasias

mediante ultrasonido, asi como la liberacidon de metotrexato durante 36 horas.

Para llevar a cabo la sintesis se requirio la fabricacion previa de nanoparticulas de magnetita
con acido oleico quimisorbido en la superficie como recubrimiento; su fabricacion fue
mediante el método de coprecipitacion. Las nanoparticulas hidrofébicas de magnetita
tuvieron un tamafio de 16.05 £ 4.05 nm, y un potencial Z de 23.6 3.26 mV, se demostrd
ademas la quimisorcion del acido oleico como carboxilato en la superficie por medio de su
dispersabilidad en diclorometano y la evaluacién de su espectro de infrarrojo por reflactancia.
Ademas, se obtuvieron los difractogramas de rayos X para determinar si las nanoparticulas

generadas correspondian a la estructura caracteristica de la magnetita.

Se generaron tres sistemas para ser comparados compuestos por microesferas poliméricas
(CB), microburbujas poliméricas (PB) y microburbujas magnéticas por medio del método de
doble emulsidon utilizando acido polilactico y alcohol polivinilico. Para llevar a cabo la
disminucién en la dispersion del tamafo de particula se realizd la separacidon mediante
centrifugacion diferencial de los sistemas. Una vez se obtuvieron las fracciones de la
centrifugacion se determindé que estos sistemas tuvieron un tamafo de particulas para las
microesferas poliméricas de 9.7 = 0.119 ym, para las microburbujas poliméricas de 104 +
0.118 uym y para las microburbujas magnéticas de 11.4 £ 0.299 ym y una densidad que sigue

el siguiente orden:
Microesferas poliméricas > Microburbujas magnéticas > Microburbujas poliméricas.

Finalmente, se produjeron sistemas teragndsticos a partir de los sistemas coloidales
poliméricos e hibridos generados utilizando la adsorcion isortérmica de metotrexato en agua
para llevar a cabo la carga de farmaco y la correspondiente evaluacion de la liberacién de
metotrexato a partir de los sistemas imitando condiciones fisiolégicas. Para llevar a cabo la
evaluacion de la mejora en la capacidad de diagnostico mediante ultrasonido los sistemas
fueron inyectados en un medio de referencia que contenia un espécimen de fruto de Vitis
vinifera y se comparo el aumento en la escala media de grises producida en respuesta a una

sefal de ultrasonido en modo B a 13 MHz.



INTRODUCCION

Cancer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del organismo; también se habla de tumores malignos o neoplasias
malignas. Una caracteristica del cancer es la multiplicacion rapida de células anormales que
se extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir partes adyacentes del
cuerpo o propagarse a otros érganos, proceso conocido como metastasis.” Entre los diversos
tipos de tratamiento para el cancer, la quimioterapia es uno de los mas utilizados; uno de los
agentes quimioterapéuticos de mayor uso es el metotrexato. El metotrexato es un farmaco
antineoplasico que toma el lugar de una purina o piridina en la sintesis de DNA durante la

fase “S” de la proliferacion celular, evitando el desarrollo y proliferacion de células.?

Asi mismo, la necesidad de modificar la duracién o efectividad de los tratamientos ha llevado
al desarrollo de sistemas acarreadores de farmacos que permitan la deteccion de neoplasias.
Entre los acarreadores utilizados en diversas terapias contra el cancer encontramos a las
nanoparticulas de O6xido de hierro, las cuales poseen una superficie facilmente
funcionalizable, asi como propiedades superparamagnéticas que permiten su uso como
agentes de contraste en resonancia magnética de imagen (MRI), en el tratamiento por
hipertermia, como agentes acarreadores y como agentes teragnosticos. Sin embargo, existen

pocos productos en el mercado que aprovechen estas caracteristicas.

Las microburbujas también han sido ocupadas en la practica clinica, debido a su capacidad
de aumento en la resolucion en la técnica de imagen por ultrasonido (US) de distintos tejidos
en, esta caracteristica ha permitido llevar a cabo mejores estudios de deteccion y
caracterizacion de tejidos cancerigenos, procesos inflamatorios, y patologias
cardiovasculares. Las cubiertas de los agentes de contraste ultrasénicos pueden ser
utilizadas no sélo para el transporte de gases o aire, sino que también pueden transportar
farmacos en el cuerpo. Asi mismo es posible embeber nanoparticulas magnéticas en la
cubierta de las microburbujas aumentando la susceptibilidad
magnética permitiendo su deteccion por medio de la
ultrasonografia, y la posibilidad de llevar a cabo la
confirmacion de resultados obtenidos mediante la técnica de

resonancia magnética de imagen.?

Esquema 1. Modelo de una microburbuja magnética.?



1. ANTECEDENTES

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), a nivel mundial, el 63% de las
muertes anuales son causadas por enfermedades no transmisibles (ENT) que generalmente
son cronicas, es decir, son de larga duracion y progresan lentamente. Los cuatro tipos
principales de ENT son: las enfermedades cardiovasculares, las enfermedades respiratorias
cronicas, la diabetes y el cancer, que juntas causan aproximadamente 38 millones de
defunciones al afo, de las cuales, 75% se concentran en paises de bajos y medianos
ingresos. Estas enfermedades, ademas del impacto fisico que suponen, tienen
consecuencias socioecondmicas, principalmente en comunidades desfavorecidas
socialmente en donde el acceso a servicios de salud es limitado, generando con ello un
incremento en el gasto publico necesario para hacer frente a los costos de la enfermedad y

su duracion.!4

Cancer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del organismo; también se habla de tumores malignos o neoplasias
malignas. La caracteristica principal del cancer es la proliferacion acelerada de células
anormales que se extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir a diversos
tejidos, en un proceso conocido como metastasis, siendo esto la principal causa de muerte
por esta enfermedad. El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
en todo el mundo; en 2012 se reporté un aproximado de 14 millones de nuevos casos y 8,2
millones de muertes relacionadas con el cancer; y se preve que los casos anuales de cancer
aumentaran de 14 millones a 22 millones en las proximas dos décadas.! Con el fin de
responder a este fendmeno, durante las ultimas décadas se han desarrollado diversos
tratamientos mediante formas farmacéuticas convencionales que liberan el principio activo
antineoplasico inmediatamente después de la administracion. Sin embargo, después de
darse la absorcidn del principio activo, las concentraciones plasmaticas comienzan a
disminuir, hasta alcanzar concentraciones de ineficacia terapéutica, ademas de una
distribucion no especifica que lleva a efectos adversos severos para la mayor parte de los
agentes antineoplasicos. Para optimizar la duracion del efecto terapéutico se han realizado
diversos avances en el desarrollo de nuevos sistemas de liberacion. Estos sistemas son
capaces de regular la cantidad de farmaco liberada, manteniendo la duracién de accion
terapéutica, y/o haciendo especifico el tejido o sitio de liberacién.® Ademas de poder ser

acoplados a sistemas diagnostico en plataformas denominadas teragnosticos.®



1.1.Biologia del cancer

1.1.1. Expresion genética

La expresion de genes es el proceso en que se traduce la informacion especificada en las
secuencias de DNA de un organismo en productos funcionales, tales como las proteinas o el
RNA no codificante. En las células eucariotas, sélo una fraccion de los genes del material
genético es expresada en un momento dado, la variedad de perfiles genético de expresion
esta determinada por factores reguladores de la transcripcién.” La regulacién de la expresion
de genes ocurre por tres vias principales: genética (donde hay una interaccion directa con el
DNA), modulaciéon (involucra a la interacciébn con la maquinaria de transcripcién) vy
epigenética (involucra cambios no secuenciales en el DNA).2 En las células cancerigenas
existe la desregulacion de genes que produce una transformacion maligna acompafnada de la
disrupcion de informacion genética y la expresion de multiples genes. Estos cambios
aumentan la capacidad de supervivencia de las células malignas y alteran su capacidad de

proliferacion, llevando a la formacion de tumores.”

1.1.2. Microambiente tumoral

El entorno en que se desarrolla un tumor carece de las condiciones normales reconocidas
por la anatomia y fisiologia. La proliferacion celular y la secrecién de factores angiogénicos
contribuyen a la generacion de tejido con poca o nula organizacion, altamente vascularizado
y con una tasa de productos de eliminacion extravascular exacerbada, pues la cantidad de
factores angiogénicos en el entorno tumoral produce capilares desordenados, discontinuos y
altamente fenestrados. El grado de penetracién al endotelio del tejido y la permeabilidad
vascular dependen del tipo de cancer y de la etapa en que éste se encuentre.’® El ambiente
extratumoral se encuentra congestionado con fibras de colageno y glucosaminoglicanos en
una distribucién no homogénea de solutos, debido a esto el flujo intersticial se ve disminuido
para la poblacién celular, aumentando la presién osmética del intersticio y la tasa de farmaco
excretada al parénquima, dificultando la dosificacion de farmacos antineoplasicos. 410
Durante la metastasis, células malignas se desprenden de la masa primaria del tumor e
invaden tejidos circundantes. Una vez que viajan a través del cuerpo las células son
retenidas en otros tejidos por medio de adherencia microvascular o subendotelial con la
membrana basal de las células del tejido invadido, lo que produce la proliferacién de nuevos
tumores en nuevos tejidos. Por ello, la mayor parte de las muertes provocadas por cancer

son debidas al crecimiento de tumores que conducen a metastasis.
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1.1.3. Etiologia

A pesar de que los mecanismos de proliferacion de células cancerigenas se encuentran

regulados por la traduccién de material genético, existen factores ambientales, habitos de

comportamiento y socioecondmicos que se han visto correlacionados con este padecimiento,

aumentando el numero de casos y la intensidad de la proliferacion celular de manera

proporcional a la exposicion de los mismos.? Entre estos factores podemos encontrar:

Tabaquismo: Asociado al cancer de pulmon, lengua, y vias respiratorias superiores, asi
como al cancer de pancreas, estbmago, rifiones y la leucemia mieloide aguda.

Consumo de alcohol: Asociado al cancer de laringe, faringe, eséfago, colorrectal,
estomacal, de pancreas, de higado y de riidén, asi como al cancer de pulmén, de
préstata, cancer linfatico y hematopoyético.

Dieta, obesidad y actividad fisica: El exceso de grasa corporal se ha asociado a la
formacion de cancer de eséfago, pancreas, endometrio, y rifidn, asi como al cancer de
mama postmenopausico. La actividad fisica contribuye al control de peso, ademas de
disminuir la probabilidad de desarrollar cancer de mama y cancer colorectal.™

Factores ocupacionales: La exposicion a diversas sustancias durante el ejercicio de la
practica profesional ha demostrado tener efectos promotores en el desarrollo de ciertos
tipos de cancer, mediante la correlacion entre la incidencia de aparicion de algunos tipos
de cancer, la rapidez de crecimiento de tumores, y la exposicion a estos agentes La
exposicidbn a sustancias ampliamente reconocidas como carcindgenos, asi como
circunstancias de riesgo en el trabajo han demostrado ser algunos los factores de mayor
influencia en dicho fendmeno. A la fecha, han sido demostrados los efectos
carcinogénicos de 32 agentes ocupacionales, asi como 11 circunstancias ambientales;
ademas de 27 agentes y 6 circunstancias ambientales como probables carcinbgenos.
Algunos ejemplos son la exposicion a vapores acidos en la industria petroquimica y el
cancer de laringe, la exposicion a compuestos de Cromo (VI) en la industria de
recubrimientos anticorrosivos y el cancer de pulmén, o la exposicidon a solventes como el
tricloruro de etileno en el lavado en seco y el cancer de rifién.'?

Infecciones: Virus, bacterias y macroparasitos han demostrado ser factores de riesgo
para distintos tipos de cancer. Algunos ejemplos de estos agentes infecciosos son los

presentados en la tabla 1:
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Tabla 1. Principales agentes infecciosos carcinogénicos segun su tejido afectado.

Tejido canceroso

Agente carcinogénico demostrado

Estémago Helicobacter pylori
Virus de Hepatitis B
Higado Vir.us de H(.epa.titis C
Opisthorchis viverrini
Clonorchis sinensis
Cervix Virus del papiloma humano
Anogenital Virus del papiloma humano

Nasofaringeo

Virus Epstein-Barr

Orofaringeo

Virus del papiloma humano

Linfoma No-Hodgings

Helicobacter pylori
Virus Epstein-Barr
Virus de Hepattits C
Virus tipo 1 de Células T linfotropicas

Sarcoma de Kaposi

Herpesvirus del sarcoma de Kaposi

Linfoma de Hodgkin

Virus de Epstein-Barr

Vejiga

Schistosoma haematobium

Factores hormonales reproductivos y de crecimiento: Asociados a cancer de mama,
endometrio y de ovario. Las células de estos tejidos modulan la proliferacion celular
mediante el reconocimiento de factores hormonales, sin embargo, una modificacion
genética permite la proliferaciéon desmedida llevando a la generacion de tumores.
Radiaciones (ionizantes, ultravioletas y electromagnéticas): Se ha demostrado que los
distintos tipos de radiacion provocan alteraciones en la estructura del DNA celular segun
la intensidad y el tiempo de exposicion a dicha radiacion. Ejemplos de ello se encuentran
en individuos sobrevivientes de los incidentes de Cherndbil e Hiroshima, con muy alta
incidencia de distintos tipos de cancer (es6fago, estdmago, colon, pulmén, mama, vejiga,
sistema nervioso), asi como en técnicos de Rayos X y Rayos gama. Individuos con una
alta exposicion a luz UV han demostrado ser mas propensos a la formacion de
melanoma.'314

Calidad de agua, suelo y aire'’®: Distintos contaminantes han demostrado poseer
actividad carcinogénica. Algunos ejemplos de estos contraminantes son los presenta en
la tabla 2:
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Tabla 2. Principales agentes contaminantes carcinogénicos segun su tejido afectado.

Agente carcinogénico

Tejido afectado /

Tipo de cancer

Medio de exposicion

Arsénico y compuestos que

. o Pulmon, piel y vejiga Agua
contienen arsénico
Laringe, pulmon, )
Asbesto . . Atmosfera
mesotelioma, ovario
Leucemia no linfocitica Atmosfera
Benceno

aguda

(Emisiones de motores)

1,3 Butadieno

Leucemia, linfoma

Atmodsfera

Compuestos de Cromo IV Pulmén Agua, suelos
Atmosfera
Emisiones de motores Diesel Pulmon o
(Emisiones de motores)
Atmoésfera
Erionita Mesotelioma

(Regiones particulares)

Oxido de etileno

Mama, tumores linfoides

Atmosfera (Interiores)

Formaldehido

Nasofaringeo, leucemia

Atmésfera (Interiores,

Exteriores)

Combustion de carbono en

] ] Pulmon Atmosfera (Interiores)
interiores
Contaminacion de aire en ) .
) Pulmon Atmosfera
exteriores
Contenido de particulas en el aire Pulmén Atmosfera
. ) _ Alimentos, atmdsfera
Bifenilos policlorados Piel _
(Interiores)
Radiacion y productos de . . _
L Pulmén Atmosfera (Interiores)
decaimiento
Polvo de silica cristalina Pulmon Atmosfera

2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-para-
dioxina (TCDD)

Todo tipo de cancer

Alimentos, suelos

Humo de tabaco

Pulmén

Atmésfera (Interiores)

Tricloroetileno

Rifion

Agua, alimentos
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e Exposicion a farmacos: Algunos farmacos han demostrado poseer potencial para inducir
modificaciones genotoxicas que inicial o promueven el desarrollo de diversos tipos de
cancer; entre ellos encontramos algunos agentes antineoplasicos (bisulfano, clorambucil,
ciclofosfamida, melfalan, semustina, tiotepa, y treosufan, entre otros) que muestran
actividad genotoxica ligada a su mecanismo de accion mediante la alquilacién de purinas
en las bases del DNA. Ademas de los agentes antineoplasicos encontramos diversos
inmunosupresores, agentes hormonales y la fenacetina como agentes carcinogénicos. '

e Sustancias carcinogénicas naturales: Se consideran productos naturales a sustancias
sintetizadas por bacterias, plantas, hongos, y liquenes, los seres humanos se ven
primordialmente expuestos a estos compuestos bioactivos a través de los alimentos y el
agua; sin embargo, se ha determinado que algunas de estas sustancias poseen potencial
carcinogeénico. Entre los compuestos bioactivos carcinogénicos existen antibidticos,
agentes quimioterapéuticos, crocistinas, micotoxinas, y algunos productos del

metabolismo de plantas y liquenes.®

1.1.4. Desarrollo clinico
Siendo un proceso que ocurre sélo cuando se han acumulado diversas mutaciones
genéticas, el cancer requiere de largos periodos de tiempo para desarrollarse. Usualmente,
existe un periodo de latencia entre la exposicion a un agente carcinogénico o un evento de
mutacion celular y la aparicion de células cancerigenas; por lo que al incrementar la edad de
una persona se aumenta la probabilidad de desarrollo de la mayoria de los tipos de cancer.
El cancer se desarrolla en tres etapas principales: iniciacion, promocion y progresion; sin
embargo, si la proliferacion celular en un tejido cancerigeno se expande a otros, se produce

una cuarta etapa denominada metastasis.!”

1.1.4.1. Iniciacion
En la mayor parte de los casos, la activacién de oncogenes y/o desactivacion de algunos
genes supresores llevan a un aumento descontrolado en la rapidez del ciclo celular y la
inactivacion de los mecanismos apoptéticos. Estos cambios pueden darse al azar o ser
propiciados por la exposicion a agentes carcinogénicos, como virus, algunas substancias
quimicas o algunas clases de radiacion. Solamente en algunas ocasiones las mutaciones

azarosas son las responsables de llevar a ese resultado.!”
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1.1.4.2.  Promocién
Una vez que se he llevado a cabo una primera exposicion es necesaria la exposicion a
ciertas substancias que aumentan el dafio al material genético, y se denominan promotores,
como los mencionados en la etiologia del cancer. La accion de los promotores es reversible
en una etapa inicial, sin embargo, exposiciones posteriores aumentan la probabilidad de

modificaciones al material genético.'”

1.1.4.3. Progresion
Durante la progresion, ocurren una serie de cambios en el material genético de la célula
normal lo que se ve reflejado en su comportamiento, crecimiento y funcién lo que obtiene
como resultado una célula cancerigena. En la célula cancerigena hay un aumento en la
rapidez de crecimiento y divisidén celular. Una célula sana puede tomar de 2 a 6 meses para
dividirse mientras que una célula cancerigena puede realizarlo en un tiempo de 1 a 4

semanas, aunque puede variar con respecto al tipo de célula y la agresividad del cancer.'”

1.1.4.4. Metastasis
Una vez establecido el cancer en un tejido, si estas células continuan dividiéndose pueden
lograr invadir tejidos cercanos, inclusive llegando entrar al tracto sanguineo o el sistema
linfatico. Si la célula cancerigena escapa al sistema de deteccion del sistema inmune puede

ser diseminada a través del cuerpo. Este proceso se conoce como metastasis.’’

El siguiente esquema resume las fases del desarrollo clinico del cancer:

Exposicidn Iniclacian Promacidn Progresicn

5

&0

# Defecios on la diferenclacidn terminal
#» Defecios en el contral del crecimients
» Resistancla a la citotaxicidad

E!Nﬂlm

(=T Camibia Fer iy oo 1
ganstiea " . q esluar
— u.-.-.-‘h R

Radiacion 1

Iaibicidn
Célula normal Célula Lesién
mutada pranecplisica

.,

Superficie corporal

Cancer

Virus

= Activaecidn da prolo-oncogenss

= lnactivacidn de genes supresores a lumanes

Esquema 2. Cambios en una célula normal que se ha convertido a neoplasica'”
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1.2. Aspectos generales del cancer

1.2.1. Epidemiologia

El cancer es una de las mayores causas de morbilidad y mortalidad en el mundo con
alrededor de 14 millones de casos nuevos, y 8 millones de muertes durante el afio pasado,
afectando a la poblacion de todos los paises y de todas las regiones. Esto se representa en

las siguientes figuras (figura 1,y 2)

Figura 1. Distribucion de la incidencia de cancer en hombres durante el afio 2012.9

Figura 2. Distribucion de la incidencia de cancer en mujeres durante el afio 2012.°

1.2.1.1.  Cancer en México
En México se registran 160 mil nuevos casos de cancer cada ano, 80 mil fallecimientos y
cerca de 70 por ciento se diagnostican en etapas avanzadas de la enfermedad, lo que
complica el tratamiento e impacta en la supervivencia de los afectados. '@
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Durante 2013, la morbilidad hospitalaria por tumores malignos (poblacion que egresa de un
hospital por dicha enfermedad) mas alta tanto en mujeres como en hombres menores de 20
afnos, es por cancer de 6rganos hematopoyéticos. Los tratamientos contra el cancer en la
infancia y adolescencia tienden a ser exitosos; los nifios mas pequenos generalmente tienen
mejores expectativas de sobrevivencia a la enfermedad lo que posiblemente se debe al
oportuno diagnostico y tratamiento. La vigilancia continua de los pacientes permite
monitorear su desarrollo logrando una mayor posibilidad de atencion rapida ante algun signo
de alarma.'?

En este fendmeno radica la importancia de los programas de atencién publica en salud para
llevar a cabo la adecuada medicion de la morbilidad y mortalidad, tanto para la poblacién
total como para su evaluacion por sexo y edad, estos datos deben ser analizados
continuamente para poder llevar a cabo la generacion de nuevos programas de atencion
publica, y la generacion de mejores sistemas tecnologicos para llevar a cabo su deteccion y

tratamiento.

Figura 3. Perfil oncoldgico de México para el afio 2014 realizado por la OMS."
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Tabla 3. Principales causas de mortalidad en los Estados Unidos Mexicanos para el afio
2014. (INEGI, 2014)

Orden de_ Causas Defunciones | Porcentaje
Importancia
Total 633,641 100
1 Enfermedades del corazon 121,427 19.16
Enfermedades isquémicas del corazén 82,334 12.99
2 Diabetes mellitus 94,029 14.84
3 Tumores malignos 77,091 12.17
4 Accidentes 35,815 5.65
De trafico de vehiculos de motor 15,882 2.51
5 Enfermedades del higado 34,444 5.44
Enfermedad alcohdlica del higado 11,411 1.8
6 Enfermedades cerebrovasculares 33,166 5.23
7 Influenza y neumonia 20,550 3.24
8 Agresiones 20,010 3.16
9 Enf. pulmonares obstructivas crénicas 19,715 3.11
Clelrtas afecciones originadas en el periodo 13,089 207
perinatal
10 Dificultad respiratoria del recién nacido y otros
trastornos respiratorios originados en el periodo 5,800 0.92
perinatal
11 Insuficiencia renal 12,788 2.02
12 Malformaciones CPngénitas, deformidades y 9.569 151
anomalias cromosémicas
13 Desnutricion y otras deficiencias nutricionales 7,300 1.15
14 Lesiones auto infligidas intencionalmente 6,337 1
15 qunquitis cronica y la no especificada, 5,060 0.8
enfisema y asma
16 Enfermedad por VIH 4,811 0.76
17 Septicemia 3,805 0.6
18 Anemias 3,640 0.57
19 Enfermedades infecciosas intestinales 3,449 0.54
20 Sindrome de dependencia del alcohol 3,361 0.53
Subtotal 529,456 83.56
Sl’n’Fomas, &gpgs y hallazgos anormales 10.583 167
clinicos, no clasificados en otra parte
Otras causas 93,602 14.77
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1.2.2. Diagndstico

La esperanza y calidad de vida de los pacientes con cancer se ve disminuida de manera

proporcional al retraso del inicio del tratamiento, por ello las politicas publicas de la OMS han

sido dirigidas a la deteccidn temprana del cancer. Las actividades de deteccion temprana

tienen dos componentes:

El diagndstico temprano: El conocimiento de los sintomas y signos iniciales (en el caso
de neoplasias como los de la piel, mama, colon y recto, cuello uterino o boca) es
fundamental para que se puedan diagnosticar y tratar precozmente. El diagndstico
temprano es especialmente importante cuando no hay métodos de cribado eficaces o,
como ocurre en muchos entornos con escasos recursos, 0 no se aplican intervenciones
de cribado y tratamiento. En ausencia de intervenciones de deteccidn temprana o de
cribado y tratamiento, los pacientes son diagnosticados en estadios muy tardios, cuando
yo no son posibles los tratamientos curativos.?°

El cribado: El cribado tiene por objeto descubrir a los pacientes que presentan anomalias
indicativas de un cancer determinado o de una lesidbn precancerosa y asi poder
diagnosticarlos y tratarlos prontamente. Los programas de cribado son especialmente
eficaces en relacion con tipos de cancer frecuentes para los cuales existe una prueba de
deteccion costo-eficaz, asequible, aceptable y accesible a la mayoria de la poblacion en

riesgo.?’

Algunos ejemplos de cribado son:

Inspeccion visual con acido acético para el cancer cervicouterino en entornos con pocos
recursos.

Pruebas de deteccion de PVH en el caso del cancer cervicouterino.

Frotis de Papanicolaou para el cancer cervicouterino en entornos con ingresos medios y
altos.

Mamografia para el cancer de mama en entornos con ingresos altos.

1.2.3. Métodos de diagndstico

1.2.3.1. Pruebas clinicas

Las concentraciones altas o bajas de ciertas sustancias en su cuerpo pueden ser un signo de

cancer. Por lo que los analisis de sangre, de orina, o de otros fluidos del cuerpo en el

laboratorio para medir esas sustancias pueden ayudar a los doctores a determinar un
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diagndstico. Sin embargo, aun cuando los analisis de laboratorio son una herramienta atil en

el diagnostico, estos métodos no son concluyentes en la determinacion de neoplasias.

1.2.3.2. Biopsia

Una biopsia es un procedimiento en el que se extrae una muestra de tejido. Luego, un

patdlogo examina el tejido al microscopio para ver si hay células cancerosas. La muestra

puede obtenerse de varias maneras:

e Con una aguja: Mediante una aguja para extraer tejido o fluido.

e Con un endoscopio: Se observan los tejidos del cuerpo mediante un tubo delgado vy
luminoso llamado endoscopio. El endoscopio se inserta por un orificio natural, como lo es
la boca. Luego, el médico usa un instrumento especial para extraer tejido o células por el
tubo.

e Con cirugia: La cirugia puede ser de escision o de incision.

= En la biopsia de escision, el cirujano extrae todo el tumor. Con frecuencia, se extrae
también tejido sano que rodea al tumor.

= En la cirugia de incision, el cirujano extrae solo una parte del tumor.

1.2.3.3. Imagenologia
Para las ciencias de la salud el concepto de la imagenologia, el uso de un equipo para
capturar imagenes de utilidad médica, es una de las piedras angulares del desarrollo
tecnolégico. Sus origenes pueden ser encontrados en la fotografia del siglo XIX con el
descubrimiento de W. C. Rdontgen, en 1895, de que los rayos X podian producir una imagen
del esqueleto de un ser humano viviente, descubrimiento por el cual, en 1901, se le
otorgaron el primer premio nobel en fisica. Desde entonces, los avances en los campos de
fisica y quimica han sido utilizados para desarrollar un mayor numero de técnicas que
permitan obtener informacion del ser humano. Algunos de estas como la resonancia
magnética (MRI) o la tomografia computarizada de rayos X (CT), han llevado a la obtencién
de premios nobel, asi como su reconocimiento como algunos de los avances meédicos mas
importantes del siglo XX. Estas técnicas increiblemente complejas y altamente costosas han
sido herramientas esenciales para la obtencién de imagenes en 3D utilizadas en el
diagndstico y seguimiento de diversos padecimientos, incluyendo el cancer y las
enfermedades cardiovasculares, las técnicas tradicionales tales como los rayos X siguen
siendo de rutina debido a la gran cantidad de informacion que se puede obtener y al bajo

20


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000044306&version=Patient&language=Spanish

costo que representa su realizacion. Aun en paises desarrollados, gran parte de los
habitantes continuan obteniendo imagenes del feto en desarrollo mediante el ultrasonido, por

las ventajas de baja invasividad, alta resolucion y bajo costo del mismo.

El requerimiento fundamental para considerar util la tecnologia de obtencién de imagenes
médicas es el contraste. Es necesario hacer uso de un principio fisico que permita obtener
sefales distintas de cada estructura. Por ejemplo, los rayos X se ven mas absorbidos por
nucleos de mayor numero atomico que por aquellos de numero atomico disminuido, por lo
que el hueso (que contiene Calcio y Fosforo en hidroxiapatita) tiene una sefal mas alta que
aquella producida por el cerebro (esencialmente compuesto por agua), y a su vez una sefal
mas alta que aquella de los pulmones llenos de aire. El contraste observado en la
imagenologia puede ser clasificado segun su fuente en endoégeno y exdégeno. En los factores
que proveen de contraste endégeno se encuentra la diferencia en la sefal obtenida por
hueso y tejidos blandos en los rayos X, o la diferencia en la sefial obtenida por la materia gris
y la materia blanca del cerebro por medio de la MRI (debido a las diferencias en la relajacion
magnética de los protones del agua en ambos tejidos cerebrales).?? Para mejorar el contraste
obtenido por las técnicas de imagenologia se pueden utilizar substancias que aumenten la
respuesta analizada, estos se denominan medios de contraste, algunos ejemplos son las
soluciones de complejos de galodinio en RMI y las microburbujas en ultrasonido. Estos

temas se ampliaran en los puntos 1.5y 1.6.

1.2.3.4. Imagenologia en el cancer

Las imagenes de los 6rganos internos son muy importantes para llevar a cabo una deteccion
temprana de neoplasias, asi como para poder llevar a cabo el seguimiento del progreso de la
enfermedad durante el tratamiento. La imagenologia ha experimentado un gran progreso
tecnoldgico en afios recientes, posibilitando examenes mas avanzados y detallados de la
anatomia y fisiologia de diversos tejidos. Ademas de las técnicas tales como la tomografia
computarizada (TC), las imagenes de resonancia magnética (IRM) y la tomografia por
emision de positrones (TEP) (las cuales requieren grandes y costosos equipos), existe una
sustancial necesidad para métodos facilmente disponibles y de bajo costo, tales como la
ultrasonografia. Sin embargo, en ocasiones la fisiologia y anatomia de los tejidos no permiten
obtener la resolucidén adecuada de las estructuras estudiadas, por lo que se han desarrollado
diversos medios de contraste que permiten mejorar la calidad del analisis que permitan una
elucidacién confiable para el personal médico y para los pacientes.?23:24
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1.2.4. Tratamiento

Existen diferentes tratamientos que han sido desarrollados para combatir el cancer, y estos
dependen del tipo de padecimiento y el avance del mismo. La mayor parte de los casos son
tratados con una combinacion de tratamientos entre los que destacan la cirugia, aunada a
quimioterapia o radioterapia. También se han logrado avances importantes en la
inmunoterapia, la terapia dirigida, o la terapia hormonal. Sin embargo, gracias al aumento en
la tasa de supervivencia de los pacientes se ha observado una serie de efectos adversos
causados por los tratamientos, ya que gran parte de los tratamientos utilizados atacan tanto a
las células cancerigenas como a las células sanas, es por ello que muchas terapias se

realizan en forma conjunta, disminuyendo las dosis o facilitando procedimientos quirurgicos.

1.2.4.1. Intervencién quirurgica
En diversas situaciones es necesario realizar la extraccion quirurgica de un tumor para evitar
su crecimiento y diseminacion a través del cuerpo, para ello los cirujanos realizan diversos
procedimientos que retiran tejido canceroso, asi como tejido sano, para asegurar que las
células con alta proliferacion celular sean retiradas y no se produzcan mas tumores

provenientes de las células cancerigenas restantes.

1.2.4.2. Radioterapia

La radioterapia es una técnica que emplea altas dosis de radiacién para producir la muerte

de células cancerigenas y para disminuir el tamafio de tumores. La radioterapia se clasifica

de acuerdo a la fuente de radiacion en:

e Radioterapia de haz externo: Una maquina apunta y dirige la radiacion ionizante al centro
afectado, de esta manera el tratamiento se da en una regidén especifica del cuerpo
invadida por células neoplasicas.

e Radioterapia interna (Braquiterapia): Esta técnica involucra la introduccion de elementos
radioactivos en el sitio de accidn, en esta modalidad la radiacion solo se desplaza a una
corta distancia de manera que hay menos riesgo de dafio a los tejidos normales

adyacentes.

Sin embargo, la radioterapia presenta una gran cantidad de efectos adversos para el
paciente, por lo que procura ser administrada a bajas dosis, junto con quimioterapia o antes

de una cirugia para disminuir estas inconveniencias.
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1.2.4.3. Inmunoterapia

La inmunoterapia promueve la accion del sistema inmunolégico del paciente para atacar

células cancerigenas por medio de las siguientes metodologias:

e Anticuerpos monoclonales: Se unen de manera especifica a componentes de las células
cancerigenas “marcando” las células para provocar el reconocimiento por las células del
sistema inmune. Las células del sistema inmune seran las encargadas de llevar a cabo su
reconocimiento y eliminacion.

e Transferencia de células T adoptivas: Se aislan células T del tumor, una vez que se han
aislado aquellas que poseen una actividad con mayor eficacia en la destruccion de
células cancerigenas pueden ser modificadas genéticamente para mejorar el
reconocimiento de las células diana.

e Citocinas: Son proteinas endégenas que modulan la respuesta del sistema inmune, las
mas ampliamente utilizadas son los interferones y las interleucinas.

e Vacunas: Exponen a las células del sistema inmune a componentes de células
cancerigenas, células cancerigenas atenuadas o células cancerigenas inactivas para
preparar una respuesta mas eficaz contra estas células no solo con respecto a células
cancerigenas existentes sino las que se produzcan posteriormente.

e Exposicion a BCG (Bacillus Calmette-Guérin): Una forma atenuada de este bacilo es
utilizado en el tratamiento del cancer de vejiga ocasionando un aumento de la respuesta

inmunogénica contra células cancerigenas de este tejido.?®

1.2.4.4. Terapia hormonal
La terapia hormonal ha sido utilizada en el tratamiento de distintas clases de cancer, y para
disminuir los efectos nocivos de los mismos. La terapia hormonal disminuye la cantidad de
hormona que puede ser producida por el organismo o interferir en cémo algunas se

comportan en el mismo.

Un ejemplo es la manipulacién enddcrina del cancer de mama, que busca disminuir el
crecimiento de células mediado por factores transcripcionales, activados por un complejo
ligando-receptor, beneficiando a pacientes con células cancerigenas receptor positivo de
estrogeno o de progesterona. Por su parte el cancer de prostata ve disminuido su avance

mediante la deprivacion androgena en alrededor de un 70-80% de los casos.?®
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1.2.4.5. Terapia vectorizada

La terapia vectorizada utiliza moléculas que bloquean el crecimiento o divisidon de células
cancerigenas interfiriendo con moléculas especificas denominadas “moléculas diana”, las
cuales estan involucradas en el crecimiento, progresion o diseminacion del cancer. La terapia
vectorizada difiere de la quimioterapia en su modo de accién por las siguientes
caracteristicas:

¢ I|dealmente, las moléculas diana son macromoléculas cruciales en el proceso de division

maligna que no se expresen significativamente en células normales.

e Por lo general actuan de manera citostatica (evitan la proliferacion celular) mientras que la

mayor parte de agentes quimioterapéuticos son citotoxicos (provocan muerte celular).?”

1.2.4.6. Quimioterapia
La quimioterapia es un tipo de tratamiento que utiliza farmacos para matar células
cancerigenas; estos farmacos detienen o desaceleran el crecimiento de las células
cancerigenas, por lo que la terapia puede ser utilizada para tratar el cancer directamente o
para disminuir su tamafo, permitiendo llevar a cabo cirugias de menor riesgo o disminuyendo
sus efectos nocivos. Estas caracteristicas han sido acopladas a otros tratamientos por lo que
la terapia ha mejorado la esperanza de vida en los pacientes; algunos de los usos de la
quimioterapia han sido:
e Disminuir el tamafo de un tumor antes de una cirugia o terapia con radiacién.
(Quimioterapia Neoadyuvante)
¢ Eliminacion de células cancerigenas restantes en el tratamiento con cirugia o radiacién.
(Quimioterapia Adyuvante)

¢ Eliminacion de células que se han diseminado a través de distintas partes del cuerpo.

Sin embargo, la quimioterapia no solo elimina las células cancerigenas, sino cualquier célula
sana que se encuentre a su alcance. Esta situacién ocasiona mayores dafos en células
sanas que poseen de manera natural una mayor velocidad de crecimiento y de division, tales

como las células del tracto gastrointestinal.

Entre los efectos adversos ocasionados por la quimioterapia podemos encontrar la anemia,
pérdida del apetito, sangrado y aparicion de hematomas (Trombocitopenia), estrefiimiento,

delirio, diarrea, edema, fatiga, alopecia, infeccién y neutropenia, linfedema, problemas de
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memoria 0 concentracion, problemas en boca y garganta, nausea y vémito, neuropatia
nerviosa, dolor, problemas sexuales y de fertilidad, incapacidad de conciliar el suefio, asi
como problemas de vias urinarias y de la vejiga. Estos efectos se ven disminuidos o

eliminados una vez se ha concluido el tratamiento con quimioterapia. 2

1.3. Metotrexato
Es un polvo cristalino de color amarillo a anaranjado utilizado como agente en quimioterapia,
que interfiere con la sintesis de DNA y RNA. Su estructura quimica (figura 4) es analoga a la

del acido fdlico ( flgura 5).
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Figura 4. Estructura quimica del acido folico.
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Figura 5. Estructura quimica del metotrexato (Analogo del acido félico)

1.3.1. Indicacion terapéutica

El metotrexato esta indicado en el tratamiento de leucemia aguda linfocitica, coriocarcinoma
gestacional, corioadenoma destruens y la mola hidatidiforme; asi como en el tratamiento y
profilaxis de leucemia meningea. Es utilizado por si mismo o en combinacién en cancer de
mama, cancer apidermoide de cabeza y cuello, linfoma de células T cutaneas, cancer de
pulmén, linfoma no Hodgkin. Ademas de ser utilizado en el tratamiento y profilaxis de

distintos tipos de cancer, el metotrexato esta indicado en soriasis, artritis reumatoide activa, y
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en artritis reumatoide poliarticular juvenil. La dosis en adulto para el tratamiento de cancer es
de 20 a 60 mg/m?2.2°

1.3.2. Mecanismo de accion

El metotrexato es un analogo del acido félico que inhibe la enzima dihidrofolato reductasa,
incrementando la disponibilidad de tetrahidrofolato. El tetrahidrofolato tiene un papel
importante como cofactor en la sintesis de timidilato y la sintesis de novo de purinas, por lo

que inhibe la sintesis de DNA, evitando la proliferacién celular.

Esquema 3. Mecanismo de accion de metotrexato como agente antineoplasico.?

El metotrexato bloquea la reduccion de dihidrofolato a tetrahidrofolato (esquema 3), un paso
en el ciclo que resulta en la transferencia de un grupo metilo de la serina al monofosfato de
deoxiuridina (dUMP) para producir monofosfato de deoxitimida (dTMP), el cual es necesario

para la sintesis de DNA.?

1.3.3. Caracteristicas biofarmacéuticas
Absorcién: La absorcidn de metotrexato por administracién oral es dosis dependientes para
adultos y pacientes pediatricos de leucemia. En adultos la concentracién plasmatica maxima

se alcanza entre una hora y dos después de la administracién. A dosis de 30 mg/m? o
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menos, el metotrexato posee una biodisponibilidad del 60%. A dosis mayores de 80 mg/m?,

la absorcidn es menor debido a la saturacion de receptores.

Distribucién: Posee un volumen de distribucién de 0.18 L/kg inicialmente, y un volumen de
0.4-0.8 L/kg para el estado estacionario. EI metotrexato compite con folatos reducidos para
realizar el transporte activo a través de membranas celulares en un proceso mediado por un

transportador primario.

Metabolismo: El metotrexato es metabolizado en higado y de manera intracelular a formas
poliglutamadas que son convertidas de vuelta a metotrexato por las enzimas hidrolasas. Los
poliglutamatos actuan como inhibidores de la hidrofolato reductasa y la timidilato sintasa. Una
pequefia cantidad es metabolizada a 7-hidroximetotrexato, disminuyendo la respuesta

antineoplasica de la molécula.

Eliminacion: La excrecion renal es la principal ruta de eliminacion. En la administracion

intravenosa 80-90% se elimina por orina en menos de 24 horas, y 10% por excrecion biliar.?°

1.3.4. Efectos adversos
La terapia con metotrexato estd asociada a nausea, vomito, alopecia, mucositis, neumonitis,
dafio hepatico, inmunosupresién, supresion de la médula ésea y toxicidad gastrica. DL50 =

43 mg/kg (Por via oral en ratas)?°.

1.3.5. Caracteristicas fisicoquimicas

En la tabla 4 se muestran las propiedades fisicoquimicas del metotrexato

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas del metotrexato.

Formula quimica C20H22NsOs

Peso molecular 454.447 g/mol

Nombre IUPAC Acido (.28)-_2-((4-(2,4.-diarr_1inoteridin-6-ill) .metil-
metilamino)benzoillJamino)pentanodioico

Punto de fusién 195 °C
Solubilidad en agua 2600 mg/L
log P -1.85
Permeabilidad en Caco2 -5.92
pKa (Acido carboxilico) 3.41
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1.4.Sistemas de liberacion farmacéuticos

1.4.1. Sistemas convencionales de liberacion de farmacos

Durante las ultimas décadas, el tratamiento de diversos padecimientos ha sido realizado
mediante la administracion de farmacos al cuerpo humano por medio de diferentes formas
farmacéuticas, como las tabletas y capsulas. La mayor parte de estos sistemas
farmacéuticos son formulados para liberar el principio activo inmediatamente después de la
administracion para obtener una absorcion sistémica rapida y completa. Estos sistemas de
liberacion inmediata resultan en una rapidez de absorcion relativamente alta, dando inicio a
los efectos farmacodinamicos acompanantes. Sin embargo, después de darse la completa
absorcion del principio activo, las concentraciones plasmaticas comienzan a disminuir
conforme al perfil farmacocinético del principio activo. Eventualmente las concentraciones
plasmaticas llegan a ser menores a la concentracion minima efectiva (CME), lo que resulta
en la pérdida de la actividad terapéutica. Sin embargo, durante un tratamiento farmacologico
con estas caracteristicas es necesaria la administracion una nueva dosis antes de ese
momento, buscando mantener el efecto terapéutico. Estos sistemas tradicionales son
comunes en la prescripcion para llevar a cabo la practica hospitalaria; siendo la forma mas
frecuente para la administracion de farmacos en el mercado mundial. Una alternativa a este
planteamiento es la administracion de un sistema que provea de una liberacion sostenida de
principio activo, manteniendo las concentraciones plasmaticas en un tiempo mayor al

provisto por los sistemas de liberacion inmediata.

1.4.2. Sistemas de liberacién modificada de farmacos
El término sistema de liberaciéon modificada describe sistemas farmacéuticos que alteran el
periodo de tiempo y/o espacio, y la concentracién a la que es liberado un principio activo.®

Los sistemas de liberacion modificada pueden clasificarse en:

e Sistema de liberacion controlada con respecto al tiempo: Permiten modificar la frecuencia
de dosificacion comparada con respecto al sistema de liberacion inmediata; estos
sistemas incluyen a los sistemas de liberacion controlada, los sistemas de liberacion
retardada, y los sistemas de liberacion acelerada.

e Sistemas de liberacion dirigida a un sitio especifico: Permiten la liberacion de una
cantidad de farmaco en un sitio o tejido especifico, evitando la toxicidad ocasionada por la

distribucion no selectiva de farmaco a través del cuerpo. El direccionamiento del sistema
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farmacéutico puede darse mediante el acoplamiento a moléculas reconocidas por
moléculas endogenas, debido a las modificaciones fisiologicas y anatomicas en el tejido
enfermo, o mediante la seleccion de la via de administracion.3°

e Sistemas de liberacién sensible a estimulos: Permiten la liberacion de farmaco en
respuesta a su entorno, por ejemplo, las modificaciones en pH, temperatura, fuerza
idnica, presién, o campo magnético. Para realizar el reconocimiento de la modificacion de
condiciones del entorno se realizan las siguientes estrategias:
1) Targeting interno activo: El sistema es funcionalizado con moléculas reconocidas por
las células del sitio de liberacion (Antigenos), por anticuerpos que reconozcan moléculas
de la superficie de las células para proceder a la liberaciéon o por el reconocimiento de
algunas moléculas pequenas.
2) Targeting interno pasivo: El sistema muestra una respuesta con respecto cambios
fisiologicos del tejido blanco, mismos que son propios del estado de enfermedad. Estos
cambios fisiolégicos pueden ser estimulos fisicos o quimicos (Temperatura, pH, presion,
fuerza idnica, etc.) lo que lleva a una modificacion del sistema (cambio de tamano, forma,
solubilidad o disposicién estructural) para proceder a la liberacion.
3) Targeting externo: El sistema es capaz de reconocer unicamente a un estimulo que se
da fuera del individuo (Hipertermia, campo magnético, corriente eléctrica, ultrasonido), lo
que permite su modificacion (cambio de tamafo, forma, solubilidad o disposicion

estructural) para proceder a la liberacion.3'

En los ultimos afios se han realizado diversos avances en el desarrollo de nuevos sistemas
de liberacion de farmacos. Estos sistemas son capaces de regular la cantidad de farmaco
liberada, manteniendo la duracion de accion terapéutica, y/o haciendo especifico el tejido o
sitio de liberaciéon.® Estos avances han llevado al desarrollo de muchos medicamentos con

uno o varios de los siguientes beneficios:

e Liberacion controlada de la cantidad de farmaco a un tiempo deseable.

e Control de la concentraciéon de farmaco dentro de la ventana terapéutica.
e Maximizacién de la eficacia en la relacion dosis-respuesta.

e Reduccion de los efectos adversos.

e Minimizacion de las dosificaciones frecuentes.

¢ Aumento en la comodidad del paciente, asegurando una mayor adhesion al tratamiento.
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La figura 6 representa el curso temporal de la concentracion plasmatica de un mismo

farmaco administrado por distintos sistemas farmacéuticos:

Figura 6. Representacion hipotética de la concentracion plasmatica de farmaco distintos
sistemas de liberacion de farmacos. (CTM: Concentraciéon téxica minima; CEM:

Concentracion efectiva minima)

1.4.3. Sistemas teragnostico

Los sistemas teragndsticos se caracterizan por su actividad dual en el tratamiento y
diagnostico; con el desarrollo de estos sistemas se busca ser capaz de monitorear el avance
de un padecimiento y proveer de una terapia en el mismo momento. Este enfoque busca
reducir el tiempo de retraso para la administracion de un tratamiento, asi como facilitar el
cuidado del paciente, e inclusive llevar un control de manera individual del régimen de
dosificacion.? Los sistemas teragnosticos incluyen, pero no se limitan a sistemas de
liberacién farmacéuticos acoplados a biomarcadores de diagndstico molecular, sondas de
imagenologia y de técnicas de deteccion temprana y nanoplataformas que incorporan
sistemas de contraste y componentes terapéuticos.® La figura 7 muestra el impacto del
diagnostico en la calidad de vida del paciente asi como su esperanza de vida:

Figura 7. Efectos del diagnostico temprano de cancer en la esperanza y calidad de vida de
los pacientes. (Adaptado con ligeras modificaciones del World Cancer Report 2015, OMS).°
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1.4.4. Modelos cinéticos de liberacién de farmacos

Para llevar a cabo la caracterizacion de un sistema de liberacion farmacéutico es necesario

conocer el mecanismo por el cual lleva a cabo la liberacidn. Para dicho analisis se han

desarrollado diversos modelos que permiten expresar en ecuaciones matematicas la relacion

entre la cantidad de farmaco liberado con respecto al tiempo. Estos modelos cinéticos han

sido propuestos en torno a diversas consideraciones acerca del funcionamiento de los

sistemas y es por ello que la informacidn obtenida en algunos parametros es capaz de

brindar informacion acerca del funcionamiento de los sistemas de liberacion.32

Modelo de orden cero: El modelo asume que la superficie del sistema permanece
constante y que el farmaco se libera continuamente de manera gradual e independiente a
la cantidad de principio activo remanente debido a que no se alcanzan condiciones de
equilibrio.

W, —W, =Kt Ecuacion 1
Donde W)y es la cantidad de farmaco inicial en el sistema de liberacion, W: es la cantidad
de farmaco en el sistema de liberacién a tiempo ty K es la constante de proporcionalidad.
Dividiendo la ecuacién entre Wy y simplificando:

ft = Kot Ecuacion 2

Donde fi = 1 — (WyW)) y representa la fraccion de farmaco disuelto en el tiempo ty Ko
representa la constante de disolucién aparente, o la constante de orden cero.
Modelo de primer orden: El modelo asume una dependencia de la liberacién de farmaco
con respecto al area superficial del sistema de liberacién a través del tiempo de acuerdo a

la ecuacion de Noyes-Whitney modificada por Hixson y Cromwell

% = KS(C;, — C) Ecuacion 3
Donde W es la cantidad de farmaco en la solucion a tiempo t, S la proporcion de area de
sélido accesible a la disolucién dW/dt es el cambio en la tasa de disolucion en el tiempo ¢
y K es una constante de proporcionalidad.
Modelo de Korsmeyer-Peppas: Este modelo semi-empirico relaciona la liberacion de
farmaco con un lapso de tiempo (t) de acuerdo a la siguiente ecuacion:

fe = Mt/M00 = at™ Ecuacion 4

Donde a es una constante que incorpora caracteristicas estructurales y geométricas del

sistema de liberacion, n es el exponente de liberacién, es un indicador del mecanismo de
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liberacién en funcion de t, siendo ft = My/M- (Fraccion de farmaco liberado). El valor de n

determinado permite relacionar la liberacién de farmaco a un mecanismo de liberacion de

acuerdo a los siguientes parametros:

Tabla 5. Mecanismo de transporte de farmaco de acuerdo al valor de n en el modelo

Korsmeyer-Peppas.

Exponente de liberacion Mecanismo de transporte de Tasa de liberacién en
(n) farmaco funcién del tiempo
<0.5 Difusion (Ley de Fick) (=09
0.5<n<1.0 Transporte andmalo t n-1
1.0 Transporte de caso II* Liberacion de orden cero
>1.0 Super transporte de caso II* t n-1

* El transporte de caso Il hace referencia a la liberacién de un farmaco por efecto de la
relajacion de cadenas poliméricas.33
Modelo de Hopfenberg: Este modelo describe la liberacién de farmaco a partir de

sistemas con superficie erosionable:

M
Mo

kot
Coao

=1- [1 — ]n Ecuacion 5

Donde M; es la cantidad de farmaco disuelta en el tiempo t, M~ es la cantidad total de
farmaco disuelto a tiempo, My/M- es la fraccion de farmaco disuelto, ko es la constante de
rapidez de erosion, Co es la concentracion inicial de farmaco en el sistema, ap es el radio
inicial de la esfera o cilindro o la mitad del ancho de la placa. El valor de nes 1, 2 0 3 para
una placa, un cilindro, y una esfera, respectivamente.

Modelo de Peppas-Sahlin: Este modelo considera que el mecanismo de liberacion esta
mediado por hinchamiento del material por interacciéon con el medio, donde el mecanismo
se inicia una vez que al contacto del material con el medio de dispersién las cadenas se
separan dando un aumento en el area de contacto entre las fases, lo que aumenta la
movilidad del farmaco. Esta descrito por la siguiente ecuacion:

My

= kit™ + k,t" Ecuacion 6

Donde Mt es la cantidad de farmaco disuelta en el tiempo t, M~ es la cantidad total de
farmaco disuelto a tiempo, My/M- es la fraccion de farmaco disuelto, k1 es el coeficiente de

difusién y k2 es la relajacion del polimero por interacciones con el medio.
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e Modelo de Baker-Lonsdale: Este modelo describe la liberacion controlada de un
farmaco desde una matriz esférica desde una microcapsula o microesfera. La siguiente

ecuacion ha sido utilizada como modelo de respuesta lineal de la liberacion:

2/
ft=gll—( —ﬂ) 3l—ﬁzkt Ecuacion 7

Meo Meo

Donde M; es la cantidad de farmaco liberada a tiempo t y M~ es la cantidad de farmaco
liberada a tiempo infinito, y k es una constante que corresponde a la pendiente.
Para llevar a cabo la seleccion modelo se considera el coeficiente de correlacion (R?) mas
cercano a 1, el mayor criterio de seleccion del modelo (MSC), la menor suma de cuadrados
(SSR), y el menor criterio de Akaike (AIC).

1.5. Agentes de contraste para diagnéstico clinico

Los agentes de contraste son sistemas utilizados en el diagndstico médico para mejorar la
calidad de los estudios realizados por imagenologia. De esta manera se puede obtener no
solo metodologias mas sensibles sino con un menor nivel de incertidumbre con respecto a
las técnicas sin medios de contraste. Los medios de contraste permiten la diferenciacion de
tejidos adyacentes a estructuras con una alta similitud de respuesta en los analisis por
imagenologia, permitiendo obtener una mayor certeza por los profesionales de la salud en la

determinacién de anatomias morfoldgicas Yy fisioldgicas.?234:35

1.5.1. Agentes de contraste para resonancia magnética de imagen (MRI)

La resonancia magnética de imagen (MRI) ha revolucionado el diagndstico de diversos
padecimientos, permitiendo diferenciar a tejidos con desviaciones anatomicas o fisioldgicas
de tejidos normales sin la necesidad de métodos invasivos. La MRI escanea la anatomia y
funcion mediante la medicion de los tiempos de relajacion (T1 y T2) de los nucleos de una
molécula de agua. Sin embargo, los cambios en estos valores en diversas patologias son
muy limitados, volviendo al método poco sensible para su deteccion. Por esa razdn se han
utilizado medios de contraste en MRI que acorten el tiempo de relajacion T1 (como los
quelatos de gadolinio) y T2 (como las particulas de éxidos de hierro), las cuales permiten
obtener un mayor contraste, y por ende mayor informacion para diagnéstico.3® Sin embargo,
debido a los costos de los equipos, instalaciones y personal médico calificado, esta técnica
de diagndstico solo es asequible para personas con altos ingresos econdmicos o sistemas

de salud de paises considerados como de primer mundo por una baja disponibilidad de
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equipos, la necesidad de infraestructura costosa para su mantenimiento y la necesitad de

personal altamente especializado para su uso.3*

1.5.2. Nanoparticulas magnéticas

En los ultimos afios se han desarrollado una amplia gama de materiales magnéticos en el
campo de la nanotecnologia; evaluando su uso como acarreadores farmacéuticos por las
propiedades fisicoquimicas que presentan. Las nanoparticulas magnéticas han demostrado
un gran potencial en la liberacién de farmacos debido a su capacidad de funcionalizacion de
la superficie que permite llevar a cabo la adsorcién de cantidades relativamente alta de
farmacos. Estas particulas de menos de 100 nm son empleadas bajo el estimulo de un
campo magnético, pero no es sino hasta un tamario critico (alrededor de 10-20 nm)3’ que
muestran comportamientos superparamagnéticos. Es debido a esta propiedad que se han
desarrollado sistemas magnéticos nanomeétricos para uso en la resonancia de imagen, como
agente de contraste vascular, agente de diagnodstico, en la ingenieria de tejidos, separacion

de células, o como sistemas teragnosticos. Las ventajas encontradas hasta ahora son:

e Disminucion de los efectos adversos por toxicidad de farmacos.

e Disminucién de la frecuencia de administracion.

e Aumento en la eficiencia de transfeccion de genes.

e Separacion magnética de células, bacterias y vesiculas.

e Disminucion de los efectos secundarios de farmacos comparados con sistemas de
liberacién convencional.

e Liberacién dirigida en el sitio de accién.

e Liberacién sostenida de farmacos a tejido diana.

1.5.2.1. Magnetismo
El magnetismo es un fendémeno fisico mediado por campos magnéticos, corrientes eléctricas,
y momentos magnéticos. Debido a la composicion de la materia por particulas subatomicas
cargadas.® El comportamiento de los materiales magnéticos puede ser clasificado en los

grupos representados en la figura 8:
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Figura 8. Representacion de los momentos dipolares de diversos (a) material paramagnético

(b) material ferromagnético, (c) material antiferromagnético, y (d) material ferrimagnético.

Paramagnético: En este tipo de materiales, algunos de los atomos o iones tienen un
momento magnético neto debido a electrones desapareados de orbitales parcialmente
llenos. Sin embargo, los momentos magnéticos individuales no estan alineados para dar
un efecto magnético macroscépico hasta que se presenta un campo magnético.

Ferromagnético: A diferencia de los materiales paramagnéticos, los momentos
magnéticos de los atomos de estos materiales muestran interacciones fuertes. Las
interacciones producidas por intercambios electronicos resultan en un alineamiento
paralelo de los momentos magnéticos, o que resulta en una magnetizacion aun en

ausencia de campo magnético.

Antiferromagnético: En estos o
materiales existe una disposicion %

atdbmica que resulta en un momento

magnético igual a cero. Como ejemplo \ 2O\

de ello se encuentra la hematita, una —

estructura con iones oxigeno y iones R4

Fe** en un  empaquetamiento T

hexagonal. Los momentos magnéticos aro. Lo | o U/,é

de los iones Fe3* estan acoplados en QE polol
T>-10°C T<-10°C

planos-c, pero antiferromagneticamente

acoplados entre planos, y su estructura Figura 9. Estructura cristalina de Ila

se representa en la figura 9. hematita.

Ferrimagnético: En compuestos idnicos, como los éxidos, la fuerza neta de los momentos
magneéticos considera la estructura cristalina del compuesto. Un tipo de ordenamiento
magnético se denomina ferrimagnetismo, en estos compuestos la estructura esta
compuesta por distintos iones, de distinto tamafo y/o carga lo que resulta en momentos
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magnéticos desiguales. Debido a la disposicidén de los distintos momentos magnéticos a

lo largo de la estructura cristalina el momento magnético del material resulta casi nulo.

1.5.2.2. Teoria de dominios
Una propiedad de los materiales ferromagnéticos es poseer una baja magnetizacion
espontanea, la cual puede ser aumentada por la aplicacion de campos magnéticos bajos. Lo
que permite que este fendmeno ocurra es la composicién de los materiales por regiones
pequenas denominadas dominios, donde la magnetizacidn local se encuentra saturada pero
no necesariamente paralela, los dominios se encuentran separados por los llamados muros
de Bloch, las cuales son un volumen estrecho de transicion entre dos dominios magnéticos
como se representa en el esquema 4, y su momento magnético total es igual a cero en
ausencia de un campo magnético externo; cuando esto ocurre se considera que se tiene un

material con mutidominios magnéticos.°

Esquema 4. Representacion de la transicion del momento magnético en el muro de Bloch en

un material con multidominios magnéticos.

Cuando un material alcanza un tamafo critico, en orden nanométrico, no existe la posibilidad
de formar transiciones entre dominios, es decir, se obtienen particulas con momentos
magnéticos independientes, y se denominan monodominios magnéticos. Diversos
investigadores han demostrado y hecho uso de la modificacion de las propiedades
magnéticas de acuerdo al tamafno de particula, mediante la sintesis de nanoparticulas que
actian como monodominios magnéticos.*%4” Debido a este fendbmeno es que los materiales
ferromagnéticos, como la magnetita, en particulas de tamafio nanométricos muestran un

comportamiento superpamagnético en presencia de campos magnéticos bajos.
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Figura 10. Dependencia la coercitividad magnética conforme a la teoria de dominios.37:44

Figura 11. Momento magnético de un multidominio magnético y monodominios magnéticos

en presencia (A) y ausencia (B) de un campo magnético impuesto.4

Métodos de sintesis de nanoparticulas magnéticas

a) Coprecipitacion

La coprecipitacion es el método de mayor preferencia debido a la facilidad en que se llevan a
cabo estas reacciones, siendo convenientes para la sintesis de particulas de magnetita
esférica a tamafio nanométrico. Este método se prefiere, debido a que requiere una baja
temperatura, se lleva a cabo en cortos tiempos y no es necesario utilizar solventes organicos.
Ademas, es posible controlar la morfologia y composicién de nanoparticulas mediante la
concentracion de iones, la estequiometria de los iones, la temperatura de reaccién, el pH y la
fuerza idnica. Para llevar a cabo esta reaccion se utilizan agentes oxidantes para oxidar los
hidroxidos del metal, mientras que el segundo método involucra la adicion de hidréxidos en la

presencia de iones en soluciones acuosa.*®
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b) Microemulsiones

Las microemulsiones son ampliamente utilizadas para la sintesis de particulas con tamarfo
uniforme en una emulsion w/o. En este método de sintesis se utilizan agentes tensoactivos
para formar micelas, dentro de las cuales se dara la reaccion de sintesis, de esta manera se
logra mantener el tamafo de particula con una baja dispersion. La formacion de precipitados

es controlada por la concentracion de tensoactivos en el medio.*8

c) Descomposicion térmica
Las particulas magnéticas de este proceso se sintetizan a alta temperatura, mediante la
descomposicidon de precursores de complejos metalicos como los acetilacetonatos, los

cupferronatos, y surfactantes como acidos grasos, acido oleico y hexadecilamina.4®

1.5.2.3.  Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas magnéticas
Las nanoparticulas magnéticas tienen una amplia variedad de aplicaciones en diversos
campos de las ciencias biolégicas y de la salud, para liberacion de farmacos, separacion de
células por atraccidén magnética, liberacion de genes (Magnetofeccion), hipertermia, agente

de contraste en MRI y en la produccion de musculos artificiales.

e Liberacién de farmacos: Las nanoparticulas magnéticas han sido utilizadas como
sistemas acarreadores para liberacion de farmacos. Los farmacos son acoplados a la
superficie de las nanoparticulas magnéticas o introducidas en un recubrimiento, y una vez
que han sido introducidas en el torrente sanguineo se genera un gradiente de campo
magnético para direccionar y mantener las particulas magnéticas en la regidon de interés.
Los sistemas de recubrimiento de nanoparticulas magnéticas pueden ser funcionalizados
para permitir la liberacion sensible a estimulos,*®

e Separacion de células por atraccion magnética: Las nanoparticulas magnéticas han sido
utilizadas para separar células desde su medio para ser purificadas o concentradas para
futuros analisis. Su uso esta modulado por la diferencia en la susceptibilidad magnética
de entidades marcadas y el medio circundante. Las entidades pueden ser células,
bacterias y algunos tipos de vesiculas, y las nanoparticulas magnéticas son recubiertas
con antigenos o anticuerpos que reconocen (0 son reconocidos) por moléculas de las
membranas de las entidades de interés. Una vez se ha dado el reconocimiento se expone
a un gradiente de campo magnético para atraer y mantener a las entidades en una

regioén. %0
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Magnetofeccién: Esta técnica involucra el uso de nanoparticulas magnéticas para
incrementar la eficiencia de la transfeccion de genes (Introduccién de DNA distinto a una
célula hospedera) y expresion. Un vector viral recubierto de nanoparticulas magnéticas, al
cual se aplica un campo magnético para ser mantenida en contacto con las células de
interés, lo que incrementa la eficiencia de transfeccion.*®

Hipertermia: La hipertermia magnética permite aumentar la temperatura de manera
localizada, y puede ser utilizada para destruir células de manera selectiva o para inducir
un estimulo en la liberacion de farmacos. EI mecanismo central es la generacion de calor
por la induccion de un campo magnético alterno que haga rotar a las particulas o a los
monodominios magnéticos, produciendo pérdidas de energia por histéresis.*3

Agente de contraste en MRI: Mientras las otras aplicaciones aprovechan las propiedades
magnéticas asociadas a los electrones, los protones también poseen momentos
magneéticos, y pueden ser utilizados como sistemas de deteccion mediante la MRI. En un
campo magnético aplicado al material una pequena fraccion de los protones se alinean de
manera paralela al campo, y el momento magnético rota su eje en un movimiento de
precesion alrededor de este campo. Para medir la sefal producida por el alineamiento por
el campo, se aplica un campo electromagnético de manera transversal, cuya frecuencia
provoque un cambio en el movimiento de precesion que lo vuelva perpendicular al plano
del campo. Cuando el segundo campo es apagado, la amplitud de los momentos
magnéticos se relaja a sus valores iniciales, y el tiempo en que este fendmeno ocurre es

percibido por una bobina de captacion.*°

1.5.2.4. Magnetita

La magnetita es un compuesto conformado por 6xidos de hierro de formula Fe3O4, donde el

oxigeno forma la red cubica de cara centrada Y[XY]bOs, X=Fe*? y Y=Fe3* donde los

corchetes denotan los sitios octaédricos (32 espacios) y los restantes los sitios tetraédricos

(64 espacios). Su estructura es cubica con dimensiones de celda de 0.839 nm, y con una

densidad de 5.18 g*cm-'. Posee una dureza de 5 % en escala de Mohs, siendo un material

ferromagnético con temperatura de Curie de 850 K vy resistividad eléctrica de 105 Q*cm.%' La

magnetita es considerada un material de color negro, ferromagnético, semiconductor que

difiere de otros 6xidos de hierro al contener hierro divalente y trivalente. Ha sido utilizado en

la fabricacion de imanes permanentes y es por ello que se encuentra en bocinas, tintas

magneticas, unidades de refrigeracion magnética, etc.
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Figura 12.Estructura cristalina de la magnetita (A) disposicién tetraédrica y (B) disposicion

octahédrica.®"

1.6. Agentes de contraste para ultrasonido

Los agentes de contraste para ultrasonido se propusieron hace cuatro décadas, cuando
accidentalmente se descubri6 que burbujas de aire en el torrente sanguineo podia ser
detectadas después de agitar soluciones acuosas. Desde ese entonces, se han hecho
avances lentos pero constantes en el desarrollo de nuevos sistemas y equipos de

ultrasonido.22:35

Las desventajas generales del ultrasonido han sido reconocidas por diversos investigadores.

e Los tejidos estudiados pueden presentar una propagaciéon del ultrasonido atenuada por
tejidos circundantes tales como el tejido adiposo o el tejido éseo, y no es posible que el
ultrasonido sea aplicado sin agente de contraste a la obtencion de imagenes en pulmon
debido a que el aire dentro de este érgano impide la propagacion de ondas sonoras.

e La obtencion de imagenes es dependiente del operador y su experiencia; un sonografo
puede obtener imagenes con alta calidad mientras que un operador con entrenamiento
insuficiente podria obtener resultados no concluyentes.

e EI campo de vision obtenido en un equipo de ultrasonido es relativamente pequeno,
tipicamente, no mas de 20 — 30 cm y solo unos pocos centimetros a una resolucion

espacial mayor. Normalmente, se obtienen imagenes de la seccion transversal.

El principio basico de los agentes de contraste ultrasonicos es la creacion de muchas
pequefias interfases con alta ecogenicidad, lo que puede ser alcanzado usando
microburbujas gaseosas. Para incrementar la estabilidad de las mismas en la sangre y
alcanzar un tamafno estandarizado, éstas son recubiertas por una capa biocompatible. En

una microburbuja cuando las ondas sonoras generadas por el ultrasonido chocan, éstas son
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reflejadas desde la superficie, en un fendbmeno conocido como dispersion retrograda. Las
ondas sonoras dispersas tienen la misma longitud de onda de las ondas sonoras emitidas,
por lo que se reconoce una conducta lineal de dispersion retrograda. Sin embargo, cuando la
presion debido a las ondas sonoras incrementa, las conductas no lineales de las
microburbujas se vuelven muy prominentes. Inicialmente comienzan a oscilar, enviando
hacia afuera oscilaciones arménicas, y después que la presion aumenta las microburbujas se
vuelven inestables y comienzan a fracturarse hasta finalmente romperse, donde envian una
sefal de alta energia (emision acustica estimulada, EAS). Durante la oscilacion, las
microburbujas producen una sefal de eco no lineal debido a que la compresion de las

microburbujas contra la presion del contenido de gas interior es menor que su expansién.??52

Al llevar a cabo una comparacion del diagnostico a través de ultrasonido mejorado por
medios de contraste con técnicas que son consideradas mas confiables, como la MRl y la
tomografia computacional, se ha demostrado una eficacia de diagndstico con el mismo nivel
de confianza a través de un procedimiento de menor costo. Mediante un analisis costo-
beneficio se considera que el ultrasonido mejorado por medios de contraste supone una
opcidon mas adecuada que el uso de técnicas como la resonancia magnética o la tomografia
computarizada, por lo que se ha optado por el desarrollo de medios de contraste para
ultrasonido que asequibles en la produccion a gran escala y que posean altas propiedades

ecogénicas.3*

1.6.1. Microburbujas

Las microburbujas (esferas gaseosas de diametro menor a 10 ym) han demostrado ser
sistemas dispersos capaces de mejorar la sefal ecogénica en el ultrasonido mediante la
generacion de multiples interfases de diametros micrométricos dispersados en el seno de un
liquido.3* Sin embargo, su desarrollo comenzé de manera accidentada antes de darse
sistemas diagnosticos estandarizados cuya respuesta fuese reproducible y confiable. Los
sistemas basados en microburbujas se desarrollaron de la siguiente manera:

e Descubrimiento: Estos sistemas fueron descubiertos al realizar inyeccion intravenosa
cerca del sitio vigilado mediante ultrasonido. Al llevar a cabo el llenado y vaciado del
liquido se generan pequefias turbulencias en el seno del mismo, lo que permite la entrada
de aire por difusién, una vez que el liquido estabiliza estas regiones quedan conformadas

burbujas de un tamafo submicrométrico (por ello es que no se forma una embolia
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gaseosa perceptible). Sin embargo, estos sistemas no poseian agentes que estabilizaran

la interfase gas-liquido, lo que terminaba en la destruccidon de la burbuja en cuestion de

segundos.

Primera generacion: Los agentes de primera generacion buscaron mejorar la estabilidad

de las burbujas gaseosas mediante el recubrimiento por una capsula. Para ello han sido

utilizados diversos materiales:

e Proteinas: Las microburbujas compuestas por una capsula de albumina fueron los
sistemas pioneros como medio de contraste en el ultrasonido con la primera
formulaciéon aprobada por la FDA, el Albunex ®. Este sistema formaba las
microburbujas por sonicacion, donde el aire es encapsulado por una monocapa de
albumina de 15 nm. Desde entonces otros materiales proteinicos han sido utilizados
para el encapsulamiento de microburbujas.

e Surfactantes: Siguiendo el modelo de Langmuir acerca de la tension superficial, se
han realizado encapsulamientos a través de la disminucion de la tension en la
interfase liquido-gas permitiendo que se forme una dispersion mas estable.

e Lipidos: El uso de fosfolipidos permite el auto-ensamblaje de monocapas y bicapas
con orientacion especifica en la interfase liquido-gas, donde las cabezas alquilicas
quedan orientadas hacia la fase gas y las cabezas polares se orientan hacia el liquido.

e Polimeros: Los polimeros ofrecen una gran solucibn a la inestabilidad de
microburbujas dispersas debido a su capacidad de deformacién bajo estrés mecanico,
lo que permite lograr mantener el sistema intacto a pesar del aumento o disminucién
de volumen debido a cambios de temperatura o por el mismo efecto del ultrasonido.

Segunda generacion: Estos sistemas buscan mejorar el tiempo en el torrente sanguineo,

aprovechando gases con baja difusibilidad hacia la sangre como son los

perfluorocarbonos, al disminuir la difusion del gas de la burbuja hacia el medio aumenta la

vida media de circulacion.??

1.6.2. Microburbujas magnéticas

Las cubiertas de los agentes de contraste ultrasdnicos pueden ser utilizadas no solo para el

transporte de gases o aire, sino que también pueden transportar farmacos en el cuerpo. Asi

mismo es posible embeber nanoparticulas magnéticas en la cubierta de las microburbujas

aumentando la susceptibilidad magnética para permitir su deteccion por medio de la
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resonancia magnética de imagen, lo que permitira llevar a cabo la confirmacion de resultados

obtenidos mediante la técnica de ultrasonografia.’

El ultrasonido y la MRI tienen sus ventajas y debilidades a ser consideradas en la evaluacién
de un diagnéstico; el ultrasonido posee una gran sensibilidad, pero una baja resolucion
espacial, mientras que la MRI posee una alta resolucion espacial pero baja sensibilidad. Las
microburbujas magnéticas surgieron como un agente de contraste dual para estas dos
técnicas de diagndstico, lo que ha permitido no solo utilizar de manera complementaria
ambas técnicas, sino que han mejorado las desventajas de cada uno de estos analisis. Es
por ello que muchos investigadores han llevado a cabo diversos estudios que permitan la
sintesis de microburbujas magnéticas, evaluando las ventajas de diversos tipos de
materiales, y sus efectos en la respuesta acustica y magnética para llevar a cabo el

diagnostico.

Tabla 6. Ejemplos de sintesis de microburbujas magnéticas como agentes duales de

ultrasonido y MRI.

. Microburbujas magnéticas
Ref. Tipo de Tamaiio de
NPM Polimero Gas Proceso MB
. . Tipo A-Unién a superficie
Fes04 8- Tipo A-PVA Quitosan . : . Rango 3.2-
54 _
10 nm Tipo B-PVA Aire Tipo B Erpbebldos en 4.4 um
polimero
FesO4 . Doble emulsion w/o/w Mayormente
55 -
29.4 nm Fcee Aire Liofilizacion 9.77 ym
FesO4 _ C Cen Rango de
56
<0.22 um Albumina Perfluorocarbono Sonicacion / Liofilizacion 1.2-1.8 ym
57 y-Fe203 Tipo A-PVA telequélico®® N T'.FI).? Q_E";J_ E%nbzbsigg:rgﬁle Mayormente
12 nm Tipo B-PVA 2 P r 2 um
polimero
s | Cobalto F8H2Phos Aire Sonicacion / Liofilizacion | Mayormente
Ferrita 5um
® | Fes0s PBCA Aire Srnuslen Uyleln =28 2.2-2.4 pm
Butilcianoacrilato
PEI-Mag?2 . . L
61 ’ -
LS-Mag DPPE /DPPC Aire Capmix (Sonicacion) 3.9-4.7 ym
c2 Feelr 5 Perfluoro(alquil) fosfato Perfluorohexano Sonicacion ila CliElie
12 nm 4.8 um
63 Fes0412 PLGA / PVA Doble emulsion w/o/w Mayormente
! Perfluoruros e
nm Impresién molecular Liofilizacion 868 nm
s FesO4 DPPE /DPPC Perfluoropropano Capmix (Sonicacion) 1.5-10 um
. AT . . .
42,65 Fes04 8 P\{A Telquellco Aire Tipo chem Embebldos en 3.2-4.4 um
10 nm Tipo A-Quitosan polimero
3 Fes0412 PVA / PLA N> Doble gmylspr) w/o/w Mayormente
nm Liofilizacion 3.98 um
66 Fes0410 PLGA Aire Doble emuIS|o_n' w/o/w Mayormente
nm Evaporacion 886 nm
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Algunos de los métodos de sintesis permiten la introduccion de farmacos a los sistemas, lo
que brinda una amplia gama de posibilidades para la generacién de nuevos sistemas de
administracién de farmacos. Es debido a estas caracteristicas que se ha considerado utilizar
a las microburbujas magnéticas como sistemas farmacéuticos tergandsticos a través de la
disolucién de trombos por ultrasonoforesis, el aumento de la eficiencia de permeacion de la
barrera hematoencefalica por el mismo mecanismo, y en la deteccién y tratamiento de cancer

a través de la liberacion de material genético o de farmacos antineoplasicos.®”

1.7.Sistemas teragnésticos en cancer

1.7.1. Avances en los sistemas teragnosticos de cancer

Los sistemas teragnosticos de cancer han sido desarrollados mediante enfoques
multidisciplinarios que involucran a especialistas en la salud, en el desarrollo de farmacos y

el desarrollo de nuevos materiales para:

¢ |dentificar nuevos biomarcadores que permitan el diagnéstico molecular de cancer.
¢ Nuevas sondas de imagenologia que permitan la deteccion temprana de cancer.
e Terapias antineoplasicas dirigidas por imagenologia.

e Nanoplataformas que incorporan imagenologia y componentes terapéuticos.

Los sistemas teragndsticos de cancer incluyen, pero no se limitan a biomarcadores
teragndsticos, marcadores de reconocimiento molecular, terapias dirigidas a través del

imagenologia (Liberacién en el sitio de accion), y nanoplatafomas teragnosticas. 62324

1.7.2. Retos y nuevas perspectivas en el desarrollo de sistemas teragndsticos de cancer

La busqueda de terapias individualizadas que permitan el funcionamiento costo eficaz de los

sistemas de salud, con el menor tiempo entre la deteccion y el inicio de los procedimientos

medicos proveera de mejores resultados para los pacientes a un menor costo. A través de

los sistemas teragndsticos se busca dar respuesta estos problemas, pues el desarrollo de

sistemas tecnoldgicos que permitan la deteccion temprana a la vez que el inicio del

tratamiento asegura una maxima efectividad en el tratamiento. Sin embargo, estos sistemas

deben superar una serie de retos como:

e Escalamiento de la sintesis: Debido a la formacion de estructuras complejas, la sintesis y
la reproducibilidad de estos sistemas puede ser un reto a nivel industria pues se debe
asegurar su calidad y efectividad.

44



e Disefio racional de un régimen de dosificacion: Debido a las diferencias entre los
requerimientos de diagndstico y la farmacocinética del sistema terapéutico se deberan
hacer analisis paralelos para el establecimiento de dosis efectivas.

e Regulacion: Al no ser sistemas convencionales su regulacion es nula, lo que impedira ser
aceptados por agencias regulatorias sino hasta afios después del inicio de su registro.

e Toxicidad: Diversos analisis han demostrado la induccién de citotoxicidad, genotoxicidad,
e inmunotoxicidad por sistemas nanomeétricos. Las propiedades que permiten su posible
uso como sistemas acarreadores, de diagndstico o teragnodsticos los que se han

asociado con estos posibles efectos secundarios.

1.8. Caracterizacion de nano y microparticulas

Para asegurar el adecuado desempefio de los sistemas farmacéuticos es necesario llevar a
cabo su caracterizacion mediante sus propiedades fisicoquimicas. Para ello diversos
investigadores han desarrollado metodologias para caracterizar a los sistemas nano y

microparticulados.5®

1.8.1. Espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia de infrarrojo cuantifica la radiacion electromagnética absorbida por un
intervalo al hacer incidir ondas de entre 10000 y 100 cm-'. La mayor fortaleza del analisis de
espectroscopia de infrarrojo es su aplicabilidad de manera cualitativa y cuantitativa de la
naturaleza quimica de una amplia variedad de materiales. Un espectro de infrarrojo (IR) es
un mapa de las frecuencias de vibracion contra la intensidad de interacciones con la
radiacion IR. La presencia de distintos atomos, enlaces y grupos funcionales modifican las
frecuencias e intensidades en que se absorbe la energia electromagnética, por ello es que el
analisis de IR ha sido utilizado al comparar con referencias los espectros obtenidos con
referencias conocidas (Como huellas dactilares), y a través de relaciones empiricas

determinar la asignacion de sefiales de una nueva molécula.®®

1.8.2. Difraccion de rayos X de polvos (XRD)

La difraccion de rayos X de polvos es una de las técnicas de caracterizacion mas
ampliamente utilizada en productos cristalinos organicos e inorganicos. Este método permite
identificar de manera cuantitativa las imperfecciones de una estructura. En la XRD, un haz

monocromatico de rayos X se hace incidir sobre el material para obtener informacién de la
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disposicion de los atomos que lo conforman- Usualmente, estos materiales estan
compuestos por planos atdmicos uniformes que brindan repeticiones de tipo cristalino, y una
vez que se ha hecho incidir la radiacion sobre estos planos las interacciones con los atomos
desvian al haz por fendmenos de difraccién, refraccion, dispersion o absorcion o permiten su
transmision. El grado de modificacion de la trayectoria del haz de rayos x depende del
arreglo de los planos atomicos del material, por lo que un detector capta los rayos X

difractados y una computadora analiza los patrones obtenidos.”®

1.8.3. Dispersion dinamica de luz (DLS)

Esta técnica cuantifica la cantidad de Iluz

dispersada, y mediante una correlacion con el

Lazar L - _v_]'-iirmr

1

movimiento Browniano, calcula el tamafio de

una particula dispersa en un medio mediante la

s _L.|  Sample iluminacion de un sistema dispersion con luz
Table | / , , o . .
Lens *:’#_,,.-W"“”“"“'““E“‘“h laser y la medicion de la intensidad de luz
Fitthole dispersada. Cuando una particula suspendida
s 0 es iluminada ésta dispersara luz en distintas
)
X , direcciones, de manera proporcional a la forma
Tiahola Temperatuce Bath ~ ] .
y el tamafio de las particulas, y mediante un
Microscope
L fotodetector se puede cuantificar la cantidad de
Photomulbplice
Tube luz dispersada. Sin embargo, las particulas
dispersas no se encuentran estaticas en un
\ sitio, sino que ven su posicion alterada debido
v =) \_ al movimiento browniano en la dispersion.’’
O
Amghiie Esquema 5. Sistema de determinacion de

Disriminator  womputer-Cocrelalor

tamario de particula por DLS.""

1.8.4. Potencial Z

La distribucion de cargas en la superficie de una particula de acuerdo a las condiciones del
medio de dispersion. Las fuerzas de atraccion entre las particulas y los contraiones se ven
mediadas de manera inversamente proporcional a la distancia entre ellos. En las
inmediaciones de las particulas existe una capa conformada por dos regiones (Las cargas de

superficie de las particulas y sus contraiones), donde los iones se encuentran fuertemente
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ligados, y se denomina capa de Stern. Al aumentar la distancia a partir de la particula se
encuentra una capa difusa en donde los iones y particulas forman una entidad estable, y
cuando la particula se mueve los iones dentro de esta se mueven junto con ella, y se
denomina capa difusa. Una distancia pequena entre las particulas y las capas de contraiones
resultaran en la agregacion de particulas, mientras que una distancia mayor favorecera la
dispersién. La composicion de la doble capa eléctrica, asi como la dependencia del potencial

Z con respecto a la distancia de la superficie de la particula se representan en el esquema 6.

El potencial eléctrico que se genera por esta distribucion
de cargas en la doble capa eléctrica se denomina
potencial Z, y este posee signo dependiente de la
naturaleza anionica o catidénica de los iones adsorbidos.
La magnitud del potencial es un indicador de la
estabilidad del sistema disperso, y se considera que un
valor <-25 mV o >25 mV indican la presencia de un
sistema disperso estable debido a la repulsién entre
particulas impide su agregacién permanente en un solido

denominado “cake”.8

Esquema 6. Representacién del potencial Z.

1.8.5. Microscopia electronica de barrido (SEM) y de transmision (TEM)

En una microscopia electrénica tradicional la capacidad de aumento maximo de una imagen
es de alrededor de 1000x. Para mejorar la resolucién (y aumentar la capacidad de aumento
de imagenes) es necesario reducir la longitud de onda de la radiacién incidente; esto es
posible mediante la microscopia electronica donde la aceleracion de los electrones de entre 2
y 1000 keV permite obtener longitudes de onda de hasta 0.0009 nm.

Para ello se encuentran las modalidades de transmision de electrones, utilizada en
especimenes de grosor moderado que permiten la transmision de electrones carente de
absorcion de los mismos (TEM), y el barrido de electrones (SEM), para especimenes de
mayor grosor donde no se transmiten electrones a través del material, sino que se obtiene
informacion de las particulas que se encuentran en la superficie.”? Las caracteristicas que
pueden ser determinadas mediante estas técnicas son:

e Microscopia de barrido de electrones (SEM)
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La microscopia SEM es una técnica no destructiva de analisis, que permite analizar
muestras de hasta 200 ym para obtener informaciéon de la topografia de superficie, la
estructura cristalina, la composicién quimica y el comportamiento eléctrico de los
especimenes (hasta un grosor de 1 um), obteniendo una resolucion de hasta
1000000x.72
e Microscopia electronica de transmision (TEM)

La microscopia TEM es una técnica que hace incidir un haz de electrones que es capaz
de atravesar muestras con un grosor menor a 500 nm, donde el patron de difraccién de
electrones es computarizado y transformado a una imagen mediante lentes magnéticas.
Las imagenes se pueden producir a partir de los electrones difractados (imagenes de
campo oscuro) o a partir de los electrones que lograron atravesar la muestra sin
interaccion (imagenes de campo claro) y permiten obtener informacion sobre la
estructura cristalina, y la composicion quimica de la muestra con una mayor resolucion

que la microscopia SEM.”3

1.8.6. Sedimentacion

La sedimentacion afecta muchos de los fendmenos de coloides. La sedimentacion ocurre
debido a la influencia de la gravedad sobre las particulas, y de manera considerablemente
mas rapida, en una centrifugacion. Las fuerzas involucradas en una particula de volumen V'y

de densidad p2 que esta sumergido en un fluido de densidad p.

Esquema 7. Representacion de las fuerzas que actuan sobre una particula esférica
sumergida en un fluido.
La particula experimenta una fuerza F4 debido a los efectos de la gravedad, de signo positivo

en direccion inferior, al mismo tiempo las fuerzas de flotacion Fp actuan en direccion opuesta.
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Freta = Fy — Fp = V(pz — p1)g Ecuacion 8

Como resultado de estas fuerzas la particula descendera a través del fluido si Fneta tiene el
mismo signo que la fuerza de gravedad (g), es decir, ocurrira la sedimentacién si p2> p1. Si

este proceso ocurre en sentido inverso, ocurrira la cremacion si pr> p2.”

1.8.7. Centrifugacion

El analisis de fisica elemental demuestra que una particula que circula a través de una
trayectoria de radio r a una velocidad angular w (en radianes por segundo) esta sujeta a una
aceleracion en la direccidn radial igual a w?r. En una revolucion existen 21 radianes, por lo
que w equivale al numero de revoluciones por segundo (rps) veces 21, o al numero de
revoluciones por minuto (rpm) veces el radio 21/60. Es por este fendmeno que a través de

una centrifugadora se pueden producir aceleraciones mayores a la aceleracién gravitatoria.”

1.8.8. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencia de barrido (DSC) es una técnica altamente sensible que estudia las
propiedades térmicas de diversos sistemas, principalmente se utiliza para determinar la
energia necesaria para llegar a la temperatura de transicion de fase y los cambios
conformacionales y permiten cuantificar su dependencia a la temperatura. El analisis por
DSC permite determinar las propiedades de proteinas, material genético, péptidos, lipidos,
caracterizar los polimorfismos y determinar la pureza de farmacos, y distintas propiedades de
materiales nanoparticulados. En el analisis de nanoparticulas el analisis térmico puede ser
utilizado para analizar la incorporacién de farmacos a través de los cambios en la entalpia.
Ademas, permite determinar la estabilidad y eficiencia de acoplamiento de farmacos en
acarreadores nanoestructurados. En el disefio y sintesis de polimeros permite relacionar las
propiedades mecanicas, las propiedades quimicas y las propiedades térmicas con la longitud

de cadena, la cantidad de grupos funcionales, y la cantidad de aditivos adicionados.”®
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que se conoce la relacion entre el mejoramiento de la calidad y esperanza de vida
de pacientes con neoplasias y las intervenciones en deteccion y tratamiento temprano, es
posible reducir y controlar el desarrollo de cancer aplicando estrategias de base cientifica
destinadas a la prevenciéon de la enfermedad. De detectarse de manera oportuna muchas
neoplasias tienen grandes probabilidades de curarse, si se tratan de forma adecuada. La
mortalidad por cancer se ha visto reducida gracias a los esfuerzos en politicas publicas y el
desarrollo tecnolégico en materia de deteccion y tratamiento; sin embargo, es necesario
seguir innovando en ambos aspectos para minimizar los efectos de esta enfermedad en la

poblacion.

El propdsito de esta investigacion fue el desarrollo de un sistema teragndstico que permitiese
obtener una mayor eficacia en la deteccion de tumores, para su uso en el diagnéstico por
ultrasonido en modo B y la administracién controlada de un farmaco antineoplasico. Se
prepararon microburbujas poliméricas con inclusion de nanoparticulas de magnetita con
metotrexato adsorbido en superficie, y se comparoé su eficacia como agente de contraste y

como sistema terapéutico.
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3. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar microburbujas poliméricas con inclusién de nanoparticulas de

magnetita y con metotrexato como farmaco modelo adsorbido en superficie, como posible

tratamiento y sistema diagnostico de neoplasias.

3.1.Objetivos particulares

Sintetizar nanoparticulas magnéticas de magnetita (FeszO4) y llevar a cabo su
recubrimiento en acido oleico por el método de coprecipitacion.

Caracterizar las nanoparticulas magnéticas determinando su estructura cristalina
mediante la técnica de difraccion de rayos X de polvos, su estabilidad mediante
potencial Z, y su morfologia microscopia electrénica de transmision.

Sintetizar sistemas de diagndéstico basados en microburbujas magnéticas por el método
de doble emulsion.

Caracterizar los sistemas generados determinando su tamafio mediante dispersién
dinamica de luz (DLS), cuantificando la cantidad de nanoparticulas magnéticas
incluidas en su interior mediante espectroscopia atdomica, su morfologia mediante
microscopia electronica de barrido (SEM), asi como su evaluacion como sistemas de
diagndstico en ultrasonido en modo B y como sistema terapéutico mediante la medicién

de adsorcién superficial de farmaco y como sistemas de liberacion.

4. HIPOTESIS DE TRABAJO

Es posible preparar microburbujas poliméricas con una doble capa de acido polilactico y

alcohol polivinilico que contengan inclusiones de magnetita, para llevar a cabo el

acoplamiento de metotrexato en su superficie. Este sistema resultara en un depésito de

farmaco, sensible a estimulos magnéticos, con propiedades de amplificacién ecogénica, y de

tamafo micrométrico; que puedan ser utilizadas como agente de contraste del ultrasonido y

como un sistema de liberacion modificada.
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
5.1. Materiales

Cloruro ferroso tetrahidratado (FeCl2-4H20, pureza >99%), cloruro férrico hexahidratado
(FeCl3-6H20, pureza 299%), acido oleico (pureza 90%), Acido poli-(L)-lactico (PLA), alcohol
polivinilico (PVA) (pureza 299%, Mn 50,000) adquiridos de Sigma (St. Louis, MO, USA);
hidroxido de sodio (NaOH pureza 295%), acetona (pureza 295%) adquirida de Distribuidora
Quimica ALVI (Edo. de México, Méx.); cloruro de metileno (CH2Cl2, pureza 99%) adquirido de
J.T. Baker, agua desionizada obtenida de un equipo Nanopure Diamond (Barnstead®),

metotrexato Laboratorios Pisa (Ciudad de México, Méx.)

5.2.Sintesis de NPMs hidrofébicas
Para la sintesis de NPMs de oOxidos de Hierro se llevdo a cabo una coprecipitacion con
temperatura controlada. Se agregaron FeCl2-4H20 (0.184 g) y FeCl3-6H20 (0.50 g) en agua
(9.3 mL) con una atmodsfera de N2, la mezcla de reaccion fue llevada a una temperatura de

90 °C; al llegar a la temperatura de reaccién se adicioné NaOH 2M (3.7 mL) y acido oleico

(0.4 mL); durante la adicién se form6 un precipitado
negro, que fue aislado mediante decantacién
magnética. El precipitado se lavdé dos veces mediante
sonicacion en acetona para remover el exceso de acido
oleico, y fue secado a temperatura ambiente durante
una noche. Se tomd una muestra de 90.0 mg del
precipitado suspendiéndose en cloruro de metileno (50
mL) formando un stock de NPMs (NPMs-1). La

reaccion que se lleva a cabo es:
Fe?* + 2Fe3* + 80H™ - Fe;0, + 4H,0

Asi mismo, como referencia se sintetizé magnetita
hidrofilica mediante la misma técnica sin adicion de
acido oleico, y realizando lavados en agua desionizada

previa a su secado durante una noche.

Figura 13. Representaciéon de la superficie de las NPM’s hidrofilicas(A) y NPM’s
hidrofébicas(B) considerando los resultados obtenidos por Zhang et al.*’
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5.3.Caracterizacion de NPMs hidrofébicas
5.3.1. Tamafo de particula por TEM
La determinacion se realizd utilizando un equipo JEOL JEM-2010 en una rejilla de cobre

como soporte para las muestras.

5.3.2. Evaluacion de la dispersabilidad

La sintesis de microburbujas magnéticas por el método de doble emulsion requiere de
nanoparticulas magnéticas dispersables en soluciones organicas por ello es necesario
conocer la distribucion que estas tienen en agua y en un disolvente organico no miscible, por
ello se colocd una pequena cantidad de cada muestra en un vial que contuviese agua
desionizada (p=1.0 g/cm?3) y CH2Cl2 (p=1.33 g/cm?3), y se realizoé una inspeccion visual sobre

la fase en que se encuentra dispersa,

5.3.3. Espectroscopia de infrarrojo de nanoparticulas magnéticas

La estructura quimica de las nanoparticulas magnéticas permite elucidar las interacciones
que existen entre la superficie de las nanoparticulas y un recubrimiento, asi como las
interacciones con el medio en que se encuentren dispersas, su determinacion se realizd
utilizando un equipo Espectrofotometro de FTIR / FIR Spectrum 400 de Perkin-Elmer de 4000
a 450 cm™.

5.3.4. Potencial Z

Para conocer la estabilidad de las dispersiones de nanoparticulas magnéticas se llevé a cabo
la determinacion de su potencial Z en agua. La determinacién se realizé utilizando un equipo
Zetasizer Nano Zen 3600 en una celda de vidrio en las muestras de magnetita hidrofilica
dispersada en agua destilada (pH 7.0 £ 0.1) a 25 °C y la muestra de magnetita hidrofébica
dispersada en agua con agitacion manual de la celda entre cada medicion para evitar su
posible deposicion en el fondo de la celda debido a su rapida agregacion en un medio

acuoso.

5.3.5. Difraccién de Rayos X de Polvo

Para determinar la estructura cristalina y llevar a cabo la comparacion con una referencia
biliografica de nanoparticulas de magnetita se llevo a cabo el analisis de difraccion de rayos
X de polvos mediante un difractdmetro de rayos X, modelo D8 ADVANCE DAVINCI en modo
Theta-Theta.
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5.4.Sintesis de sistemas coloidales poliméricos e hibridos

5.4.1. Sintesis de microesferas poliméricas (CB)

La sintesis de microesferas poliméricas con una capa externa de PVA y una capa interna de
PLA se llevé a cabo por medio de un proceso de doble emulsion con deposicidon interfacial
(w/o/w), debido a la buena biocompatibilidad y biodegradabilidad que presentan ambos
materiales. Se prepardé una solucién organica de PLA (0.50 g) en cloruro de metileno
(10.0mL). Para generar las esferas de la primera emulsion se adicion6 agua desionizada (1.0
mL) y Span 80 (0.5 mL) a la solucion organica y fue sonicada (500 Watts, 20% Amplitud,
Frecuencia de 20 kHz) por 5 min. La primera emulsién fue adicionada a una solucion (10.0
mL) de PVA 5% (m/v) que incluia Tween 80 (0.5 mL) y fue mezclada mecanicamente durante

2 horas; para formar una emulsion con esferas de dos capas sin el disolvente organico.?

5.4.2. Sintesis de microburbujas poliméricas (PB)

La sintesis de microburbujas poliméricas con una capa externa de PVA y una capa interna de
PLA se llevé a cabo por medio de un proceso de doble emulsién con deposicion interfacial
(w/olw). Se preparo una solucién organica de PLA (0.50 g) en cloruro de metileno (10.0mL).
Para generar las burbujas de la primera emulsion se adicioné agua desionizada (1.0 mL) y
Span 80 (0.5 mL) a la solucion organica y fue sonicada (500 Watts, 20% Amplitud,
Frecuencia de 20 kHz) con una inyeccion constante de N2 por 5 min. La primera emulsién fue
adicionada a una solucion (10.0 mL) de PVA 5% (m/v) que incluia Tween 80 (0.5 mL) y fue
mezclada mecanicamente durante 2 horas; para formar una emulsiéon con burbujas de dos

capas sin el disolvente organico.?

5.4.3. Sintesis de microburbujas magnéticas (MB)

La sintesis de microburbujas magnéticas con una capa externa de PVA y una capa interna
de PLA se llevo a cabo por medio de un proceso de doble emulsién con deposicion interfacial
(w/o/w). Se prepard una solucidén organica con la solucién NPMs-1 (1.0 mL), y PLA (0.50 g)
en cloruro de metileno (10.0mL). Para generar las burbujas de la primera emulsion se
adicion6 agua desionizada (1.0 mL) y Span 80 (0.5 mL) a la solucién organica y fue sonicada
(500 Watts, 20% Amplitud, Frecuencia de 20 kHz) con una inyeccion constante de N2 por 5
min. Las microburbujas sin NPMs fueron separadas mediante aislamiento magnético. La

primera emulsion fue adicionada a una solucién (10.0 mL) de PVA 5% (m/v) que incluia

54



Tween 80 (0.5 mL) y fue mezclada mecanicamente durante 2 horas; para formar una

emulsion con burbujas de dos capas sin el disolvente organico. 3

5.5. Aislamiento de particulas por tamafo mediante centrifugacién diferencial

Para disminuir la dispersion de tamafos entre las particulas generadas; llevd a cabo el uso
de la centrifugacion diferencial para el aislamiento. Para ello se colocaron las dispersiones en
una centrifugadora Sorvall Primo R, y se llevo a cabo la centrifugacion, una vez separado el
boton de la dispersion se guardaba el sobrenadante y el botén se resuspendidé en un
volumen de 30 mL de solucidon PBS filtrada mediante un filtro millipore® de 0.22 uym. La
fuerza en que se llevd a cabo la separacion se describe en los intervalos de la tabla 7,
considerando el sobrenadante obtenido; sin embargo, en las pruebas posteriores solo fue
utilizada la fracciéon A de la centrifugacion diferencial debido a sus caracteristicas de alta
ecogenicidad y una mayor area superficial en comparacion con las otras fracciones. 76

Tabla 7. Aislamiento de particulas por centrifugacion diferencial.”®

Fraccion Fuerza centrifuga relativa Tiempo (min) Tamaio obtenido (um)
A 30 1 >10
B 70 1 6-10
C 160 1 4-6
D 270 1 3
E 300 10 1-2

5.6. Determinacion de tamano de particula por DLS
Se llevd a cabo la comparacion de los tres sistemas generados, para realizar la medicion fue

utilizado un equipo Mastersizer 3000 con una unidad de dispersion humeda.

5.7.Liofilizacion de los sistemas sintetizados
Para llevar a cabo las siguientes pruebas se elimin el agua de 1 mL de muestra mediante
liofilizacién, utilizando Nz liquido para llevar a cabo la precongelacion, y la respectiva
liofilizacién a -35°C y presion < a 0.035 mbar, por 24 horas conservando las muestras en

atmodsfera de N2 para ser conservadas a 4°C durante el resto de los experimentos.

5.8. Cuantificacion de NPMs en microburbujas
Para determinar la cantidad de magnetita en la capa interna de MB, para llevar a cabo la
cuantificacion de magnetita se llevd a cabo un estudio de espectroscopia atémica, con

atomizacion por ICP-Masas en CH2Clz.
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5.9. Gradiente de densidad
Para determinar si los sistemas obtenidos contaban con una cavidad en su interior se
comparé la densidad de CB, PB y MB se prepararon soluciones de diversas concentraciones
de sacarosa. Para ello se tom6 1 mL de la fraccidn A de la centrifugacion diferencial de cada
uno de los sistemas sintetizados, y fue colocado en 1 mL de cada una de las soluciones de
sacarosa y se evalud su posicion relativa pasada 1 hora. La fraccion elegida permite la
comparacion visual de los tres sistemas, y las concentraciones de sacarosa se eligieron al
analizar un espectro mas amplio de concentraciones, reportando aquellas donde se

observaban mayores diferencias.

5.10. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)
Se realizé la evaluacién térmica de los sistemas para determinar los efectos en la disposicion
estructural de los polimeros debidas al método de sintesis y de la inclusién de magnetita en
la fabricaciéon de microburbujas magnéticas, mediante un estudio de DSC ciclico de 25-60°C,
de 60-25°C y de 25-60°C, el cual fue llevado a cabo en la USAIl en un equipo DSC1 Mettler

Toledo a 2°C/min utilizando PLA y PVA con pureza 299% como referencia.

5.11. Evaluacién de los sistemas terapéuticos in vitro
5.11.1. Adsorcion de farmaco modelo antineoplasico (metotrexato)
Para llevar a cabo la inclusién de farmaco en el sistema teragnostico se realizd la adsorcion
de metotrexato en disolucion de acuosa a temperatura constante. El estudio de adsorcién se
realizé por triplicado colocando una masa aproximada de 5 mg de cada sistema sintetizado
en viales con 10 mL de solucién de metotrexato, a 25°C y con agitacion magnética a 600 rpm

durante 24 horas, con una concentracion de metotrexato en el medio de acuerdo a la tabla 8:

Tabla 8. Concentraciones de metotrexato utilizadas para la evaluaciéon de la adsorcion.

Muestra Concentracion de metotrexato (% m/v)

1 0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

oa b~ WD

0.05

Para evaluar la isoterma descrita en el proceso de adsorcion de metotrexato en los tres

sistemas se realiz6 un seguimiento de la cinética de adsorcion de metotrexato para las
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muestras en una solucién de metotrexato (5% m/v). De los datos obtenidos se determind un
tiempo 6ptimo de 6 horas para realizar la separacion de los sistemas del medio con farmaco,
para llevar a cabo su liofilizacion previa al estudio de desorcidon. Se realizd la cuantificacion
de metotrexato a lo largo del estudio mediante espectroscopia UV a longitud de onda de 307

nm, midiendo la cantidad no adsorbida en el medio.
5.11.2. Liberacion de farmaco modelo antineoplasico (metotrexato)

El estudio de liberacion se realizé por triplicado en solucion PBS con pH 7.4 a 37°C con
agitacion magnética constante, colocando por vial 5 mg de cada sistema en 10 mL de medio.
Para determinar la cantidad de farmaco liberado fueron tomadas muestras de 200 uL durante
36 horas (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90 180, 240, 360, 720, 1440, 1800, y 2160 min) con
reposicién de volumen a cada muestreo, considerando condiciones sink para la solubilidad
de metotrexato de 2600mg/L; finalmente se realizé la cuantificacion de metotrexato mediante
espectroscopia UV a longitud de onda de 307 nm. Los datos obtenidos se analizaron
mediante el macro DDSolver 1.0 para Excel para analizar el modelo de liberaciéon mas
adecuado para los sistemas.”” Para llevar a cabo la seleccion del modelo se considera el
coeficiente de correlacion (R?) mas cercano a 1, la menor suma de cuadrados (SSR), el

mayor criterio de seleccion del modelo (MSC), y el menor criterio de Akaike (AIC).3?
5.12. Evaluacion de los sistemas como sistemas diagnosticos in vitro

Para llevar a cabo la evaluacién de la respuesta ecogénica de los sistemas generados se
utilizé como tejido modelo el fruto de Vitis vinifera, y como medio de propagacién una
dispersion de gelatina al 5%. Se utilizd un sistema ecografico Sonosite Edge ® (Fuijifilm-
SonosSite Inc, Bothell, WA) con un transductor lineal HFL-38X a 13 MHz.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.Sintesis y caracterizacion de NPM’s.

Figura 14. Micrografia TEM de Magnetita Figura 15. Comparacion de NPM’s en
hidrofébica. presencia 0 ausencia de acido oleico en su
sintesis.

Los resultados de la microscopia TEM de la figura 14 muestran la formacién particulas de
16.05 £ 4.05 nm, lo que concuerda con lo esperado por el método de sintesis reportado por
M. Ahmad et. al*® para la obtencién de nanoparticulas por método de coprecipitacion. En la
figura 13 puede observarse como las nanoparticulas formadas muestran sus propiedades
superficiales hidrofobicas, ya que las nanoparticulas muestran preferencia por la fase
organica no miscible con el agua como lo reportado por Zhang et. al*', mientras que las

nanoparticulas hidrofilicas afinidad unicamente por el agua.

Se realizaron estudios de FTIR de acido oleico para verificar y comprender el mecanismo de
adsorcion del acido en la superficie de las nanoparticulas magnéticas hidrofébicas mediante
la comparacion con las nanoparticulas hidrofilicas y el acido oléico utilizado para su sintesis,
los cuales corresponden a la figura 16. El espectro de absorcion del acido oleico muestra dos
sefales agudas en 2922 y 2852 cm-! atribuidas al estiramiento asimétrico y el estiramiento
simétrico de CH2 respectivamente, estas senales también se encuentran en el espectro de
las NPMs en 2919 y 2853 cm™.En el espectro del acido oleico la sefial a 1708 cm™! se
atribuye al estiramiento del doble enlace del grupo carbonilo, junto con dos sefales; una
ancha en 1320-1200 cm™ y otra mas débil en 1440-1390 cm', debido a la torsion y
estiramiento del grupo carboxilo. La torsion de O-H del grupo carboxilo en el plano y fuera

del mismo aparecen a 1461 y 934 cm™" respectivamente. En el espectro de NPMs la seiial
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asimétrica y la sefial simétrica de estiramiento de -CH>- se desplazan a 2919 y 2853 cm™'
respectivamente. Las moléculas de acido oleico se adsorbieron en la superfice del sdlido, por
lo que las sefales caracteristicas se desplazaron a un region de frecuencias menor a la
indicada por la cadena hidrocarbonada.*’ Este fendmeno sugiere la obtencion de una
monocapa en la superficie de las nanoparticulas con un alto empaquetamiento de moléculas
de adsorbato en estado cristalino. Es importante observar que la sefial de estiramiento de C-
O del grupo carboxilo presente a 1708 cm-' en el espectro de acido oléico se encuentra
ausente en el espectro de las NPMs, y aparecen dos sefiales nuevas a 1561 y 1347 cm-! en
su lugar, siendo caracteristicas de la vibraciéon asimétrica (uas -COO") y la vibracién
simétrica(us -COO"). Este resultado se explica debido a que las secuencias de union de los
acidos carboxilicos en la superficie de las nanoparticulas fue una combinacién de moléculas
unidas de manera simétrica y de moléculas que se unieron con angulo a la misma. Se
demuestra una fuerte adsorcién debido a la aparicion de la sefial a 1050 cm-' del

estiramiento C-O por un enlace sencillo.

— Acido oleico
— Magnetita
—— Magnetita hidrofébica

Transmitanca (%)

T T T T T T T T T T T | T I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda (cm™)

Figura 16. Espectro de FTIR para las NPMs de magnetita.
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Tabla 9. Sefales del espectro de FTIR de NPMs.

Material Senal (cm™) Grupo Atribucion de senales
funcional
2922 -CHa- Estiramiento asimétrico de -CHa-
8 2852 -CH2- Estiramiento asimétrico de -CHa-
g 1708 c=0 Estiramiento del carbonilo
o 1461 -COOH Torsién en el plano del dimero del carboxilo
% 1412 C=0 Torsion/estiramiento del carboxilo
< 1283 C=0 Torsion/estiramiento del carboxilo
934 -COOH Torsion fuera del plano del dimero del carboxilo
Magnetita 3385 O-H Estiramiento del enlace O-H
3371 O-H Estiramiento del enlace O-H
2919 -CHa- Estiramiento asimétrico de -CHa-
£ 2853 -CH2- Estiramiento asimétrico de -CHa-
& 1561 -COO Vibracion asimétrica (uas -COO")
1347 -COO- Vibracion simétrica(us -COO")
1019 C-O Estiramiento de enlace sencillo C-O

La tabla 9 resume las sefales obtenidas, demostrando la quimisorcion de acido oléico en la
superficie de magnetita, lo que es conscistente con los resultados obtenidos por medio del
analisis de la dispersabilidad. Estos resultados confirman la obtencion de nanoparticulas
recubiertas por acido oléico, lo cual corresponde a lo reportado por Zhang et al*’, mismos

que proponen la interaccion del acido oleico con magnetita segun el esquema 8:

Esquema 8. Interaccion de quelato bidentado entre el grupo -COO- del acido oleico y los

atomos de Fe.#!

Se llevaron a cabo estudios de potencial zeta de ambos tipos de particulas para determinar
su estabilidad cinética en suspension, mismos que se observan en las figuras 17 y 18. Como
se puede ver en las hidrofilicas el potencial es -25.3 £ 0.503 mV lo que indica la adsorcion de
iones negativos a la capa de Stern a una distancia que permite la rapida agregacion® y en
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las hidrofébicas el potencial es 23.6 = 3.26 mV, lo que indica la adsorcion de iones positivos
a la capa de Stern a una distancia que permite la rapida agregacion.®®
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El analisis de la distribucidn de potencial Z de las particulas muestra que ambos sistemas
tienden a flocular de manera rapida, fendbmeno que concuerda con lo observado
visualmente., adicionalmente al analizar los valores de potencial Z se observa un cambio no
solo en la intensidad del mismo, sino en la carga entre las nanoparticulas hidrofébicas e
hidrofilicas. Este fendmeno puede ser explicado al analizar la estructura de la superficie de
las nanoparticulas. En el caso de las nanoparticulas hidrofilicas, la superficie contiene una
gran cantidad de grupos hidroxilo que atraen cationes a la capa de Stern y a su vez atraen
aniones como contraiones para completar la capa difusa (por lo que se obtiene un signo
negativo), en cambio el recubrimiento con acido oleico disminuye la cantidad de grupos
hidroxilo disponibles, y por asociacion de las cadenas hidrocarbonadas adsorbidas con las
cadenas hidrocarbonadas de acido oleico libre es probable que los grupos carboxilos sean
los que estén al exterior de la capa de Stern, atrayendo cationes como contraiones para
completar la capa difusa.”® Los resultados obtenidos son consistentes con los resultados de
la evaluacion de la dispersabilidad y de IR por lo que se considera se obtuvieron
nanoparticulas de magnétita con acido oleico quimisorbido en superficie, y su dispersidén en

agua queda representada en la figura 19:
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Figura 19. Representacion de la adsorcion de iones en superficie de las nanoparticulas

hidrofilicas (A) y de las particuas hidrofébicas (B).

31

—— Magnetita Hidrofilica
2500 —— Magnetita Hidrofébica

3

2000

1500

1000

Intersiced (Ua)

500

B E e e e E e e e e e B L I m e m e e e e a ey
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

2 Theta (Grados)

Figura 20. Difraccion comparativa de rayos X de polvos en NPMs de magnetita.

Los resultados presentados en los difractogramas de rayos X muestran una mayor sefal a
35.5° asociada al plano (311) y sefiales (220), (311), (400), (422), (511) y (440)
caracteristicas de una celda unitaria ctbica.*’” La sefial en que difieren ambos difractogramas
es una asociada al Na, esto puede ser explicado debido a que mientras que la magnetita
hidrofilica es lavada con agua (un disolvente de los cationes Na*) la magnetita hidrofébica es

lavada con acetona, lo que impide llevar a cabo la eliminaciéon de Na™.
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La comparacion de sintesis en cuanto a la presencia o ausencia de acido oléico muestra una
diferencia en las caracteristicas de dispercidn en solventes polares y no polares, siendo
necesrio el acido oleico para lograr su dispersion en diclorometano para su posterior uso en

la elaboracion de las microburbujas.
6.2.Sintesis y caracterizacion de sistemas coloidales poliméricos e hibridos

Se llevé a cabo la sintesis de microburbujas poliméricas, con y sin nanoparticulas

magnéticas, asi como la sintesis de microesferas poliméricas como referencia.

Figura 21. Micrografia SEM de microburbujas magnéticas antes de su separacion mediante

centrifugacion diferencial.

La figura 22 muestra la distribucion de tamafo de particulas para las microesferas
poliméricas de 9.7 + 0.119 um, para las microburbujas poliméricas de 10.4 + 0.118 uym y para
las microburbujas magnéticas de 11.4 + 0.299 ym para la fraccion A de la centrifugacion

diferencial descrita en el apartado 5.5.

Figura 22. Distribucibn de tamano de particula de Microesferas Poliméricas (A),
Microburbujas Poliméricas (B), y Microburbujas Magnéticas (C) fraccién A.
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Los resultados de la distribucién de tamafo de particula de la figura 22 muestran un aumento
en el tamafo de 0.7 ym cuando se realiza la inyeccion de N2 al comparar las microburbujas
poliméricas con las microesferas poliméricas, asi como un aumento en el tamano de 1 um
cuando se agregan NPMs hidrofobicas, durante la sintesis de la primera emulsion, al
comparar las microburbujas magnéticas y las microburbujas poliméricas. Para explicar este
fendbmeno es necesario considerar a las microburbujas como sistemas liofdbicos, por lo que

su comportamiento puede ser caracterizado como el de los sistemas coloidales.

En un sistema coloidal se define a la tensién interfacial como el trabajo necesario para la
creacion de una unidad de area en la interfase, por lo que el trabajo necesario para
incrementar la superficie del sistema se define como dw=ydA, y el trabajo del sistema para
disminuir la superficie del sistema como dw’= -ydA, es decir, una disminucién en el area (un
dA negativo) corresponde al trabajo realizado por el sistema, y un aumento del area requiere

de trabajo ejercido sobre el sistema cuando se cambia su area (un dA positivo).

Considerando lo anterior la adiciéon de NPMs recubiertas con acido oleico aumenta la tension
interfacial de las burbujas generadas durante la primera emulsién, lo que resulta en un
aumento en el trabajo realizado por las microburbujas magnéticas para la generacion de una
mayor superficie (mayor volumen) debido a las interacciones no covalentes de atraccion que
existen entre el PLA y el acido oleico de las superficie de las NPMs, y las interacciones no
covalentes de repulsion entre el acido oleico de las superficie de las NPMs y la solucion

acuosa de PVA.
De acuerdo a la primera ley de la termodinamica, se define a la energia del sistema como:
dE = dq — dw Ecuacion 9

En donde dw es el trabajo realizado por el sistema y dq el calor absorbido por el sistema. El
trabajo realizado por el sistema puede ser dividido en aquel relacionado a cambios en

términos de presidn-volumen y los independientes de los mismos como:
dw = dwyy + dWing py = AV + dWing pv Ecuacién 10
La segunda ley de la termodinamica establece que para procesos reversibles

dqrey, = TdS Ecuacién 11
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Y sustituyendo la ecuacion 10 y la 11 en la ecuacién 9 se obtiene que:

dE,e, = TdS —pdV — dwina,y  Ecuacion 12
Y considerando la definicién de la energia libre de Gibbs como:

G=H-TS=E+pV-TS Ecuacion 13
Y su forma diferencial como:

dG = dE +pdV +Vdp — TdS — SdT Ecuacion 14
Sustituyendo la ecuacion 12 en la ecuacion 14 se tiene que:
AGrey = TdS — pdV — dWing py + pdV + Vdp —TdS — SdT ~ Ecuacion 15
Por lo que para un proceso reversible a temperatura y presién constantes:
dG = —dWing py Ecuacioén 16

Considerando que el proceso de aumento de area es independiente de la relacion presion
volumen entonces se considera que -dwing pv corresponde al trabajo realizado por dw’ es

decir:
dG =ydA  Ecuacion 17

El crecimiento de los sistemas coloidales debido a la inyeccion de N2 puede ser descrito
mediante el modelo de Laplace, considerando que al observar la micrografia electronica
figura 18 se establece que las particulas son esféricas responden al modelo de Laplace para

una superficie curva con un solo radio:

El modelo de Laplace considera una esfera con una superficie interfacial delimitada por el
plano ABCD con un area delimitada por dos arcos (x, y) y radios de curvatura R1 y Rz, que
aumenta de tamano hasta el plano A'B’C’D’, aumentando su radio de manera infinitesimal dz
hasta alcanzar incrementando la longitud de los arcos a x + dx y y + dy (Incrementando el
area). El trabajo requerido para que se lleve a cabo este proceso es debido a la diferencia de
presidn Ap a lo largo del area. El incremento del area esta dado por:
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dA = (x +dx)(y + dy) — xy = xdy + ydx + dxdy = xdy + ydx Ecuacion 18
Y la energia libre asociada al incremento del area esta dado por ydA:

dG = y(xdy + ydx) Ecuacién 19

Esquema 9. Representacion del aumento de tamano de una esfera por aumento de la

presion.’

El trabajo ocasionado por la relacion presion-volumen es responsable de la expansién de la
superficie y donde de manera ordinaria el trabajo es igual a ApdV, donde dV es el cambio en

el volumen por una fuerza motriz:
dw = ApdV = Apxydz Ecuacioén 20

Al considerar que AG=dw, se igualan las ecuaciones 19 y 20 se obtiene que:
y(xdy + ydx) = Apxydz Ecuacion 21

Considerando la longitud de los arcos x y (x + Ax) con el angulo a se tiene que x = R1T*ay (x
+ Ax) = (R1 + dz) a por trigonometria se obtienen las siguientes proporciones:
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x+dx _ x

==  Ecuacion 22
R1+dZ R1
Y:
+d .y
YT — 2 Ecuacion 23
R2+dZ RZ
Lo que se simplifica como:
d 1 .y
=== Ecuacion 24
xdz R4

Sustituyendo las ecuaciones 23 y 24 en la ecuacion 21 se obtiene la ecuacion de Laplace:

Ap = y(l + 1) Ecuacion 25

Ry ' Ry
Y para una particula esférica R1 = R2 = Rs por lo que

2 .y
Ap = R—y Ecuacion 26
N
Considerando la inyeccién de aire como un aumento en la diferencia de presién (por la
relacion presion-volumen) y la incorporacion de nanoparticulas magnéticas hidrofébicas
(recubiertas por acidos grasos de cadena larga que poseen una gran tension interfacial con
el agua) entonces el trabajo realizado al expandir la superficie no miscible se demuestra en

las ecuaciones 20 y 26.74

Los resultados de distribucién de tamafio de particula por los métodos de microscopia
electronica y DLS muestran la obtencion de poblaciones de los sistemas de tamafio variable
segun la fraccién tomada una vez realizada la centrifugacion diferencial. Estos resultados son
consistentes con la premisa de de Feshitan et al’®. que describen a las microburbujas
magnéticas como capsulas llenas de gas (N2), donde la fuerza de flotacion debida a la
diferencia de densidad ajusta el balance de fuerzas de tal modo que al aumentar el volumen
de las esferas poliméricas por introduccion de N2 (un fluido de menor densidad) la fuerza de
flotacion produce que las microburbujas de menor tamano (2 um) requieran menor fuerza de

centrifugacion en comparacién con las de mayor tamano (10 pm).
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Segun lo reportado por la USAIl mediante el analisis de espectroscopia atémica se encontrd
una concentracién de 69.92 ug de Fe por mg de MB. Considerando la composicion de

magnetita como: Fe3O4 se determind lo siguiente:

69.92 ng de Fe( 1 ymol de Fe ) (1 umol de Fe304> (231.54 ng de Fe304) _ ug de Fe;0,

1mg de MB \55.845 pg de Fe 3 umol de Fe 1 ymol de Fe;0,

Tabla 10. Gradiente de densidad para los sistemas generados.”® Donde las flechas

representan su posicion relativa a lo largo del tubo.

Concentracion|  Densidad Microesferas Microburbujas | Microburbujas
de sacarosa absoluta poliméricas oliméricas (PB) | magnéticas (MB)
(% miv) (g/dm3) (CB) P ?
0 1.00000 l ! !
3 1.01173 ! ! !
3.2 1.01252 ! ! !
3.4 1.01331 l ! !
3.6 1.01410 ! I !
3.8 1.01490 l 1 !
4 1.01569 | ) !
5 1.01968 ! 1 !
6 1.02369 ) ) T
7 1.02773 ) 1 )

Distribucién en el medio: |Sedimentacién, 1 Cremacion y | Distribucion a lo largo del medio.

Al considerar el modelo de la microburbuja magnética y las variaciones del método de
sintesis de los sistemas, la ausencia de inyeccion de N2 durante la sintesis produce esferas
sin cavidades que demuestran ser mas densas que un sistema relativamente hueco, como
las microburbujas poliméricas y microburbujas magnéticas. Sin embargo, la presencia de
magnetita en la capa interna de las microburbujas magnéticas provee de masa que aumenta

la densidad del sistema en comparacion con las microburbujas poliméricas.

Para determinar los efectos del proceso de sintesis de microburbujas sobre la disposiciéon
estructural de los polimeros en la cubierta de la microburbuja se llevd a cabo la
determinacién de los termogramas de los tres sistemas generados, asi como de los
termogramas de PLA y PVA como referencias. Los resultados obtenidos se presentan en la
figura 21:
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Figura 23. DSC de los sistemas generados.

En la figura 23 se muestran los DSC de los diferentes sistemas elaborados, asi como los
correspondientes a los polimeros, PLA y PVA, en un estudio de dos ciclos con la finalidad de
eliminar la historia térmica del material y que realmente la transicion medida sea
independiente de la metodologia usada. Es sabido que, la mayoria de los estudios por DSC,
en los polimeros amorfos, se refieren a la determinacion de la transicion vitrea. El fendmeno

de la transicion vitrea es un proceso de no equilibrio y tiene un caracter cinético. Este hecho
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se manifiesta en las medidas de DSC, donde la Tg que se obtiene depende de la historia
térmica de la muestra, particularmente de la velocidad de enfriamiento que es la que
determina el estado inicial vitreo del polimero que se va a estudiar, asi como la de la
posterior velocidad de calentamiento del aparato durante la obtencion del termograma. Por
ello, se realiza el experimento con dos corridas iniciales, una de calentamiento y otra de
enfriamiento en condiciones iguales para cada sistema y asi asegurar borrar la memoria

térmica.

En los termogramas correspondientes a las microburbujas y microesferas se observa la
misma transiciéon que el PLA solo, lo que indica que no hay cambios significativos en su
estructura durante el proceso. Parece que disminuye la Tg con las partes, lo que indicaria
que aumenta la flexibilidad de las cadenas poliméricas, por el contrario, si aumenta la Tg
hablaria de una disminucion en la flexibilidad de las cadenas. Como es un efecto neto, es
probable que debido a la baja cantidad de magnetita incluida no se vea un cambio

significativo.
6.3.Evaluacién de los sistemas como sistemas terapéuticos in vitro

Para llevar a cabo la evaluacion como sistemas terapéuticos se llevo a cabo la adsorcidon de
metotrexato a temperatura constante, utilizando soluciones acuosas de distintas
concentraciones para cuantificar su deposicion en el sistema mediante los modelos
matematicos de isotermas, asi como su desorcidn en solucion PBS pH 7.4 a 37°C simulando
condiciones fisiologicas para cuantificar la cuantificar la liberaciéon de farmaco mediante los
modelos matematicos de liberacion. Para llevar a cabo la cuantificacion de farmaco
adsorbido o liberado del sistema se realizé una curva de calibracién mediante espectroscopia
UV-Visible, donde se determind un pico maximo de absorcién a 307 nm, ademas de llevar a
cabo una evaluacion de la estabilidad del espectro de absorcion UV-Visible durante la
adsorcion de metotrexato durante 24 horas.
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Figura 24. Curva de calibracion de Figura 25. Evaluacion de la estabilidad del
metotrexato mediante espectroscopia UV. espectro de absorcion UV-Visible durante

la adsorcidon de metotrexato.
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Figura 26. Cinética de adsorcion de metrotrexato por cada 5 mg de sistemas.

La cinética de adsorcion del metotrexato muestra una similitud en la rapidez con que se da
este fendmeno entre los tres sistemas, pero existe una diferencia significativa en la cantidad
de farmaco adsorbida con el paso del tiempo. De considerar las distribuciones de tamano de
particula existe una clara tendencia de los sistemas a adsorber mas farmaco conforme
aumenta el tamafio. Esto puede ser explicado mediante los modelos cinéticos de adsorcion,
ya que existe un aumento en el numero de sitios que pueden ser ocupados por el

metotrexato como adsorbato.
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Para llevar a cabo el analisis de la cantidad adsorbida de metotrexato se requiere la

evaluacion y comparacion estadistica de diversos modelos. Los modelos seleccionados

fueron:

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

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

2. El adsorbato se adsorbe en un estado inmovil.

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

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

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

La ecuacion que describe este modelo es:

__ qs*bxx
T 1+bsx

Ecuacion 18

Donde y representa la cantidad de adsorbato adsorbido (mg/g), gs la maxima cantidad de
adsorbato en la monocapa (mg/g), b la constante de la isoterma de Langmuir (L/mg) y x la
concentracion de adsorbato al equilibrio (mg/L)."

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

materiales sin superficie homogénea:

_ Nx(K™)x(x™)
T+ (KR™)x(x™)

Ecuacion 19
En donde y representa la cantidad de adsorbato adsorbido (mg/g), N el nimero de sitios
de union disponibles por gramo de adsorbente, K es la contante de afinidad (L/mg), m el
indice de heterogenicidad y x la concentracion de adsorbato al equilibrio (mg/L).8°
Modelo de Jovanovic-Freundlich: Al igual que el modelo de Langmuir-Freundlich
considera que existen interacciones adsorbato-adsorbato en superficies heterogéneas,
pero ademas considera las interacciones laterales de las moléculas de adsorbato por lo
que se representa como:

y = N* (1= (eCK*™)) Ecuacion 20
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En donde y representa la cantidad de adsorbato adsorbido (mg/g), N el nimero de sitios
de unién disponibles por gramo de adsorbente, K es la contante de afinidad (L/mg), m el

indice de heterogenicidad y x la concentracion de adsorbato al equilibrio (mg/L).8"

Los modelos evaluados para los sistemas coloidales poliméricos e hibridos sintetizados se

presentan en la figura 27:

Figura 27. Modelos de adsorcion de metotrexato.

Para caracterizar la capacidad de adsorcion de metotrexato en los sistemas generados se
llevé a cabo la seleccion del mejor modelo se considerd un coeficiente de correlacion (Rsqr)

mas cercano a 1 y con la menor chi cuadrada (Chi-Sqr), para ello la tabla 11 resume los
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parametros estadisticos calculados para los modelos de adsorcion evaluados en los sistemas

coloidales poliméricos e hibridos sintetizados, asi como las constantes asignadas a cada

modelo de adsorcion.

Tabla 11. Parametros estadisticos de los modelos de adsorcion de metotrexato en los

sistemas generados.

Microesferas poliméricas (CB)

Modelo Constantes determinadas Parametros estadisticos
Langmuir Qs b Rsqr Chi-Sqr
17.7109 1.6926 0.9103 0.9646
Langmuir Freundlich N K m Rsqr Chi-Sqar
139 0.0502 0.7480 0.8587 1.5191
Jovanovic Freundlich N Kk m Rsqr Chi-Sqr
114858 1.1946 x 10.4 | 0.7196 0.8562 1.5466

Microburbujas poliméricas (PB)

Modelo Constantes determinadas Parametros estadisticos
Langmuir Qs b Rsqr Chi-Sqr
16.71 1.7097 0.8993 1.0105
Langmuir Freundlich N Kk m Rsqr Chi-Sqr
70.1623 0.1426 0.7825 0.8389 1.6167
Jovanovic Freundlich N K m Rsqr Chi-Sqar
1094.18 0.0120 0.7262 0.8320 1.6852

Microburbujas magnéticas (MB)

Modelo Constantes determinadas Parametros estadisticos
Langmuir Qs b Rsqr Chi-Sqar
17.4550 1.7674 0.9436 0.5839
Langmuir Freundlich N Kk m Rsqr Chi-Sqr
681.6987 0.0040 0.7052 0.9074 0.9579
Jovanovic Freundlich N Kk m Rsqr Chi-Sqr
115195.17 | 1.1822 x 10-4 | 0.6999 0.9071 0.9616

Los resultados muestran una mayor correlacion con el modelo de Langmuir, probablemente

por la generacion de particulas con superficie relativamente homogénea y por el uso de

concentraciones lo suficientemente bajas como para que solo se pudiese formar una

monocapa de adsorcion, como se observa en la micrografia SEM de la figura 21, por lo que

no se llega a ver condiciones de saturacion de la monocapa.
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Figura 28. Modelos cinéticos de liberacion promedio de CB.
Tabla 12. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberacién de CB.
Microesferas poliméricas
Modelo Cinéticade | Cinética de Korsmeyer | Hopfenberg | Peppas Baker-
Orden cero | primer orden -Peppas -Sahlin Lonsdale
Parametros Ko K1 k1, n (¥} k1, Kz KsL
Rsqr -0.8814 0.7082 0.9509 0.7082 0.9404 0.3675
MSC -1.7619 0.5672 2.1802 0.4241 2.5698 -0.2344
AlIC 144.37 111.76 89.18 113.77 93.25 122.99
SS 26270.77 2603.04 442 .4 2603.71 595.16 5807.88
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Figura 29. Modelos cinéticos de liberacién promedio de PB.

Tabla 13. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberacion de PB.

Microburbujas poliméricas

Modelo Cinética de Cinética de Korsmeyer | Hopfenberg | Peppas Baker-
Orden cero | primer orden -Peppas -Sahlin Lonsdale
Parametros ko k1 k1, n kHB k1, Kz k|3|_
Rsqr 0.5775 0.8569 0.9506 0.8568 0.8201 0.9449
MSC 0.5939 1.6603 2.5979 1.5171 0.8709 0.9449
AlIC 120.91 105.98 92.85 107.99 107.51 92.29
SS 4990.80 1682.37 582.14 1682.89 1627.77 646.70
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Figura 30. Modelos de liberacién promedio de MB.

Tabla 14. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberaciéon de MB.

Microburbujas magnéticas

Modelo Cinéticade | Cinética de Korsmeyer | Hopfenberg | Peppas Baker-
Orden cero | primer orden -Peppas -Sahlin Lonsdale
Parametros Ko K1 ki, n Khs ki, Ko KsL
Rsqr -0.5929 0.8465 0.9516 0.8465 0.9500 0.8012
MSC -0.9324 1.4090 2.4249 1.2657 2.4003 1.1517
AIC 139.85 107.07 92.85 109.08 93.19 110.67
SS 18896.06 1820.19 573.47 1820.88 592.51 2358.67
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Tabla 15. Modelos de liberacion que muestran mejor ajuste en los sistemas evaluados.

Microesferas polimérica (CB)

Modelo Ecuacion Constantes determinadas | Desviacion estandar
Korsmeyer-Peppas Mt/ M- = at” kKP n Kkp n
3.862 0.418 0.904 7.168
Peppas-Sahlin Mt / Mo = kit" + kat" K1 k2 K1 k2
2.650 -0.014 0.398 0.009

Microburbuj

as polimérica (PB)

Modelo Ecuacion Constantes determinadas | Desviacion estandar
Korsmeyer-Peppas Mt/ M-~ = at" kKP n Kkp n
26.712 0.169 0.006
Peppas-Sahlin Mt / Me = kat" + Kat" k1 k2 K1 k2
6.309 -0.097 0.478 0.009

Microburbujas magnética (MB)

Modelo Ecuacion Constantes determinadas | Desviacion estandar
Korsmeyer-Peppas Mt/ M- = at" kKP n Kkp n
16.186 0.242 0.441 0.003
Peppas-Sahlin Mt/ Me = k1t" + Kot" K1 k2 K1 k2
5.447 -0.075 0.700 0.001

Estos modelos muestran que el mecanismo de liberacion dependiente, en mayor medida, de
la difusion del metotrexato desde cada uno de los sistemas como en lo reportado en la Tabla
5, estos resultados son consistentes con lo esperado al considerar el método de sintesis de
los sistemas vy la incorporacion de metotrexato unicamente por efecto de la relajacion de las
cadenas poliméricas de la cubierta de PVA y la adsorcion que se diese en superficie. A pesar
de que el modelo de Korsmeyer-Peppas muestra un mejor ajuste estadistico a los datos
obtenidos, los resultados de las tablas 12, 13 , y14 muestran valores de correlacién altos
para el modelo de Peppas-Sahlin; al considerar que el PVA es un polimero liofilico en
soluciones acuosas se espera que exista una relajaciéon de las cadenas de polimero al
llevarse a cabo la adsorcion y la liberacion de farmaco; es decir, de haber relajacion durante
la carga de farmaco éste entraria a una mayor profundidad en la capa de la particula mismo
que seria liberado una vez el sistema fuese puesto en agua y se llevaria a cabo un proceso
de hidratacion similar al inicio del hinchamiento, por lo que el modelo de Peppas-Sahlin

resulta adecuado en su descripcion.

6.4.Evaluacion de los sistemas como sistemas terapéuticos in vitro
Para demostrar el posible uso de los sistemas sintetizados como agentes de contraste para

ultrasonografia se llevaron a cabo los estudios mencionados en la seccion 5.13.
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La imagen 29 muestra corresponde a los ultrasonidos de los distintos sistemas:

Figura 31. Evaluacioén de los sistemas como sistema diagndstico.

(A) Ultrasonido del medio de dispersién control (MGS:8.084).

(B) Ultrasonido del medio de dispersién con microburbujas poliméricas (MGS:16.330).

(C) Ultrasonido del medio de dispersion con microburbujas magnéticas (MGS:15.211)

(D) Ultrasonido del espécimen de Vitis vinifera control (MGS:9.194).

(E) Ultrasonido del espécimen de Vitis vinifera con solucion PBS agitada (MGS:14.882).

(F) Ultrasonido del espécimen de Vitis vinifera con dispersion de NPMs (MGS:8.760).

(G) Ultrasonido del espécimen de Vitis vinifera con microesferas poliméricas (MGS:10.906).
(H) Ultrasonido del espécimen de Vitis vinifera con microburbujas poliméricas (MGS:16.950).

(I) Ultrasonido del espécimen de Vitis vinifera con microburbujas magnéticas (MGS:29.913).
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Por medio de la escala media de grises (MGS) se relaciona el contraste en la imagen
obtenida en el estudio con la respuesta ecogénica producida por las microburbujas al ser
expuestas a ondas ultrasénicas; se observa un aumento de la ecogenicidad en el sistema
debido a la introduccién de solucién PBS previamente agitada, el cual es consistente con los
hallazgos que llevaron al descubrimiento de las microburbujas como medio de contraste, y
una disminucion de la respuesta ecogénica debido a la presencia de nanoparticulas
magnéticas consistente con los hallazgos de Yang et al.?

Las microesferas poliméricas aumentan la respuesta ecogénica en menor medida que los
otros dos sistemas debido a que se trata de una fase sodlida continua, donde la unica
interfase en que se ven reflejadas las ondas ultrasénicas es la interfase esfera-medio; para
las microburbujas poliméricas y las microburbujas magnéticas se observa un aumento en el
contraste no solo debido a la generacion de la interfase esfera-medio, sino a la interfase
entre la coraza polimérica flexible la cual oscila a bajas energias ultrasénicas y de manera
armonica, asi como el gas, que permite una mayor propagacion de las ondas aumentando la

fuerza de la sefial.??

7. CONCLUSIONES

1.- Se obtuvieron nanoparticulas de magnetita con un recubrimiento de acido oléico
quimisorbido en superficie, capaces de ser dispersadas en CH2Clz, para su inclusion en la
capa interna de microburbujas magnéticas sintetizadas por el método de doble emulsion.

3.- El tamano y potencial zeta de las particulas de magnetita recubierta con acido oléico
fueron de 16.05 £ 4.05 nm y de 23.6 + 3.26 mV respectivamente.

4.- Se obtuvieron microburbujas poliméricas esféricas con tamafo de 11.4 + 0.299 pm, con
inclusiones de magnetita hidrofébica (96.63 de ug de magnetita hidrofébica por mg de
microburbujas) dispersa en la capa interna del recubrimiento polimérico, mediante el método
de sintesis de doble emulsidon y después de la separacion mediante centrifugacion
diferencial.

5.- Se obtuvo un sistema teragnéstico basado en microburbujas magnéticas mediante el
acoplamiento de metotrexato por medio de la adsorcién superficial de farmaco en
condiciones de temperatura constante.

5.- Se demostré el posible uso de microburbujas poliméricas con inclusion de magnetita
como sistema de diagndstico para su uso en ultrasonido, y como posible sistema de

liberacion modificada de metotrexato.
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8. PERSPECTIVAS

A pesar de que las microburbujas magnéticas demostraron su eficiencia como sistemas

teragndsticos en los modelos in vitro es necesario llevar a cabo su evaluacidn en sistemas in

vivo que permitan determinar los datos posologicos, asi como la farmacocinética de los

sistemas dispersos en el torrente sanguineo.

Ademas es necesario llevar a cabo una evaluacion de los sistemas generados mediante la

misma técnica de sintesis utilizando materiales de menor costo, para permitir la produccion

de sistemas que se encuentren asequibles lo que permitira obtener los sistemas tecnoldgicos

necesarios para permitir un mayor alcance poblacional, disminuyendo la mortalidad del

cancer en poblaciones de bajos recursos.
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