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Introduccion

Fue en 1959 cuando se habl6 por primera vez de |os conceptos de nanocienciay
nanotecnologia por Richard Feyman, premio Nobel de Fisica en 1965, en una
conferencia celebrada en € Instituto de Tecnologia de California (CaTech), con su
juego de palabras “ There is a plenty of room at the bottom”. Propuso la idea de fabricar
productos a partir de un reordenamiento de los &omos y de las moléculas, haciendo
posibles nuevos materiales mas duros, resistentes y rapidos (Feyman, 1960; Riehemann
y cols, 2009). Sin embargo, no fue hasta 30 afios después, cuando cientificos del
laboratorio de IBM de Zirich, Heinrich Rohrer y Gerd Binnig, idearon un microscopio
de efecto tunel, Scanning Tunneling Microscope (STM) o0 microscopio ciego, que

permitiria visualizar superficies a escala del &omo.

El término de nanotecnologia se referia inicialmente a una escala nanométrica
aplicada a materiales, considerando que un nano alude a algo de muy pequefio tamario.
Un nandmetro es una milésima de una millonésima de metro, es decir, una
milmillonésima de metro. En un nandmetro caben entre tres y cinco &omos (Rodgers,
2010). Aungue en € universo hay cosas méas peguefias que los &omos, se trata ya de

particul as que no se pueden manipular con los instrumentos actual mente disponibles.

Muchos de los organismos y procesos del cuerpo humano funcionan a una escala
nano, siendo vitales para la vida. En esta reduccion minima del tamafio que se alcanza
con la nanotecnologia, la principal consecuencia es que se eleva el nimero de atomos
gue estan en la superficie del material, aumentando la reactividad quimica de éste;
ademas, desde el punto de vista de la mecénica cuantica, se sabe que estas particulas tan
pequefias pasan a comportarse como ondas. La nanociencia aude a una realidad tan
amplia como la nanotecnologia, incluyendo areas tales como la biologia, la quimica, la
fisica, lamedicina, laingenieria o las ciencias sociaes (Silva, 2004; Sahoo y cols, 2007,
Alexisy cols, 2008).

Hoy en dia, se han sugerido cuatro criterios que son esenciales para una

definicion de nanotecnologia (Mieley cols, 2009):

1. el tamafio nano de los dispositivos
2. € carécter artificia

3. las propiedades conectadas con |as dimensiones nanoscopicas


http://es.wikipedia.org/wiki/Instituto_de_Tecnolog%C3%ADa_de_California�
http://es.wikipedia.org/wiki/Heinrich_Rohrer�
http://es.wikipedia.org/wiki/Gerd_Binnig�
http://es.wikipedia.org/wiki/Microscopio�
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Microscopio_ciego&action=edit&redlink=1�
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo�

Introduccion

4. la habilidad para un apropiado modelo matemético que predice especificamente

Su comportamiento

Existen basicamente cinco campos en los que se centra principalmente la
nanotecnologia (Rodgers, 2010):

- desarrollo de nuevos materiales. mas fuertes, resistentesy ligeros

- tecnologia de informacion/comunicacién: procesamiento de datos, en medicina:
diagnostico y tratamiento de enfermedades

- energia con €l fin de ahorrar

- aimentacion: riesgos que podria producir este tipo de tecnologia en la salud

Por tanto, se podria definir la nanotecnologia como €l estudio, disefio, creacion,
sintesis, manipulacién y aplicacion de materiales, aparatos y sistemas funcionales a
través del control de la materia a nanoescala, y la explotacién de fendmenos y

propiedades de la materia en términos nanométricos.

Hace una década comenzo el despegue de este nuevo campo, y hoy existen miles
de productos generados por |a nanotecnologia aplicados a campos tan diversos como la
medicina, la agricultura, la industria aeroespacial o las telecomunicaciones. Su impacto
en la vida aln parece una historia de ciencia ficcién para muchos. farmacos que
funcionan a nivel atémico, microchips que diagnostican enfermedades, generacion de
fuentes de energia inagotable o combate de plagas; son solo algunos de |os campos con

un potencial revolucionario.

El término de nanomedicina se ha propuesto recientemente por diversas
organizaciones del dmbito de la salud, el Naciona Institute of Health de Estados
Unidos, refiriendose a las aplicaciones de la nanotecnologia en el tratamiento,

diagndstico, monitorizacion y control de los sistemas biol 6gicos.

La nanotecnologia ha permitido la posibilidad de disponer de una medicina méas
predictiva, preventiva y especifica, y en definitiva, de ofrecer a cada paciente el
tratamiento méas adecuado en la dosis justa. A nivel mundial, Estados Unidos es € pais
gue ha apostado mas por la nanotecnologia, €levandose en los Ultimos afios no solo €l

nimero de articulos cientificos e investigaciones que se llevan a cabo en este campo,
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sino también e nimero de patentes relacionadas con nanofarmacos (Ferrari, 2010).

Existen tres grupos en |los cuales se engloban |os nanof armacos:

La primera generacion agrupa sobre todas las formulaciones liposomales. En
este grupo no existen organos dianas. Los primeros en comerciaizarse fueron
formulaciones de liposomas, como Caelix®, clorhidrato de doxorubicina encapsulado
en liposomas con metoxipolietilenglicol (MPEG), utilizado para € tratamiento del
céncer de ovario y de mama. En la clinica estan teniendo mucho éxito y se estima que
este mercado supone unos 5 billones de délares.

La segunda generacion de nanofarmacos, incluyen dianas moleculares. El
objetivo es liberar altas concentraciones de farmaco en los tejidos patol 6gicos con €l fin
de aumentar su efecto en el tumor y también reducir su posible toxicidad (Mieley cols,
2009). De hecho, hay miles de nanoparticulas “inteligentes’, con capacidad de
reconocimiento molecular de células cancerigenas que estdn en distintas fases de
investigacion y desarrollo, y que se iran incorporando a la practica clinica en los

proximos anos.

Latercera generacion de nanofarmacos se encuentra en desarrollo. Consiste en
multiples particulas (y no de una sola) que trabagjaran y actuardn en equipo, por lo que

sus capacidades funcionales serian enormes (Tasciotti y cols, 2008).

|. El cancer

En cuanto al tratamiento del cancer, resulta que es un buen modelo para utilizar
la nanotecnologia, es incluso unade las principales areas de investigacion y aplicacion

de lamedicinaindividualizada, que se ha mencionado anteriormente.

Un Unico marcador sanguineo no puede informar por si solo sobre la existencia
de un cancer en un individuo concreto; sino que se requieren muchos de ellos para
poder ofrecer un diagnostico exacto y certero, ya que el cancer es una enfermedad en la
que se sobreexpresan y/o infraexpresan determinadas moléculas, de manera que es

preciso evaluar cientos de miles de proteinas en el cuerpo humano para determinar, con



Introduccion

fiabilidad, la presencia 0 no de un tumor. La deteccion precoz del cancer, a nivel

molecular, es uno de |os objetivos de la nanotecnol ogia en medicina (Ferrari, 2010).

En las mujeres occidentales, el cancer de mama es e tumor mas frecuente
estimandose que en los paises de la Unién Europea, la probabilidad de desarrollar un
cancer de mama antes de los 75 afos es del 8 %. Los programas de deteccidn precoz
junto con los avances diagnosticos y terapéuticos se han traducido en un incremento de
la supervivencia. En general, la mortalidad por cancer de mama ha disminuido en todo
el mundo desarrollado. En Espafia, la mortalidad por cancer de mama comienza a
descender desde el afio 1992 a un ritmo del 2 % anual.

El cancer de mama muestra una gran influencia hormonal. Muchos de los
factores de riesgo establecidos como menarquia temprana, menopausia tardia,
nuliparidad, edad tardia del primer parto y obesidad en mujeres posmenopausicas,
suponen una mayor exposicion de la glandula mamaria a los estrégenos circul antes. Por
otra parte la terapia hormonal posmenopausica incrementa ligeramente e riesgo. Otras
exposiciones de riesgo investigadas en la literatura incluyen el sedentarismo, la
exposicion precoz a altas dosis de radiaciones ionizantes, el consumo de acohol, los
anticonceptivos orales, el alto consumo de grasa, e menor consumo de folatos, la
exposicion a plaguicidas organoclorados, el tabaco y los campos electromagnéticos de
muy baja frecuencia. La distribucion de estos factores en relaciéon a nivel
socioeconomico podria explicar la mayor incidencia observada en las mujeres de clase
socid més elevada. Determinadas profesiones como profesoras, farmacéuticas,
trabajadoras sanitarias, empleadas de la industria quimica, trabajadoras de telefonia y
radio, y pelugueras, muestran también una incidencia mayor, aunque es dificil deslindar
la influencia de factores especificamente ocupacionaes. Los antecedentes familiares
suponen un considerable aumento del riesgo. Las mujeres con alteraciones en alguno de
los dos principal es genes de susceptibilidad, BRCA1y BRCA2, tienen una probabilidad

entre 60 % y 80 % de desarrollar cancer de mamaalo largo de lavida.

Hoy en dia, el cancer es uno de los mayores retos, y por €llo la nanotecnologia
se va integrando en € campo del tratamiento del cancer con las blsguedas de nuevos
sistemas de liberacion de escala nanomeétrica como liposomas, micelas o0 nanoparticulas
(NPs). La eficacia de estos sistemas viene determinada por su pequefio tamario,

reduccion de la toxicidad del propio farmaco, liberacion controlada del férmaco,
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modificacion de la farmacocinética y biodistribucion del farmaco (Suri y cols, 2007).
Por tanto, €l uso de micro/nanoesferas de polimeros biodegradables para la liberacion
controlada de farmacos antineoplasicos ha generado un gran interés en el mundo de la
oncologia teniendo como ventaja aumentar |0s efectos terapéuticos y reducir |os efectos

adversos sistémicos (Feng y Huang, 2001).

A pesar de los nuevos avances en la liberacién controlada de farmacos
anticancerosos desde sistemas poliméricos, existe un gran inconveniente por parte del
tumor, y es la posibilidad de que éste desarrolle mecanismos de resistencias multiples a
farmacos (MDR). Estos mecanismos se manifiestan como alteraciones enzimaticas
especificas, regulacion de la apoptosis 0 mecanismos de transporte como la
Glicoproteina-P. La glicoproteina-P es una proteina de membrana, producto del gen
MDR-1, que actiia como bomba expul sora de diversos farmacos, se encarga de liberar a
la célula de sustancias toxicas. Se ha demostrado que actla como una bomba
dependiente de energia (ATP), que saca € farmaco al exterior de la célula evitando su
acumulacion y su actuacion en € interior de la célula, 1o que conlleva a una pérdida
total de la eficacia del tratamiento. La quimioterapia suele fallar puesto que las células
cancerosas pueden desarrollar una resistencia expresada mediante la glicoproteina-P,
que tiene como funcidn echar e farmaco anticanceroso de la célula. Por tanto seria
interesante identificar novedosos inhibidores de los microtdbulos que pudiesen superar
estas resistencias y mejorar asi 1os perfiles farmacol 6gicos (Cheung y cols, 2009).

Nuevos estudios muestran que las NPs o las microesferas, por su pequefio
tamano pueden transportar el farmaco alas células cancerosas sin activar la accion de la
Glicoproteina-P, y asi superar o disminuir la MDR de algunas células cancerosas
expresado en su fenotipo (Koziaray cols, 2004). Ademés, se ha demostrado que las
NPs pueden reducir el MDR incrementando e contenido de farmaco en las células
cancerosa. En el caso de la encapsulacion de un farmaco como el Paclitaxel (PTX),
podria ayudar a aumentar su eficacia en células que hayan adquirido tal resistencia

(Bilensoy y cols, 2008).
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|.1. Situacion actual del cancer en Espafia

El centro nacional de epidemiologia del Instituto de Salud Carlos Il realizé un
estudio donde se agrupd “La situacion de cancer en Espafia 1975 - 2006”, publicado en
2009 (Domenech y cols, 2009). En €l, se recoge los datos de incidencia, mortalidad y

prevalencia de las muertes por cancer en Espafiay en la Unidn Europea.

.1.1.a. Incidencia

La incidencia o mortalidad observada en una determinada poblacion se calcula
dividiendo e numero de casos producidos en un afio por la poblacion de riesgo

(poblacion amitad de periodo).

A nivel de incidencia, se destaca que en los hombres los tumores méas frecuentes
son:
- cancer de prostata en Albacete, Pais Vasco, Canarias, Cuenca, Gironay Navarra

- cancer de pulmon en Asturias, Granada, Murciay Zaragoza

Estos dos tipos de cancer, ademés del cancer de vejiga constituyen los tres tumores
mas frecuentes en todos |os registros espafioles puesto que suponen entre el 56 % y €
62 % del total.

En cuanto alas mujeres, se registran las tasas de incidencia més altas en Girona,
Granada, Murcia, Navarra y Tarragona; y las mas bgjas en Albacete y Cuenca. La
incidencia de cancer de mama es més elevada en cinco comunidades autonomas:
Girona, Navarra, Tarragona, Pais Vasco y Canarias. En todos |os registros esparioles, €l
cancer de mama es el tumor mas frecuente en mujeres, responsable de mas del 25 % de
los casos de cancer, seguido del cancer de colon y de cuerpo del Gtero.

Respecto alaincidencia de cancer en los paises de nuestro entorno, en hombres:
los tres paises con méas incidencias son (tasa gjustada por cada 100.000 habitantes):
Hungria con 598,80; Bélgica con 543,30; Francia con 527,50. Espafia con unas tasas
austadas inferiores a 416,90 a las del promedio de la UE, ocupa el vigésimo lugar. En
mujeres, los tres paises con mas incidencias son: Dinamarca con 413,60; Hungria con
408,70; Irlanda con 382,20. Esparia, junto con Grecia, presenta las tasas de incidencia

mas bajas con 263,40.
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1.1.1.b. Prevalencia

La prevalencia hace referencia a numero de pacientes con cancer en una
determinada poblacion, independientemente del momento en que fueron diagnosticados.
La prevalencia depende de |a frecuencia de aparicion de la enfermedad (incidencia) y de

laletalidad de la misma (supervivencia).

La fuente sistematizada y homogénea de informacion existente en Europa que
permite la interpretacién de los resultados y la comparaciéon entre paises se llama
EUROCARE (Berrino y cols, 2001).

En cuanto a la supervivencia en Europa a los canceres colorrectal, pulmon,

mama, ovario y préstata (Berrino y cols, 2007):

- dta: enlos paises nérdicos (excepto Dinamarca) y Europa central
- intermedia en el sur de Europa
- baa en el Reino Unido e Irlanda

- muy bajaen Europadel este

En Espafia, en relacion con periodos anteriores, la supervivencia de los canceres
de mama, colorrectal, melanoma, ovario, préstata, testiculo y enfermedad de Hodgkin,

ha aumentado de forma significativa.

.1.1.c. Mortalidad

Segun la edad prevalece en gente joven (1 a 39 afos) la muerte por accidentes
como primera causa de muerte y muerte por cancer como la segunda. En personas de 40
anos y més, la primera causa de muerte es el cancer y la segunda las enfermedades del

corazon.

En Espafia, en €l afio 2006, se registraron 98.000 muertes por cancer, siendo por
tanto 3 de cada 1.000 hombres (61.000) y 2 de cada 1.000 mujeres (37.000). El cancer
de mama fue responsable de casi 6.000 muertes en ese afio que corresponden a 16 %
del tota de muertes por cancer en mujeres. Las tasas de mortalidad por tumores
mamarios se sitlan entre las méas bajas de Europa, y en la década estudiada

disminuyeron a un ritmo de 1,8 % anual. Esta reduccion de las tasas de mortalidad por
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cancer de mama se pone de manifiesto en la mayoria de los paises desarrollados, y se ha
atribuido a la eficacia de los programas de cribado que resultan en una deteccién mas
temprana de los tumores, asi como a las grandes mejoras de los tratamientos (Ferlay y
cols, 2007; Karim-Kos y cols, 2008). En los hombres, los cinco tumores responsables de
mas muertes fueron el cancer de pulmon, el colorrectal, € de préstata, €l de vejigay €

de estdmago.

Estos patrones de mortalidad son parecidos en €l resto de paises europeos. Las
tasas de mortalidad por cancer de pulmdn siguen tres patrones diferentes en funcion de
la region de Europa que estan estrechamente relacionadas con la prevalencia del
consumo de tabaco. En Europa del Este, la mortalidad por cancer de pulmén alcanzé su
punto maximo en los afios 90, mientras que en las regiones de Europa del Norte y del
Oeste se observé una tendencia decreciente desde finales de los afios 70, y en los paises
mediterraneos a partir de los 90 (Karim-Kosy cols, 2008).

Respecto a la mortalidad en algunos paises europeos (Ferlay y cols, 2007): en
hombres, se observa que los tres paises con mas mortalidad por cancer de estdmago,
colorrectal, pulmon y prostata son (tasa ajustada por cada 100.000 habitantes): Hungria
con una tasa de 364,50, Republica Checa con 309,20 y Letonia con 297,30 y e que
menos es Suecia con 173,10. Espafia se encuentra con una tasa de 237,00, siendo €l
cancer de pulmon e mas mortal. En las mujeres, los tres paises europeos con mas
mortalidad en canceres de estdbmago, colorrectal, pulmoén, mamay Utero son: Dinamarca
con una tasa de 196,20; Hungria con 187 y Republica Checa con 172,20. Espafia se

encuentra con unatasa de 106,50.

1. Biomateriales

Se emplea @ término biomateriales para designar aguellos materiales inocuos
para e organismo, y que en algunas circunstancias, son necesarios en e mismo para
llevar a cabo determinadas funciones. Se pueden clasificar en biotolerados, cuando son
tolerados por € huésped; en bioinertes, cuando no desencadenan respuesta local en el

huésped; y bioactivos, aquellos que inducen respuesta deseada en €l huésped.
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En la practica, los biomateriales se utilizan cada vez mas en el campo de la
medicina, por gjemplo, en implantes dentales u 0seos, en la preparacion de dispositivos
de uso médico como marcapasos cardiacos, biosensores 0 matrices para la liberacion

controlada de farmacos.

Atendiendo a su origen, se pueden diferenciar los biomateriales sintéticos o
artificiales (los metales, las ceramicas y los polimeros) y los biomateriales de origen
natural o bioldgico (proteinas. coldgeno o elasting; polisacaridos: quitosano o &cido

hialurénico).

I1.1. Materiales biodegradables

Los materiales biodegradables pueden ser de origen natura o sintético. Sus
aplicaciones mas frecuentes son: suturas y fibras, implantes macroscopicos totalmente

biodegradabl es, dispositivos porososy sistemas de dosificacion controlada.

[1.1.1. Biomateriales de origen natural

En este grupo se encuentra el Catgut, €l colégeno reconstituido, la celulosa, €

quitosano y la quitina.

El Catgut fue durante décadas €l Unico elemento de suturas absorbibles y aln se
utiliza por su relativo coste. Aungque ha sido practicamente sustituido por sistemas
sintéticos de mejores propiedades y tolerancia. El principal sustituyente del Catgut es el
colageno aislado del tejido fibroso de la submucosa intestinal de oveja, o bien del tgido

conjuntivo del intestino de ganado vacuno.

Las fibras de colageno reconstituido se preparan, normamente, a partir de
tendones o pieles de ganado. La materia prima se descompone parcialmente en medio
alcalino y posteriormente se hincha en acido acético. Su resistencia a la hidrélisis
enzimatica in vivo se mejora sensiblemente mediante un recubrimiento con polivinil
alcohol (PVA) e incluso puede mejorarse su resistencia por entrecruzamiento con

glutaraldehido o con hexametilen diisocianato antes del proceso de trenzado.

La celulosa (Tabla 1) constituye e componente principal del agodon,

generalmente utilizado como suturas bioestables. Igualmente, se ha demostrado que la
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oxidacion controlada de la celulosa da lugar a sistemas biodegradables que pueden ser
utilizados como materiales absorbibles (Devi y cols, 1986; Bernkop-Schnirch y Walker
2001).

La quitina (Tabla 1) es un homopolisacérido formado por anillos de N-acetil-D-
glucosamina enlazados mediante uniones B (1—4) glucosidicas. Se presenta en tres
formas polimérficas o, B y vy que difieren en la disposicion de sus cadenas
macromoleculares. La “Quitina o” es la forma més cristalina 'y se encuentra en los
organismos vivos en forma de fibrillas, que pueden sufrir hidrolisis enzimética para dar
N-acetilglucosamina por accién de dos enzimas hidroliticos o hidrolasas: Quitinasa y
Quitobiosa (Roberts, 1992; Muzzarelli, 1999).

El quitosano (Tabla 1) se presenta en animales conjuntamente con la quitina,
siendo e homopolisacarido homologo desacetilado; por lo tanto puede prepararse por
desacetilacion controlada de la quitina en medio alcalino. Es soluble en disolucion écida
pero insoluble apH > 6,5y en la mayoria de los disolventes organicos. Se disuelve con
relativa facilidad en una mezcla de acido acético y urea. Puede procesarse en solucion
concentrada o en forma de gel, para formar fibras biodegradables con buenas

propiedades mecanicas (Domard y Domard, 2001; Kato y cols, 2003).

Tabla 1. Estructuras quimicas de los biomateriales de origen natural o biolégico.

1325

Quitosano Ny poli(D-glucosamina)

carboxi- celulosa

Quitina at poli(N-acetil-D-Glucosamina)
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I1.1.2. Biomateriales sintéticos

Para que un material pueda ser empleado con total seguridad como implante en €
organismo humano tienen que poseer una serie de requisitos asi como sus metabolitos
de degradacion. Por |o tanto:

- no deben de ser mutagenos, carcindgenos, antigénicos, toxicos, ni teratdbgenos
- han de ser esterilizables y biocompatibles con €l tegjido receptor

- provocar siempre la minima reaccion posible y que los productos degradados
sean solubles en e medio fisioldgico

L os biomateriales de origen natural no suelen cumplir ninguno de estos requisitos
gue son imprescindibles para poder ser utilizados en € organismo humano. Por €llo, la
investigacion en este campo esta orientada en la preparacion y desarrollo de sistemas
biodregadables con buenaresistenciay tolerados por el organismo receptor.

Los polimeros sintéticos que cumplen tales caracteristicas suelen ser
biocompatibles y bioestables, pero la condicion de biodegradable reduce la relacion de
polimeros posibles. Los enlaces quimicos potencialmente degradables en e organismo
Vvivo son acetales, esteres, orto-esteres, amidas y enlaces glucosidicos. Entre los
polimeros sintéticos biodegradables destacan el poli (acido lactico), e poli (&cido

glicdlico) y sus copolimeros.

[1.1.2.a. Poli (acido lactico) y poli (acido glicolico)
Se trata de los polimeros biodegradabl es sintéticos de mayor uso.

Poali (acido glicdlico) (PGA) (Figura 1) es un poliéster smple lineal alifatico. Es
altamente cristalino (45-55 %) con un ato punto de fusién (220-225°C), una
temperatura de transicion vitrea de 35-40°C y baja solubilidad en disolventes organicos.
Carece de grupo metilo por lo que le hace mas hidréfilo y es por tanto més susceptible a
la hidrdlisis. Fue utilizado en el desarrollo del primer tipo de sutura sintética totalmente
absorbible creada por American Cyanamid (Frazzay Schmitt 1971). Desde 1970, se han
comerciaizado las suturas de PGA de nombre Dexon™. Debido a la naturaleza
hidréfila del PGA, estas suturas tienden a perder su fuerza mecanica sobre un periodo
de 2 a4 semanas tras laimplantacion (Reed y Gilding, 1981).
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Poali (acido léactico) (PLA) (Figura 1) es de alto peso molecular. Se prepara de
forma similar a la dedd PGA, mediante la sintesis del correspondiente dimero
heterociclico y la posterior apertura del derivado de 1,4-dioxano-2,5-diona. Es por tanto
més hidréfobo que e PGA por tener el grupo metilo en la molécula del &cido léctico. El
ser mas hidrofobo hace que se limite la absorcién de agua de los implantes fabricado
con este materia y reduce la velocidad de hidrélisis en comparacion con el PGA. Se
destaca que e PLA es més soluble en disolventes organicos. Debido a que la molécula
de &cido lactico es quiral, existen dos formas esteroisoméricas que dan lugar a cuatro

polimeros morfol 6gicamente distintos:

- D-PLAy L-PLA son estereoregulares
- DL-PLA esé polimero racémico que se obtiene a partir de lamezcla deD-y L-
acido lactico
- meso-PLA se obtiene desde D,L-l&ctico
Los polimeros derivados de los mondémeros D y L son materiales
semicristalinos. Generalmente, L-PLA se emplea con mas frecuencia que D-PLA yaque
la hidrdlisis de L-PLA conduce a L (+) &cido lactico que es e estereoisomero natural
del &cido lactico. Las diferencias en la cristalinidad de D,L-PLA y L-PLA conllevan a
un empleo distinto. Dado que D, L-PLA es un polimero amorfo, se suele emplear en
dispositivos de liberacion de fa&rmaco donde es importante tener una dispersion
homogénea de las especies activas dentro de una matriz monofésica. Por otra parte, €l
semicristalino L-PLA es mas adecuado en aplicaciones en las que se requiere alta fuerza
mecanica y dureza, por g emplo en suturas y dispositivos ortopédicos (Christel y cols,
1980).

El proceso biodegradativo del poli (acido lactico) in vivo, supone la hidrélisis de
las cadenas del polimero, paradar lugar al &cido |actico que es metabolizado através del
ciclo del acido tricarboxilico con previa transformacion en acido piravico por la lactato
deshidrogenasa (LDH) (Figura 3). Finalmente es eliminado del organismo como

anhidrido carbonico (CO,) por via pulmonar.
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CH3 0

O—CH—C O

PLA PGA

Figura 1. Estructura quimica del poli (acido lactico) (PLA) y del poli (acido glicdlico)
(PGA).

[1.1.2.b. Copolimeros de acido glicdlico y acido lactico

Existe toda una gama de copolimeros de acido glicolico y acido lactico: poli
(Iactico-co-glicdlico) (PLGA) (Figura 2). Se obtienen por policondensacion o por
polimerizacion por apertura del anillo de los correspondientes dimeros heterociclicos
l&ctico y glicalico.

Se ha detectado que el acido glicdlico reacciona a mayor velocidad por 1o que se
incorpora de forma més rgpida a las cadenas en crecimiento del copolimero (Cowsar y
cols, 1985). En general, se ha observado experimentalmente que los copolimeros de
&cido glicdlico/écido lactico se degradan a mayor velocidad que los propios
homopolimeros. Una de las ventgjas del PLGA es que se puede regular su degradacion
variando € peso molecular y la composicion. En este estudio, se trabgjé con dos
composiciones distintas: PLGA 50:50 donde existe 50 % de unidades de &cido lé&ctico y
50 % de &cido glicdlico; y PLGA 75:25 donde hay 75 % de unidades de acido lactico y
25 % de &cido glicalico. La composicion que mas se utiliza en las investigaciones es la

de PLGA 50:50 puesto gue se degrada més répido, entre 50 y 60 dias (Mundargi y cols,

2008).
0
HO’PJ\‘/ Ok%/\ojk i
0

PLGA
Figura 2. Estructura quimica del poli (acido-co-glicélico) (PLGA).
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Los nanosistemas creados con PLGA son uno de los mas satisfactorios para el
desarrollo en la nanomedicina por su hidrdlisis en € cuerpo humano y la produccién de
metabolitos de mondémeros biodegradables, &cido lactico y acido glicdlico, que son
expulsados del cuerpo por laviadel acido citrico (Figura 3) (Panyamy cols, 2003). Este
copolimero esta aprobado por la USFDA (US Food y Drug Administration) para el uso
humano y nanomédico. Se ha utilizado para encapsular con éxito farmacos como la
doxorrubicina, e cisplatino, e 5-fluorouracilo o la dexametasona (Kumari y cols,
2010). El farmaco que se encuentra en una matriz de PLGA se libera de forma
prolongada por difusion y por degradacion de la matriz polimérica (Panyam y cols,
2003).

o H+ O 0
fe) 0 _ +
OH
CH, o HO OH
X y OH
PLGA Acido Lactico Acido Glicolico

Glicolate
LDH oxidasa

Glioxilato

Acido Piravico Glicina
Transaminasa
Glicina

Figura 3. Hidrdlisis del PLGA en acido lactico y acido glicdlico; y sus respectivas vias de
degradacion. El &cido lactico en acido pirtvico y el acido glicdlico en glicina.

L as técnicas més utilizadas en lainvestigacion para la obtencion de particulas de
PLGA son la técnica de emulsion por su buena reproducibilidad, su ata capacidad de
encapsular €l farmaco y ata estabilidad; de nanoprecipitacion y de deposicion
interfacial (Dong y Feng, 2007).

~16 ~



Introduccion

[1.1.2.c. Poli (g-caprolactona)

La primera vez que se identifico las propiedades de la poli (s-caprolactona)
(PCL) fue por & afio 1973 (Figura 4). Se sintetiza por polimerizacién anionica,
catiénica o de coordinacién de e-caprol actona.

Es un polimero poliéster semicristalino con una temperatura de transicion vitrea
muy baja (- 60 °C) y una temperatura de fusiéon cristalina de unos 62 °C. Su alta
solubilidad y su baja temperatura de fusién (59 — 64 °C) son adecuadas para la
aplicacion como biomaterial. A temperatura ambiente, es soluble en cloroformo,
diclorometano (DCM), hidrocarburos aromaticos, ciclohexanona y 2-nitropropano e

insoluble en hidrocarburos alifaticos, éter dietilico y acoholes.

Tiene caréacter hidrofobo, buena estabilidad in vitro y es de bajo coste. Es un
polimero biodegradable y biocompatible. Las ventgjas de la PCL incluyen por tanto
una ata permeabilidad a moléculas pequefias de farmacos. A diferencia de los
polimeros PLA/PGA no genera en su degradacion un medio &cido y posee una habilidad
excepcional en formar mezclas con otros polimeros. Su degradacion es mucho mas lenta
que & PLGA, siendo de especial interés en la preparacion de dispositivos en implantes
de larga duracién (Sinhay cols, 2004).

Su buena permeabilidad y su ausencia de toxicidad hacen de este polimero una
gran utilidad en las aplicaciones médicas (Hiljanen y cols, 1996). Por €ello, varios tipos
de farmacos como el ketoprofeno, colchicina, gentamicina, cisplatino, ciclosporina o
heparina han sido encapsulados en nano/microesferas de PCL por su efectiva liberacion.
Estas nano/microesferas pueden ser solo de PCL o de copolimeros de PCL o uniones de
PCL con otros polimeros (Sinha y cols, 2004). Los sistemas de liberacién de PCL se
pueden obtener por técnicas de nanoprecipitacion, emulsion, por atomizacion y secado,
por didlisis o por método interfacial (Sinhay cols, 2004; Mei y cols, 2009; Kumari y
cols, 2010).

La degradacion de la PCL tiene lugar por la enzima gluconolactonasa que la
cataboliza transformandola en 6-hidroxihexanoato. Esta enzima se encuentra presente
en distintos tipos de bacterias como en Xanthomonas campestris (bacteria patégena de
plantas) o Brucella melitensis (bacteria patdgena intracelular que produce la fiebre de

Malta en humanos) formando parte de la via de |as Pentosas Fosfato. La ruta metabdlica
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continda con la formacion de semiadehido adipico, adipato, y finamente en CO,
(Figura 4).

9 Gluconolactonasa A lc:c?]wlI)H
H (NADP*)
0 (CHQ) p C ——> 6-Hidroxihexanoato ———> Semialdehido adipico
PCL . Alcohol DH
(NADP*)
Adipato
Co,

Figura 4. Estructura quimica de la poli (¢ —caprolactona) (PCL), y via de degradacion de
laPCL en CO,por enzimas presentes en algunas bacterias.

11.2. Biocompatibilidad de los biomateriales

Una de las caracteristicas mas importante de los biomaterides es la
biocompatibilidad. La biocompatibilidad exige que & sistema implantado no sea
agresivo y por tanto que no sea rechazado por € organismo vivo, dicho de otro modo,
gue como cualquier sistema no inerte, que sea capaz de desencadenar una reaccién
inmunolégica en la interaccién sistema-organismo pero que dicha reaccién sea
predecible y controlada (Figura 5) (Fournier y cols, 2003).

Los biomateriales empleados en medicina son numerosos y difieren entre si en
cuanto a su naturaleza quimica, grado y condiciones de polimerizacién, peso molecular,
presencia de aditivos e impurezas. También es muy importante la forma, estructura,
textura, rigidez o flexibilidad del implante. Cada uno de estos factores varia de un tipo
de implante a otro y la interaccion con € teido receptor puede ser muy diferente.
Dentro de las manifestaciones mas comunes que pueden aparecer, cuando se implantan
este tipo de materiales, cabe destacar los procesos inflamatorios, la formacion de

capsulas fibrosas o |0s procesos infecci 0sos.
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Lainflamacion es la respuesta del organismo a la agresion de un agente externo.
La operacion quirdrgica de implantacion de protesis y dispositivos biomédicos va
acompafiada siempre de una serie de procesos interdependientes, que comienzan
con cambios hemodinamicos, seguido de alteraciones en la permeabilidad vascular de
la zona afectada. El aumento de la permeabilidad promueve el transporte de un fluido
inflamatorio rico en proteinas al tgjido extravascular y zona herida. Simultaneamente,
los leucocitos, por efecto de determinados factores de estimulacion, tienden a adherirse
a endotelio de los vasos sanguineos para, seguidamente, atravesar las paredes de los

vasos hasta llegar al tgjido extravascular que rodea al implante (Figura5).

La intensidad y duracion de tal respuesta estd controlada por el tamafio y
naturaleza del material implantado, la zona del organismo donde se ha efectuado el

implante y la capacidad reactiva del receptor.

INFLAMACION
CURACION ——>»
4——— AGUDA———— CRONICA—>»

i PMN
Fibroblastos

«— Fibrosis

INTENSIDAD

TIEMPO, DIAS

Figura 5. Respuesta inflamatoria del organismo humano ante la implantacion de un
dispositivo o cuerpo extrafio. PMN: leucocitos polimorfonucleares y MN: leucocitos
mononucleares.

Unarespuesta, o reaccion anivel celular, relativamente breve y de pocaintensidad
es un buen sintoma de compatibilidad con € tejido o teidos en contacto con el
dispositivo implantado (Rihovd, 1996; Babéense y cols, 1998; Rihova, 2000).
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En circunstancias favorables, el proceso inflamatorio agudo debe remitir en pocos
dias, observandose claros sintomas histol 6gicos de regeneracion celular y formacion de
tgido en la zona afectada. El resultado mas positivo seria lograr una completa
restauracion de la estructuranormal y de las funciones de la zona lesionada.

Una respuesta inflamatoria cronica, supone la presencia continua de un agente
lesivo y se caracteriza, siempre, por una abundancia de leucocitos mononucleados en la
zona afectada (Figura 5). Puede estar provocada, no solo por la propia naturaleza, forma
y tamafio del implante, sino ademés porque el dispositivo implantado desprenda agentes
citotoxicos, 0 simplemente como consecuencia de irritaciones producidas por €
rozamiento fisico con los tejidos que le rodean, infecciones o factores inherentes del
receptor, como pueden ser un riego sanguineo insuficiente o incluso factores de

nutricion.

11.3. M ecanismos de biodegradacion

La mayor parte de los sistemas poliméricos conocidos son susceptibles de
degradacién en condiciones mas 0 menos severas, que pueden variar substancialmente

de unos sistemas a otros. De forma general se pueden considerar dos tipos de procesos:

1. Aquellos que seinician mediante la absorcion de algun tipo de energia, 1o que
origina el desarrollo y propagaciéon de la degradacion molecular mediante

reacciones secundarias.

2. Mecanismos puramente hidroliticos que dan lugar a la fragmentacion de las
cadenas macromoleculares, 10 que normamente ocurre con polimeros
portadores de heteroatomos en la cadena principal, de tal forma que en varios
sistemas se puede considerar como el proceso inverso a una policondensacion.

El entorno del medio fisiologico del organismo humano no ofrece ninguna de las
condiciones necesarias para gque se produzcan los procesos catalogados en e primer
grupo, sin embargo el medio fisioldgico humano retine las condiciones apropiadas para
que se puedan producir con facilidad procesos hidroliticos. Para ello, € polimero debe
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poseer enlaces hidroliticamente inestables, debe ser hidréfilo, para que e proceso
biodegradativo se produzca en un tiempo razonable y la hidrdlisis debe poder realizarse
bajo condiciones de pH fisiolégico (entre 7 y 7,4). Los sistemas poliméricos con
heteroatomos en la cadena polimérica principal, como los poliésteres, poli (a-
aminoécidos), algunas poliamidas y poliuretanos, son susceptibles de hidrdlisis en
condiciones fisiolégicas (Smith y cols, 1987; Williams, 1992).

El agua interacciona eficazmente con los polimeros no hidrofobos, dando lugar a
fendémenos de hinchamiento y disolucion, por 1o que puede ser e agente responsable de
la biodegradacién de polimeros en el organismo humano. En cuanto a los diferentes
electrolitos (aniones y cationes salinos en solucién), asi como la acidez y basicidad del
medio, pueden tener un efecto importante tanto en la degradacion hidrolitica como en la
oxidativa (Emanuel y cols, 1984; Moiseev y Zaikov, 1985). La interaccion de sales con
los polimeros implantados en e organismo, depende de la solubilidad del propio

polimero en la solucion salinaisotonica.

En cuanto a las enzimas, se puede decir que son capaces de contribuir
considerablemente a la degradacién de polimeros en e organismo humano (Williams,
1980; Smith y cols, 1987). Debido a su gran tamaio molecular, las enzimas,
normal mente, no pueden penetrar y difundirse en un implante polimérico, por lo que su
actividad se desarrolla en la superficie o cuando se ha producido la fragmentacion del
implante. Los fragmentos de pequefio tamafio pueden ser fagocitados por los
macréfagos, formando vacuolas digestivas, que son atacadas por las enzimas de los
lisosomas de gran actividad, tales como hidrolasas y oxidasas, que destruyen fécilmente
a los polimeros (Sathouse, 1976; Li y cols, 2001). Esta claramente demostrado que la
biodegradacion de implantes introducidos en € organismo humano, se produce, tanto
por la actividad de los componentes del medio fisiolégico extracelular, como por la
actividad celular (Bostman y Pihlgjamaki, 2001).

La degradacion del implante, normalmente acompafiada de fragmentacion y
formacion de tgido fibroso, es la respuesta caracteristica del organismo ante la
presencia de un cuerpo extrano (Behling y Spector, 1986). El grado y alcance de esta
respuesta depende de factores tales como la composicién quimica del implante (Bakker

y cols, 1988), la textura superficial (Hunt y cols, 1996), laformay el tamafio del propio
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implante y también de algunas variables como son la especie animal, o incluso del lugar
donde ha sido colocado e implante (Hench, 1998; Li y cols, 2001). De esta forma, la
aplicacion de biomateriales que puedan ser degradados en condiciones fisiolégicas en €l
campo de la cirugia experimental esta creciendo incesantemente a medida que se van
experimentando nuevos materiales con carécter biocompatible y adecuadas propiedades

mecanicas.

La via de administracion mas ventajosa para sistemas microencapsulados
poliméricos de liberacion controlada es la parentera: intravenosa, subcuténea,
intraperitoneal o intramuscular. Una vez suministradas, las particulas pueden actuar
como pequefios sistemas de reserva liberando lentamente el farmaco. El perfil de cesion
depende de numerosos parametros. tamafio, distribucién, porosidad, degradabilidad,
permeabilidad del polimero, etc. Por tanto, los materiales mas adecuados para esta via
de administracion son los biodegradables (como el poliléctico, policianoacrilatos de
alquilo, diversos polimeros naturales, polianhidridos, etc), ya que van a ser eliminados
por el organismo a través de la formacion de productos de degradacion biocompatibles

gue se transforman en CO, y H,0 por las vias metabdlicas usuales.

I11. Sistemas de liberacion controlada de far macos

La eficacia del principio activo de un producto farmacéutico depende, en gran
medida, de su forma de dosificacion. Actualmente, se acepta, de forma general, que la
actividad farmacolégica de un compuesto no es suficiente para asegurar una buena
terapia, sino que depende del desarrollo de sistemas de dosificacion adecuados, del tipo
de formulacion y de la seleccion de un sistema de liberacion especifico para el farmaco,

para conseguir un efecto terapéutico éptimo (Mainardesy Silva, 2004).

Los sistemas de liberacion controlada permiten la liberacion de un farmaco
durante un periodo dilatado de tiempo o en un momento especifico del tratamiento (Si-
Sheny Shu, 2003).

Para formar los sistemas de liberacién controlada, es necesario que una sustancia
activa (farmaco) pueda ser encapsulada, adjuntada, incorporada o mezclada con una
sustancia transportadora. El f&rmaco es por tanto liberado sistematicamente de forma
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continua'y a concentraciones terapéuticas, pudiendo establ ecerse un patron de liberacién
durante determinados periodos de tiempo. Esto permite que los efectos no deseados y
toxicos producidos por la administracion convencional de algunos farmacos sean
reducidos (Minko y cols, 2000).

La eficacia de un farmaco, en una aplicacion especifica, estéa en funcion de unos
niveles de concentraciones plasmaticos adecuados durante un periodo de tiempo mas o
menos prolongado. Sin embargo, la administracion convencional origina variaciones en
las concentraciones plasméticas del farmaco una vez administradas la dosis. Los
sistemas convencionales de administracion puedan dar lugar a periodos alternativos de
ineficacia o de toxicidad (Figura 6), hecho gque es particularmente problemético si estan
muy proximos los niveles minimos de toxicidad y de inefectividad (Vert, 1986; Freiberg
y Zhu, 2004).

Estos inconvenientes han exigido e desarrollo de nuevas técnicas de
administracion de compuestos bioactivos, encaminadas a conseguir que con una unica
dosis, la concentracion de farmaco en el organismo se mantenga fuera de los limites
extremos de ineficaciay de toxicidad durante el tiempo necesario. En el caso ideal, este
objetivo debe conducir a la existencia de una concentracion uniforme de esta sustancia
activa a la utilizacion de dosis mas pequefias y a lograr la ausencia de efectos

secundarios (Langer y Peppas, 1981; Y asukaway cols, 2004).

Farmaco en disolucion

pepIxo],

s Liberacion controlada

Intervalo terapéutico
N § 8 ] =

Eficacia

Concentracion del
farmaco

¥ epeagoul

Tiempo

Figura 6. Comparacion de los niveles plasmaticos de un farmaco administrado mediante
un sistema de liberacién controlada y mediante unas dosis consecutivas de un farmaco en
disolucién.
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[11.1. Sistemas poliméricos de liberacion de farmacos

El disefio y aplicacién de sistemas de dosificacion controlada de medicamentos y
los sistemas de vectorizacion o de direccion localizada de actividad de un determinado
farmaco, es uno de los aspectos de mayor relevancia en € desarrollo de nuevas formas
de medicacion. Los avances que se producen en este campo de la tecnologia
farmacéutica se apoyan, fundamentalmente, en € comportamiento y propiedades de
sistemas poliméricos biocompatibles, ya sean de origen natural o sintético.

En un sistema de liberacion controlada, e agente bioactivo se encuentra
incorporado a un soporte que, generalmente, es un material polimérico o una
combinacién de ellos (Fassihi y Ritschel, 1993; Chien y Lin, 2002). La velocidad de
liberacion de la sustancia activa desde dicho sistema al medio que le rodea viene
determinada, principalmente, por las propiedades del propio polimero y en menor
medida, de los factores ambientales como pueden ser €l pH, latemperaturay €l tipo de
fluidos del organismo (Baey cols, 1991; Blanco y cols, 2002). Por ello, los sistemas de
liberacion controlada deben ser capaces de permitir la administracion de sustancias
bioactivas de unaformalentay continua durante periodos dilatados de tiempo (Blanco y
cols, 2000; Gémez y cols, 2004).

Por tanto, el disefio adecuado de un dispositivo de liberacion de farmacos para una
aplicacion biomédica, debe tener en cuenta que las propiedades fisicas y mecéanicas del
polimero sean las apropiadas, ya que € fallo de estos sistemas, a menudo, tiene su
origen en una inadecuada resistencia mecanica. Los parametros mas importantes que
han de ser considerados son las propiedades elasticas, €l grado de hinchamiento, la
resistenciaalatraccion y alacompresion, ala cizallabgjo cargas estéticas y dinamicas,

asi como laresistenciaa desgarrey alafatiga.

La geometria del polimero, en cuanto a su tamafio y forma, es otro factor
fundamental que hay que considerar cuando éste va a ser aplicado en implantes, ya que
las condiciones biomecanicas creadas por € soporte, en los tejidos adyacentes, son
directamente dependientes de ambas propiedades (Blanco y cols, 2002; Hung y cols,
2004).

L os requisitos de tipo biol gico estan relacionados con la aplicacion especifica del

sistema de liberacién del farmaco. En general, y desde un punto de vista ideal, los
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polimeros deben estar libres de aditivos, impurezas, estabilizadores, residuos de
catalizador y emulsionantes. Los materiales poliméricos a utilizar no deben inducir, en
general, fendbmenos cancerigenos, téxicos o nocivos. El problema de la toxicidad,
normal mente, esta relacionado con la liberacion de pequefias cantidades de mondémeros
residuales u otros aditivos. En los sistemas bioerosionables, las propiedades fisicas,
quimicas y mecéanicas de los polimeros no deben modificarse por la accién del medio

biolégico (Kimy cols, 2002).

I11.2. Tipos de sistemas poliméricos de liberacion de farmacos

Los sistemas poliméricos se pueden clasificar segun la forma de incorporacion

del f&rmaco, distinguiéndose transportadores quimicosy fisicos (Ringsdorf, 1975).

Dosificacion controlada a través de uniones fisicas

Para sistemas con uniones fisicas entre el polimero y el principio activo, los tipos
mas representativos, en funcién del mecanismo de actuacion son los sistemas
controlados por difusion, bien en depdsitos o reservorios (membranas) o bien en
matrices (monoaliticos); y los controlados por hinchamiento (Laurencin y Langer, 1987;
Peppasy cols, 2000).

Los sistemas depdsito consisten en un nucleo de un principio activo rodeado por
una membrana delgada, homogénea y no porosa (Korsmeyer y Peppas, 1981). El
principio activo esta contenido dentro de una capa de polimero que controla la
velocidad de salida (Figura 7a). El transporte del farmaco, desde € depdsito interno
hasta el medio exterior, tiene lugar mediante un mecanismo de disolucion del soluto en
lainterfase soluto-polimero. Su posterior difusion molecular hacia el exterior tiene lugar
a través de los segmentos macromoleculares y bajo la influencia de un gradiente de
concentracion. Este fendmeno puede describirse por la Primera Ley de Fick. La
liberacién o salida del soluto es proporcional a tiempo y puede controlarse gjustando la
geometria del sistema empleado (capsulas, microcapsulas, fibras huecas, liposomas,
membranas, etc), el espesor de la membrana, la diferencia de concentracion a través de
la membrana, las caracteristicas termodindmicas del sistema (coeficiente de particion) y

la estructura del polimero (coeficiente de difusion del soluto).

~ 25 ~



Introduccion

En los sistemas matrices (dispositivos monoliticos), € principio activo se
encuentra uniformemente distribuido en un soporte polimérico sdlido. El farmaco puede
encontrarse disuelto en la matriz polimérica o bien quedar disperso, en el caso de no ser
soluble en el medio polimérico, 0 s su contenido es mas elevado que € limite de
solubilidad (Figura 7b). En ambos casos, la migracién del soluto al medio que rodea €l
sistema se produce por difusion molecular a través del soporte, o por difusion por
mi croporos existentes en la matriz polimérica. Esto hace que la solubilidad del soluto en
el polimero sea un factor importante en € control de la migracion (Peppas y Gurny,

1983). Este fendmeno podria ser interpretado por la Segunda Ley de Fick.

a
POLTMERC .
R DISPERSICN
VB TITETE, DA FARMACO
4"'\ b . ‘ \
= RS- |
/ N omARSTAN .-t -
DE FARMACO
gt
- ‘
FARMACD DISPERSCH EN
LAMATRIZ POLTMERTEA MATRIZ HINCHADA ¥
DIFUSTON DEL EARMACD
_,_\ .
4 ~ DERADACTON  + ™.
DISPERSTCN
PO TMERO
[«
FARMACD

Figura 7. Representacién de sistemas de liberacion de farmacos: @) Sistema depdésito, con
un nucleo interno de agente bioactivo, b) Sistema matriz 0 monolitico, ¢) Sistema de liberacion
controlada por hinchamiento, d) Sistema bioerosionable, €) Sistema de liberacion controlada
mediante enlace farmaco-polimero.
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En los sistemas controlados por hinchamiento, el principio activo se encuentra
disuelto o disperso en un soporte polimérico hidréfilo, entrecruzado o no, el cual se
hincha, sin disolverse, cuando se pone en contacto con un medio acuoso (Figura7c). La
liberacion del principio activo al medio acuoso desde un sistema de esta naturaleza,
implica un proceso de absorcion de agua y otro simultaneo de desorcion del principio
activo, mediante un mecanismo de difusion controlado por € hinchamiento que sufre el
polimero. Cuando el agua penetra en la matriz hidréfila, €l polimero, que presenta
inicialmente un estado vitreo se hincha, y su temperatura de transicién vitrea puede
alcanzar valores inferiores a la temperatura del medio que le rodea, pasando por ello a
un estado tipo elastomérico. En estas condiciones, €l soluto difunde desde las regiones
hinchadas al medio externo (Peppasy cols, 2000).

Dosificacion controlada a través de uniones quimicas

Este grupo incluye los sistemas en los cuales la liberacion del farmaco se lleva a
cabo por la degradacion del sistema polimero/farmaco. El proceso de liberacion
controlado “quimicamente” incluye los sistemas poliméricos transportadores, en los
cuales, e farmaco esta unido covalentemente al polimero a través de un enlace que
puede romperse enzimaticamente o por hidrdlisis (Figura 7€) (Liso y cols, 1995; Elvira
y San Roman, 1997).

En este caso, la liberacion del principio activo se produce mediante una reaccion
quimica, que suele ser un ataque hidrolitico o enzimético a un enlace débil. Para€llo, €
enlace covalente que se produce entre el farmaco y e sistema polimérico debe realizarse
através de grupos funcionales que puedan ser degradados en un medio fisiol6gico. Con
un estudio acertado de los grupos funcionales se podria lograr un cierto control sobre
algunas propiedades de los sistemas como la biodegradacion, la solubilidad y la
liberacién del farmaco. De esta forma, seria posible regular laliberacion del farmaco en
determinadas zonas del organismo o frente a determinadas respuestas fisioldgicas del

mismo (Pargjo y cols, 1996).

Los sistemas bioer osionables se encuentran en una situacion intermedia de una
liberacion bajo uniones fisicas y uniones quimicas. La liberacion del farmaco est4
controlada por la velocidad de degradacion del polimero. En estos sistemas, el farmaco

se dispersa uniformemente en un material polimérico, de forma similar a como se
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realiza en los dispositivos monoliticos; pero en estos sistemas, la fase polimérica va
despareciendo con €l tiempo. Por tanto, cuando se produce la erosion del polimero que

rodea a farmaco tiene lugar su liberacion (Figura 7d).

Cuaquiera de estos sistemas puede estar preparado a partir de materiales
polimeéricos no degradables, en cuyo caso € sistema soporte tendria que ser extraido una
vez liberado e farmaco. lguamente, pueden estar constituidos por materiales
biodegradables, que pueden degradarse después de la liberacion del principio activo,
aungue €l proceso de liberacion estara, en todos los casos, gobernado por un proceso de
difusion (Bodmeier y cols, 1989; Bennet y cols, 1991). Esta caracteristica ofrece una
ventaja en muchas aplicaciones, en comparacion con los sistemas que no actlian por
erosion, debido a que los polimeros biodegradables son gradual mente absorbidos por €l
organismo, sin que haya necesidad de una eliminacién quirdrgica posterior. Sin
embargo, esta ventaja puede verse afectada por |os posibles inconvenientes derivados de
la naturaleza de los productos de absorcion que se van liberando de la degradacion del
polimero y que pueden ser téxicos, inmunogénicos o cancerigenos (Solheim y cals,
1992; Hostyn y cols, 1996; Miyamoto y cols, 1997).

Tipos de sistemas depdsito en la investigacion

Los principales sistemas de liberacion que se han estudiado y de los cuales se
tienen mas resultados son los liposomas (Rivera, 2003), los dendrimeros (Cloninger,
2002; Pan 'y cols, 2007) y las particulas poliméricas (Tabla 2). En estos dltimos afios, la
nanotecnologia ha ido desarrollandose eficazmente estudiando nuevos sistemas
micro/nanoparticulados como son las NPs superparamagnéticas (Oyewumi, 2002), las
nanoenvolturas de oro (Hirsch y cols, 2003; Loo y cols, 2005), los nanocristales (Yong
y cols, 2007) y lasNPs desilicioy silice (Yan y cals, 2003; Martin y cols, 2005; Peng y
cols, 2006).
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Tabla 2. Representacién de las nanoparticulas (NPs), liposomas y dendrimeros, con
g emplos.

Particulas Material Estructura
Poli(l&ctico-co-glicolido) '. o .'.
Poli (I&ctico) oo
Nanoparticulas Poli (caprolactona) eoe’
Poli (ortoester)
Poli (anhidrido)
Poli (beta-aminoester) 60-250 nm

Doxil®/Cadyx®:
PEG-DSPE:HSPC/Col esterol

®ae
2, 58

Liposomas (5:56:39)
DaunoXome®:DSPC/Colesterol
(2:1)

20-250 nm

) Poli (amidoamina) i '.
Dendrimeros Poli (etilenimina) 5 .

Poli (péptido) “] e
5-200 nm

Los liposomas (Tabla 2) son vesiculas esféricas que se caracterizan por ser de
origen de compuestos naturales y no téxicos, tienen una parte hidréfila (la cabeza) y la
otra hidréfoba (la cola) (Fetterly y cols, 2003; Liu y cols, 2010). Los liposomas estan
formados de bicapas lipidicas por medio de interacciones hidrofdbicas y son capaces de
transportar simultdneamente moléculas hidréfilas o hidrofobas. Se emplean en
cosmética por su facilidad en absorberse; y también en la terapia génica, dado su
habilidad en atravesar las barreras lipidicas y las membranas celulares (Sahoo y cols,
2007; Alexis y cols, 2008). Se han usado también como sistemas de liberacion de
farmacos por su biocompatibilidad, buena farmacocinética y facilidad en modificar la
superficie. En estos Ultimos afios, se han aprobado numerosas formas liposomales para
uso clinico tal es el caso de Mycet® (doxorubicina liposomal), Doxil® (doxorubicina en
PEG-liposomas) liposomas de 100 nm de diametro aprobado por la FDA en 1995 con
potente actividad antineoplasica incluido el Sarcoma de Kaposi y el cancer de ovario;

DaunoXome® (daunorrubicina liposomal), de tamafio 45 nm, para el tratamiento del
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sarcoma de Kaposi. También, se ha incorporado farmacos antineoplasicos como & PTX
(Figura 8). Sin embargo, los sistemas liposomales padecen desventgjas en la liberacion
del f&maco que incluyen una incorporacion insuficiente del farmaco, una rapida
liberacion e una inestabilidad de féarmacos hidréfobos. Por ello, se investigan el
desarrollo de liposomas estables y pH sensibles que puedan encapsular farmacos en

medios acidos.

Paclitaxe

ARAR

DLPC

Figura 8. Ejemplo de liposoma: con PTX, PLGA y DLPC (dilauril fosfatidilcolina) (lipido)
(Liuy cals, 2010).

L as nanoparticulas (NPs) (Tabla 2), por su pequefio tamafio, tienen como ventaja
el poder cruzar barreras fisioldgicas como la barrera gastrointestinal o la barrera
hematoencefdlica (Feng y cols, 2004). Su objetivo es transportar un farmaco poco
soluble al lugar patolégico y mejorar asi su captacion por parte de las células enfermas.
Ademas, en estos Ultimos afios, han sido un punto clave en €l tratamiento del cancer, y

por tanto, se podrian decir que constituyen una quimioterapia (Feng y cols, 2004):

- personalizada: farmacocinética bajo control segun |as necesidades del paciente

- localizada: liberacién del farmaco en el 6rgano diana

- continua: no MDR

- atraviesalabarrera hematoencefdlica

- seredlice en casa: via oral u otras vias como la via nasal u ocular, donde el

paciente pueda tratarse a si mismo
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Las NPs son mejor captadas por las células que las micromoléculas, y por tanto
se trata de un transporte efectivo para la liberacion del farmaco. Tienen como ventgjas
el peguefio tamafio, la posibilidad de encapsular farmacos poco solubles y permeable,
una alta semivida bioldgicay liberacion controlada del farmaco.

Se han obtenido exitosos resultados de féarmacos anticancerosos (PTX,
doxorubucina, 5-fluorouracilo o la dexametasona) formulados con nanomateriales; tal es
el caso de la dexametasona, un glucocorticoide con accion intracelular, que se encapsuld
con los polimeros PLGA y PLA, y asi consiguieron aumentar su liberacion durante
tiempos prolongados y gercer su accion inhibitoria de la proliferacion vascular de

células del musculo liso (Panyam'y cols, 2004).

Recientemente, Abraxane® (Abraxis Bioscience and AstraZeneca), NPs de
albumina con PTX de un diametro de 130 nm libre de cualquier tipo de disolvente ha
sido aprobado por la FDA para € pretratamiento metastasico del cancer de mama
(Sparreboom y cols, 2005; Michay cols, 2006). La administracion de antineoplasicos
poco solubles en sistemas particulados tienen como ventaja su pequefio tamafio (< 400
nm) y debido a €ello, les permite escapar de su recaptacion por el sistema
reticuloendotelial y facilitar la extravasacion a través de la propia red vascularizada
porosa del tumor. Esto reduce los efectos adversos y aumenta la eficacia terapéutica,
mientras que la biodistribucion y la farmacocinética del farmaco no se ven alteradas

(Bilensoy y cals, 2008).

111.3. Sistemas poliméricos en el mercado farmacéutico

El sector del mercado farmacéutico gque incluye la tecnologia de liberacion
controlada de fa&rmacos esta vaorado en una cantidad de al menos 45 billones de
dolares y muestra un crecimiento del 15 - 20 % anual. Este mercado puede dividirse en
cuatro aéreas tecnoldgicas. sistemas inyectables, de inhalacion, orales y otros
(transdermales) (Winnips, 2000).

Mayoritariamente, los sistemas orales representan la mayor parte del mercado,

puesto que es la via de administracion preferida por e persona médico. Existen
numerosos gemplos de dispositivos orales que generan una liberacion sostenida,

migraciones mas rapidas, cinéticas de orden cero, liberaciones retardadas o incluso una
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combinacion de algunas de ellas, con liberaciones vectorizadas en el lugar de accion
deseado, ateniéndose a los diferentes ambientes fisioldgicos con que se encuentra un
comprimido a lo largo de su recorrido por €l tracto gastrointestinal (Winnips 2000).
Muchos de estos sistemas se han establecido con gran éxito dentro del amplio mercado
farmacéutico como es e caso de ProcardiaXL® (nifedipino) para e tratamiento de la
angina de pecho; y de CardizemCD®(diltiazem) para € tratamiento de la angina de

pecho y de la hipertensién arterial.

Los sistemas inhalables no tardaron en introducirse con € fin de liberar

farmacos con accién localizada a sitios profundos como los pulmones para tratar
enfermedades como el asma o la bronquitis cronica. En este caso se puede encontrar:
Symbicort® Turbuhaler (budesonida y fumarato de formoterol dihidrato) para el
tratamiento de la EPOC y del asma; Seretide accuhaler (salmeterol y fluticasona) para el

tratamiento del asma.

Los sistemas transdermales permiten una liberacién en el flujo sanguineo por la

piel, evitando asi e efecto de primer paso, liberdndose durante un periodo de tiempo y
con buena aceptacion por parte del paciente. Se han desarrollado sistemas eficaces con
hormonas, nitroglicerina y nicotina; algunos ejemplos son: Transtec® (buprenorfina)
para e tratamiento del dolor, Minitran® (nitroglicerina) para el tratamiento de la angina

de pecho.

L os sistemas inyectables es una via sofisticada para liberar farmacos de manera

tiempo dependiente en pequefios depdsitos de lipidos o polimeros; como algunos
ejemplos. Depocyte® (citarabina) para e tratamiento de la leucemia mieloide
cronica, linfomas no Hodgkin y Sindrome mielodisplésico; Urbason inyectable
(metilprednisolona) en situaciones que requieran un tratamiento corticoide inmediato en
casos graves o cuando la administracion por via oral no es posible (shock anafiléctico,
brotes agudos de esclerosis multiple, edema cerebral, tratamiento del rechazo agudo de

trasplantes de 6rganos, como coadyuvante en quimioterapia...).
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[11.4. Aplicacion de los modelos mateméticos en los sistemas de
liber acién controlada de farmacos

El mecanismo de liberacion del farmaco desde las particul as depende del tipo de
polimero empleado. Los principaes mecanismos son €l de difusién y el de erosion. En
el mecanismo de difusion, el medio acuoso penetra en € interior del sistemay disuelve
el farmaco y se difunde a través del material polimérico creando poros por los cuales se

libera el farmaco.

El mecanismo de erosion se encuentra determinado por la biodegradabilidad del
polimero y también por las propiedades del medio de disolucion en e que se encuentra.
La erosion conlleva un cambio constante de la geometria del sistema y por tanto la

liberacién del farmaco. La degradacion consta de tres etapas:

1. liberacién inicial del farmaco que se encuentra en la superficie de la matriz
polimérica

2. liberacién difusional del farmaco através de la matriz del polimero y através de
los poros durante |a degradacién de la matriz

3. liberacién erosiona del farmaco por desintegracion de la matriz polimérica y

disolucién

Existen factores que afectan a la liberacion del farmaco desde las particulas
como la composicion y masa molecular del polimero, las propiedades fisico-quimicas
del farmaco, y €l tamafio y porosidad de las particulas.

La liberacion de los principios activos por mecanismos de hinchamiento
controlado de un polimero esta relacionada con la difusion de éste desde y a través de
dicho polimero. Los modelos mateméticos permiten conocer los distintos perfiles de
liberacion que puedan existir desde un sistema de liberacion. Son de considerable
importancia en la prediccion del comportamiento de liberacion y en el estudio de los

pardmetros estructural es que puedan afectar a estos procesos.

El padre de los modelos matematicos para la liberacion de los farmacos fue sin
duda € Profesor Takeru Higuchi en 1961. Numerosos modelos mateméticos

empirico/semi empiricos han sido propuestos desde entonces. Los model os matemati cos
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aplicados en la liberacion del farmaco permiten evaluar y comparar los distintos

perfiles de liberacion.

Existen diversos modelos matematicos, modelo-dependiente y modelo-
independiente, que pueden ser utilizados para describir €l perfil de una disolucion. Los
model os-dependientes se basan en ecuaciones matematicas, en este grupo se encuentran
los modelos de orden cero, de primer orden, de Higuchi, de Hixson-Crowell, de
Korsmeyer-Peppas, de Baker-Lonsdale, de Weibull, de Hopfenberg y de Gompertz
(Dash y coals, 2010). A continuacion se exponen brevemente junto con sus férmulas

algunos model os matemati cos.

El modelo de orden cero es utilizado para los sistemas que no se disgregan y

liberan el farmaco lentamente, por gjemplo, en algunos sistemas transdermal es:

Qo- Q=Kot

Donde Q: es la cantidad disuelta del farmaco a tiempo t; Qp la cantidad inicial de
farmaco (la mayoria de las veces Qo = 0); Ko la constante de liberacion de orden 0
expresada en unidades de concentraci dn/tiempo.

El modelo de primer orden puede ser utilizado para describir |a absorcion o
eliminacién de algunos farmacos, por gemplo, en sistemas de matrices porosas con

farmacos solubles:

Ln (Co/C) =K't

Donde Cp y C; corresponden a la concentracion de farmaco inicial y a tiempo t,

respectivamente; K es la constante de velocidad de primer orden.

El modelo de Hixson-Crowell (1931) considera que € area de las particulas es

proporcional alaraiz cubicadel volumen:

Wo Y8 -, ¥3= kY3t
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Donde Wy y W; esla cantidad de farmaco atiempo Oy atiempo t.

El modelo de Baker-Lonsdale (1974) proviene del modelo de Higuchi y
describe la liberacién del farmaco desde matrices esféricas. Se puede dar en
microcdpsulas'y microesferas:

f1= 3/2[1-(1-MdM.)?3) MM = K;

Donde M; corresponde a la cantidad de farmaco a tiempo t y K la constante de
velocidad que corresponde a la pendiente.

El modelo de Weibull puede describir distintos procesos de disolucion del
farmaco. Este modelo suele aplicarse con el fin de comparar perfiles de liberacion de

farmacos de matrices poliméricas:

M :MO [1_ e—(t-T) b/a]

M es la cantidad de farmaco disuelto en funcién del tiempo, Mg es la cantidad total del
farmaco liberado, T es € intervalo de tiempo medido en el proceso. Los parametros “a”’
y “b” son la escala dependiente del tiempo y la forma de la curva de disolucion,
respectivamente.

El modelo de Gompertz se aplica para comparar perfiles de liberacion de
farmacos con buena solubilidad y de velocidades de liberacion intermedias. Se aplicala

siguiente ecuacion simplificada:
X = Xmax €xp [-a €'

Donde Xy es el porcentgje disuelto a tiempo t dividido por 100, Xmax €S € maximo
disuelto, a representa la porcion no disuelta atiempot = 1; y B es la velocidad de

disolucién por unidad de tiempo .

De entre todos |os model os mateméticos, destacamos algunos de uso general en
el estudio de liberacion de farmacos desde distintos sistemas de transporte, y que son los
model os aplicados en este trabajo: el modelo de Higuchi, modelo de Korsmeyer-Peppas
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y modelo de Hopfenberg. A continuacion, se explican las bases de cada uno de estos

model os.

Modelo de Higuchi

Se basa en la teoria de la difusion del farmaco. Fue en 1961, cuando el Profesor
Takeru Higuchi, establecio una relacion entre la raiz cuadrada del tiempo y la cantidad
de f&rmaco total liberada desde una capa fina oleosa que contenia un exceso de farmaco,
basdndose en la teoria de difusion (Higuchi, 1961 ab). La relacion propuesta por

Higuchi queda expresada en la siguiente ecuacion:

M, _\/D(2C, - C)C.t

A

M¢: cantidad total acumulada de farmaco liberado atiempo t
A: area superficial de la pelicula expuesta

D: difusibilidad del f&rmaco por € material

Co: concentracién inicial de farmaco

Cs lasolubilidad del mismo en €l transportador.

Esta ecuacion se basa en las siguientes hipétesis:

e Laconcentracioninicia (Co) en € sistema ha de ser superior ala solubilidad del
f&rmaco

e Ladifusion del fa&rmaco se realiza solo en una Unica dimensién (efecto de los
bordes han de ser insignificantes)

¢ El tamafio de las particulas es més pequefio que €l grosor del sistema

e Lamatriz no sedisuelve ni se hincha

e Ladifusion del farmaco es constante

e Se mantienen condiciones “sink” en todo el experimento, es decir que lamaxima
concentracion del farmaco en € medio es menor o igual a 10 % de su
solubilidad en el mismo
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La ecuacion anterior es vélida la mayoria del tiempo, salvo cuando |a totalidad del

farmaco se halla en € sistema terapéutico.

Con € fin de estudiar una disolucion desde un sistema de matriz heterogéneo,
donde la concentracion del farmaco en el sistema es menor que su solubilidad y la

liberacidn tiene lugar através de poros del sistema, se utiliza la siguiente ecuacion:

Q :\/ DKS (2C0 - 5 Cs)cs‘t
1

D: coeficiente de difusion del farmaco en el solvente
o0 : porosidad de la matriz
t : tortuosidad de la matriz

Generalmente, la ecuacion se Higuchi se encuentra simplificada:
M=K x t*

Donde M; es la cantidad total acumulada de farmaco liberado, K es la constante de

velocidad y T es el tiempo al cual se considerala cantidad liberada.

Se tiene en cuenta que € hecho de que la cantidad de farmaco liberado por el
sistema sea proporcional alaraiz cuadrada del tiempo no implica necesariamente que €l
anico mecanismo de liberacién del farmaco sea el de difusion.

Modelo de Korsmeyer-Peppas

Explica el mecanismo de liberacion del farmaco en funcién de la geometria del
sistemay del exponente de difusion “n”, determinando si tiene lugar 0 no un proceso de
difusion que obedezcala L ey de Fick.

Este modelo es uno de los méas sencillos y més faciles a la hora de su aplicacion
(Peppas, 1985):
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Mt — Ktll
M,

M;¢: cantidad absoluta acumulada de farmaco liberado atiempo t

M..: cantidad absoluta acumulada de farmaco liberado atiempo infinito

K: constante que incorpora las caracteristicas estructurales y geométricas de los
sistemas

n: exponente de liberacion que indica el mecanismo por el cua se hallevado a cabo la

liberacion

Nicholas Peppas fue e primero en introducir esta ecuacion en el campo de los
sistemas de liberacion controlada. La ecuacion de Peppas se aproxima a la clasica
ecuacion de Higuchi ssimplificada (M = K x tl/z), gue describe una breve aproximacion de
la Segunda Ley de Fick para capas delgadas donde la concentracién inicial del farmaco
es inferior a su solubilidad cuando e valor del exponente n esigual a 0,5. Por tanto, un
exponente igual a 0,5 indica una liberacion de farmaco por difusion, pero solo si se trata
de capas delgadas, para e resto de formas geométricas se usan los valores de que se
muestran en la siguiente Tabla 3 (Ritger y Peppas, 1987 a-b). Asi s n = 0,5 indica que
ladifusion controlalaliberacion del farmaco, siemprey cuando se cumplan una serie de
suposiciones relacionadas con la geometria de la pelicula, los coeficientes de difusion
(independientes del tiempo y la posicion), la matriz debe ser insoluble y no hinchable

(condiciones del modelo de Higuchi), entre otras.

Tabla 3. Exponente n de |le ecuacion de Peppas y mecanismo asignado a la liberacién del
farmaco, a partir de sistemas poliméricos de liberacion controlada de diferente forma
geométrica.

Capadelgada Cilindro Esfera Mecanismo de liberacion
0,5 0,45 0,43 Difusion “Fickiana’

0,5<n<1,0 0,45<n<0,89 0,43 <n<0,85 Transporte anémalo
1,0 0,89 0,85 Transporte tipo 11
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Modelo de Hopfenberg

El modelo de Hopfenberg se basa en la erosién del polimero (Hopfenberg,
1976). Hopfenberg propone un interesante modelo semi-empirico permitiendo una
descripcion cuantitativa de la liberacion del farmaco desde sistemas degradables donde
la velocidad de liberacion es tiempo-dependiente y proporcional a la superficie del
sistema (Sigpman y Siepman, 2008). Toda masa transferida esté implicada en un control
de liberacion del farmaco que rige un proceso de orden 0, caracterizado por una
constante de velocidad Ko, limitado ala superficie del sistema.

Este proceso de orden O puede corresponder a un simple fenémeno fisico o
quimico, pero también puede resultar de la superposicion de varios procesos como
disolucion, hinchamiento, y segmentacion de la cadena polimérica. EI modelo de
Hopfenberg puede ser aplicado a la erosién de la superficie de las matrices poliméricas,
para lo cual, e paso limitante de la liberacion es e desprendimiento del farmaco de la

superficie que sigue un proceso de orden 0.

Moy (g Koty

M, Cpa
M:y M. representan la concentracion méxima de farmaco liberado hasta el tiempo t y
tiempo infinito respectivamente. Co denota la concentracion inicial de farmaco, y “a” es
el radio del cilindro o esfera o de la parte més ancha (en e caso de tener una morfologia
amorfa). “n” es € factor de forma de las particulas, siendo esférico cuando n= 3,

cilindrico cuando n= 2, geometria amorfa cuando n= 1. Este modelo ignora los efectos

de los bordes.

V. Preparacion delos sistemas de liberacion

IV.1. Técnicas de microencapsulacion

Existen distintas técnicas de microencapsulacion de un principio activo y la

seleccion de una técnica especifica se basa fundamentalmente, en las caracteristicas
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fisico-quimicas del polimero y del principio activo. Han de tenerse en cuenta los

siguientes requisitos:

Obtener un rendimiento alto en € intervalo de tamafio de particula deseado
Conseguir una alta eficacia de encapsul acion

El principio activo debe mantener todas sus actividades biolégicas durante €l
proceso de encapsulacion

Que sea una técnica reproducible y que la liberacién del principio activo sea la
deseada

Poder gjustar mediante la composicién y las variables del proceso e perfil de
liberacion

L as particul as obtenidas no deben agregarse

Existen diversos métodos a la hora de encapsular € principio activo. En este

estudio, se eligieron las siguientes técnicas para preparar |as nanoparticulas:

Técnica de evaporacion y extraccion del disolvente: técnica de la doble emulsion
Método de atomizacion y secado (Spray Dryer)

IV.1.1. Método de evaporacion y extraccion del disolvente

Este método incluye todos los procesos donde tiene lugar la eliminacion del

disolvente, en & que esta disuelto € polimero, ya sea por evaporacion o por extraccion

de este; en todos los casos, tiene que formarse una emulsion (Ramosy cols, 2001). Las

emulsiones que se pueden obtener son las siguientes:

Aceite en agua (o/w)

Agua en aceite en agua (emulsion multiple o doble emulsién) (w/o/w)
Aceite en aceite (0/0)

Agua en aceite agua en aceite (w/o/w/0)

Agua en aceite en aceite (w/0/0)

Agua en aceite en aceite en aceite (w/0/0/0)
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A continuacion se detallan | os tipos de emulsiones més sencillos, de los cuales
se suelen escoger como referencia, tal es €l caso de la emulsién aceite en aguay dela

emulsion aceite en aceite.

En laemulsién o/w o0 emulsion simple, la fase organica que contiene € polimero

y €l principio activo, se emulsionan en una fase acuosa que contiene un tensioactivo.
Posteriormente, las gotas organicas (polimero mas principio activo) emulsionadas son
endurecidas como microesferas por eliminacion del disolvente organico. Esta técnica
tiene como ventgja que se puede utilizar ampliamente para la encapsulacion de
principios activos liposolubles, ya que se consigue una alta eficacia de incorporacion.
También se obtiene un amplio intervalo de tamarfios (desde grandes hasta pequefios) que
son controlados por la velocidad y las condiciones de agitacion. Las particul as obtenidas
tendran propiedades superficidles hidrofilicas, o que permite su resuspensién sin
agregacion. En cuanto a sus desventgjas, se podria mencionar que la incorporacion de
principios activos solubles en agua es muy baja debido a la reparticion del principio

activo en lafase acuosa externa de la emulsion.

La emulsién o/o es una modificacion de la emulsién simple (o/w). En este caso,
la fase continua esta formada por un liquido organico como el aceite mineral y se forma
la emulsién o/o. Es utilizada para obtener una encapsul acion eficaz de principios activos
solubles. No obstante, es dificil la obtencién de pequefias particulas (menores de 50
um), y las particulas obtenidas tienden a agregarse cuando se resuspenden en vehiculos
acuosos debido a la naturaleza hidréfoba de la superficie y la ausencia de un
estabilizador hidrofilico.

En la técnica utilizada en este trabgjo para la obtencidn de las particulas de
PLGA 50:50, PLGA 75:25 y PCL se utiliz6 el método de la emulsion agua en aceite en

agua (w/o/w) o emulsién multiple o doble emulsiéon. Este método es una modificacion

de la emulsion simple (o/w). En este proceso €l principio activo esta disuelto o disperso
en una disolucién del polimero disuelta en un disolvente organico. Esta disolucion es
emulsionada en un medio acuoso como en una disolucion acuosa de polivinil acohol
(PVA) para formar las microgotas, y se repite esta accion para conseguir la doble
emulsion. Finamente, las particulas se obtienen cuando e disolvente organico se ha
evaporado, se filtran y se secan por estufa de vacio o por liofilizador (Bodmeier y cols,

1987). Este método es muy Util y eficaz para trabajar con farmacos insolubles en agua.
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Es un método reproducible respecto a rendimiento y a la distribucién de tamarios. El
tamarnio de las particulas puede ser controlado por la potencia de agitacion del sonicador
utilizado entre la primera 'y segunda emulsién. El proceso tiene que ser realizado a baja
temperatura, en un bafio de hielo, para minimizar la activacion del principio activo
(Chibay cals, 1997; Kimy cols, 2008).

Muchas variables interfieren en las caracteristicas y propiedades de las particulas
gue se desean obtener (Wakiyama 'y cols, 1982; Suzuki y Price, 1985; Tice y Gilley,
1985; Benoit y cols, 1986):

« Disolvente organico

e Naturalezay cantidad de emulsificante

« Naturalezay solubilidad del principio activo

o Temperatura de evaporacion del disolvente

o Relacion de volumen de lafase organicay acuosa
e Relacion principio activo y polimero

o Estructuray masa molecular del polimero

e Tipoy velocidad de agitacion

A continuacién, se detala algunas de estas variables. El disolvente utilizado
debe ser inmiscible o ligeramente soluble en el medio de suspensién (acuoso u 0leoso)
en el caso por gemplo del polimero de &cido lactico/glicdlico. El punto de ebullicidn
del disolvente ha de ser inferior que el del medio de suspension si éste se elimina por
evaporacion. Los disolventes méas utilizados son el acetato de etilo y e DCM, por su

baja toxicidad, su rapida evaporacion y su excelente habilidad para disolver polimeros.

Los emulsificantes cubren la superficie de las gotas emulsionada, de esta forma
disminuyen la coalescencia, la coagulacion y estabilizan € sistema. En €l proceso de
eliminacién del disolvente, e emulsificante mantiene las gotas de aceite en su
configuracion esféricay las previene de la agregacion hasta que el disolvente se elimina
completamente y las microesferas se endurecen como particulas individuales. Los mas
empleados son el PVA, lagelatina, lametilcelulosa, € polisorbato, €l spamy lalecitina.
La concentracion requerida y la efectividad de cada emulsificante es diferente, y e

mejor emulsificante para una aplicacion en particular se determina experimental mente.
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Las propiedades fisico-quimicas, las propiedades estructurales y la concentracion del
emulsificante influyen en las caracteristicas de las particulas, igualmente se emplean
también en la alimentacién, cosmética, ya que entre otras propiedades aumentan la
duracion de almacenamiento.

En este estudio se utiliz6 como emulsificante macromolecular el PVA. Es
extensamente usado en la fabricacién de nano/microesferas por su alta viscosidad en €l
medio acuoso, su fuerte absorcion alrededor de las gotas de emulsion, y su fuerte
propiedad de estabilizador de la emulsion ya que forma pequefias y uniformes particulas
y se dispersa con facilidad en e medio acuoso. Sin embargo, no es facil deshacerse en
los lavados del emulsificante, 1o que puede causar problemas en la purificacion del
producto y en las propiedades de formacion de las nano/microesferas (Feng y Huang,
2001).

Para la preparacion de NPs de PLGA, el PVA es el emulsificante mas utilizado.
Se ha observado que si las NPs tienen una gran cantidad de PVA son maés hidrofilas y
reducen lainternalizacion celular. Por tanto, las propiedades fisicas y de internalizacion
celular pueden ser moduladas con la variacién de la cantidad de PVA (Panyam y
Labhasetwar, 2003a). Ademés, cuando se afiade PVA a la formulacion, las NPs
resultantes tienen un potencial Z negativo, que es importante porque influye en la

estabilidad de la particulay en lainternalizacion celular (Kimy cols, 2008).

IV.1.2. Método de atomizacion y secado

Desde los afos 40, la técnica de atomizacion y secado o también [lamada técnica
del Spray Dryer es usada en laindustria farmacéutica por ser una técnica adecuada para
el secado de productos farmacéuticos sensible al calor con una pérdida minima de la
actividad (Broadhead y cols, 1992). A parte de ser utilizada en laindustria farmacéutica,

también se hallaen laindustria quimica, alimentariay bioquimica.

A la hora de sintetizar sistemas encapsulados mediante el método del Spray
Dryer, se pueden emplear una variedad de polimeros hidréfobos o hidroéfilos de origen
natural, sintético o semisintético. En cuanto a farmaco, puede ser termoresistente o
termosensible, ya que esta técnica es aplicable a cualquier tipo de farmaco. Esto

conduce a la gran importancia para €l desarrollo en laindustria farmacéutica sobre todo
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en laliberacion de farmacos hidréfobos que representan uno de los mayores desafios en
el campo de la liberacion de nuevos farmacos y de sus vias de administracion (Mu y
cols, 2005).

La porosidad que presentan las particulas obtenidas por Spray Dryer es una
caracteristica importante que permite que el agua penetre en la particulay asi aumentar
la velocidad de liberacion del farmaco. Este tipo de particulas porosas ofrecen ventajas
sobre las particulas no porosas, presentan efectos beneficiosos en la liberacion del
farmaco, por ejemplo, en €l tracto respiratorio por via inhalatoria, y asi meoran la
eficacia de administracion (Healy y cols, 2008).

Las caracteristicas de las particulas, como el tamafo, la densidad y la forma se
puede controlar con los parametros del Spray Dryer: temperatura de entrada, viscosidad,
atomizador y concentracion de la disoluciéon (Heay y cols, 2008). El secado rgpido
puede llevar a la produccion de material amorfo y puede ser un inconveniente en el

rendimiento biofarmacéutico de laformulacion obtenida.

Una de las sintesis de las NPs obtenidas en este trabagjo se llevo a cabo mediante
esta técnica que convierte en un solo paso un liquido en un polvo. La atomizacién de
principio activo, previamente disperso o disuelto en una solucion polimérica, es
arrastrado en el seno de una corriente de aire caliente hasta un colector. En este
recorrido, el disolvente es eliminado, debido a las altas temperaturas de esta corriente de
aire, y se forman instantaneamente las nano/microparticulas, que se recogen en €
colector.

Este proceso puede resumirse en cuatro etapas fundamentales (Broadhead, 1992;
Giunchedi y coals, 1995):

1. Atomizacion del material
2. Contacto con €l aire caliente
3. Secado de las gotas atomizadas através del aire caliente

4. Recogidadel producto solido obtenido que se ha separado en €l ciclon
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En € presente trabajo, se utilizd un atomizador de la casa Bichi, modelo Mini
Spray Dryer B-191, Bichi, Switzerland, € cua consta de las siguientes partes como
muestra la Figura 8:

- Sistema de aimentacién (1): comunica e depdsito donde se encuentra la
solucion polimérica, que debe tener una viscosidad tal que asegure la dispersion
uniforme del principio activo, con el sistema atomizador propiamente dicho, mediante

una bomba peristaltica.
-Boquilla atomizadora (2)

-Camara de secado (3): donde el producto atomizado se somete a una corriente de
aire caliente, por medio del cua el disolvente polimérico se evapora, de forma que €l
polimero se deposita arededor de los nucleos del principio activo, formandose asi las

microparticulas.

-Cémara de separacion (4): su mision es separar los gases efluentes de las
microparticulas a través de una corriente de aire de tipo ciclon. Esta camara esta
conectada con un sistema de filtracion para asi evitar la salida a exterior de particulasy

gases.

-Cémara de recogida de nano/microparticulas (5)

1. Sistema de alimentacion
2. Boquulla atomizadora
3.Camara de secado

4. Camara de separacion
5. Camara de recogida

Figura 8. Mini Spray Dryer B-191 dela casa Buichi.
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La principal desventgja de este método es el ato coste que tiene para muchas de
sus aplicaciones, originado, fundamentalmente, por € bajo rendimiento en condiciones
experimentales de laboratorio que presenta cuando no se trabga con temperaturas de
secado muy altas. A pesar de ello, presenta numerosas ventajas frente a los métodos
tradicionales:

1. répidoy sencillo

2. no requiere el uso de disolventes adicionales o fase oleosa, a contrario que
ocurre con los métodos de emulsificacion tradicionales
permite la obtencién de grandes |otes de productos
no importan los parametros de solubilidad del farmaco y del polimero para
disefiar el método de obtencién del encapsulado

5. disminucién de los residuos orgéanicos

Este método suele generar productos formados por particulas esféricasy con una
estrecha distribucion de tamarios. No obstante, variando las condiciones de trabagjo se
pueden modificar muchas propiedades de |os sistemas obtenidos (apariencia, tamafio de
particula y distribucién, porosidad, contenido en humedad, estabilidad, fluidez,
friabilidad, etc), por lo que previamente seria necesario llevar a cabo diferentes
experimentos, modificando los distintos parametros del sistema, hasta poder optimizar
el proceso de obtencién. Los parametros indispensables a la hora de preparar las

nano/microparticul as son los siguientes:

Temperatura de aire de entrada (inlet): se define como |la temperatura de aire seco que

fluye a través del instrumento con la ayuda del aspirador. Temperatura que debera ser
superior a la temperatura de ebullicion del disolvente empleado. En nuestro caso, es €

DCM cuya temperatura de ebullicién es 39,8 °C.

Temperatura de aire de salida (outlet): corresponde a la corriente de aire que contiene

las particulas solidas antes de entrar en el cicléon. Este valor no es arbitrario y es €l
resultado de la temperatura de entrada y de calor necesario para la evaporacion del
disolvente y es indicativo del grado de humedad del producto final asi como de la
eficacia de la atomizacion.

Aspirador: se encarga de recoger y aspirar €l aire seco simultdneamente produciendo un

vacio parcial que ayuda a cicldn, responsable de la separacion y morfologia del
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producto final. La potencia del mismo vendra determinada por €l tipo de producto. Si es
demasiado potente, puede absorber y llevarse particulas pequefias, pero s es débil no
forma bien €l ciclon y da lugar a turbulencias indeseables que deforman las particulas.
En este trabajo, se optimizo esta variable al 70 % impidiendo la pérdida de particulas

por aspiracion y favoreciendo laformacion de un ciclon sin turbulencias.

Bomba: la funcion de la bomba incorporada es alimentar la solucion para ser secada
dentro del aparato. El ajuste de la alimentacion de la bomba esta intimamente
relacionado con la temperatura de entrada y salida. Cuanto mayor sea la velocidad de
bombeo mayor sera la diferencia de temperaturas entre la de entrada y salida.
Seleccionar uno u otro valor para la bomba depende de varios factores como la
viscosidad de la disolucién a bombear y el didmetro del tubo. Las condiciones que se
han establecido para la bomba son de 5 % (1,5 ml/min) y 16 % (5 ml/min); lo que se
considera una velocidad de bombeo baja, ya que se busca conseguir unas particulas con

un tamarnio 1o méas pequerio posible.

Flujo de aire: se define como la cantidad de aire sobrecomprimido necesaria para la
pulverizacion de la solucion, emulsion o dispersion. A mayor flujo de pulverizacion
menor es el tamafio de particula del producto final. El flujo de aire también interviene
en el tamafno de la particula final, siendo a mayor flujo, menor el tamafio de la particula
obtenida. En este estudio se utilizaron flujos de aire de 700 y 800 Ni/h.

Concentracién de disolucion: la concentracién influye en el tamafio de las particulas de
la siguiente forma: una baja concentracion de la disolucién inicial produce particulas
deshinchadas y de aspecto rugoso; sin embargo, una mayor concentracion da lugar a
particulas més esféricas y lisas. Se estudiaron concentraciones de polimero en €
intervalo de 1-2 %.

Volumen de disolucién: diversos estudios muestran gque existe un significativo aumento

del rendimiento a aumentar el volumen de la disolucidén que pasa por € atomizador
(Guerrero, 2004).
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V. Regulacion dela proliferacion celular

V.1. Muerte celular. Conceptos generales

La muerte celular es un acontecimiento esencial para la homeostasis de las
células que tiene lugar durante €l desarrollo embridnico y postembridnico. No es solo
importante para €l desarrollo normal sino también para la vida adulta de muchos tipos
de organismos. Se distinguen dos procesos principales que llevan ala muerte celular: la

apoptosis o muerte celular programaday la necrosis (Liao y Lieu, 2005).

Existen otros procesos alternativos en la muerte celular programada que incluye
la autofagia, la paraptosis y la catastrofe mitética (Figura 9). Estas alternativas suelen

ser vias caspasas-independientes (Broker y cols, 2005).

APOPTOSIS

Estimulos daiinos :

Receptores muerte
Farmacos citotoxicos
Radiacion :

N\

AUTOFAGIA

Pt

——> PARAPTOSIS

\ CATASTROFE MITOTICA

NECROSIS

Figura 9. Distintos modelos de muerte celular: autogafia, paraptosis, catastrofe mitética 'y
Necrosis.

La autofagia es la captura de material citoplasmético y organelas por vesiculas

de doble membrana llamadas autofagosomas, y su posterior degradacién por e sistema
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lisosomal. En este proceso de muerte celular programada no interviene la activacion de

las caspasas.

La paraptosis, definida en algunos estudios con PTX en células de cancer de
pulmén ASTC-a1 (Chen y cols, 2008), se caracteriza por una vacuolizacion
citoplasmatica que empieza con un proceso progresivo de inflamacién de la mitocondria
y del reticulo endoplasmatico, todo ello en ausencia de la activacion de caspasa. Podria
estar mediada por las protein kinasas activadas por mitégenos y desencadenada por
miembros de lafamilia TNF (TAJTRQOY) y del factor de crecimiento tipo insulina 1.

La catastrofe mitética se desencadena tras un fallo en la mitosis del ciclo
celular, en algan punto de control del ciclo celular y € desarrollo de células aneuploides
condenadas a morir. Se puede desencadenar por dafio a ADN o por
estabilizacion/desestabilizacion de los microtlbulos causada por los farmacos. Este
proceso mata a las células por uno de |os estadios de la mitosis (metafase) de una forma
p53-independiente, o puede suceder también de forma p53-dependiente tras un fallo en
la mitosis por activacion del punto de control poliploide. Algunos autores manifiestan
gue la catéstrofe mitética se acompafia de una permeabilizacion de la membrana de la
mitocondriay su posterior activacion de las caspasas; sin embargo otros, expresan que
es distinto al proceso apoptotico puesto que la sobreexpresion de Bcl-2 o la inhibicién
de las caspasas ho previenen la mitosis catastréfica ni €l desarrollo de células gigantes
multinucleadas (Broker y cols, 2005).

La apoptosis es un proceso fisiolégico esencial para € organismo ya que
desempefia un papel importante en e desarrollo celular y en e mantenimiento de la
homeostasis de tegjidos. Se encuentra también implicada en un gran nimero de
situaciones patologicas que pueden originarse por un desequilibrio en los procesos de
proliferacion y muerte celular que regulan el nimero de células de un organismo. Frente
al cancer es uno de los mecanismos de defensa, y en células cancerigenas la muerte
natural por apoptosis suele estar inhibida; por €ello, las terapias anticancerosas (la
quimioterapia) trata de activar o restaurar la apoptosis como medio de lucha contra las
células cancerigenas (Haanen y Vermes, 1995). La apoptosis es inducida por varios
estimulos entre los que se incluyen la unién de ligandos a receptores especificos de
superficie, dafio a ADN por diversos factores como féarmacos, radiaciones, estrés

celular...etc. Las células gue mueren por apoptosis muestran cambios morfol égicos y
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bioquimicos que les permite diferenciarse de las células necrdticas. A diferencia de la
necrosis, las células apoptoticas a ser eliminadas mediante fagocitosis evitan que se

vierta su contenido al exterior, y por tanto que se produzca una reaccion inflamatoria.

Se suele diferenciar la apoptosis temprana y la apoptosis tardia; la temprana se
caracteriza por una reduccion del tamano celular, fragmentacion del ADN en dos tipos
de fragmentos (cortos 200 nbp y largos 50-300 kbp), y una membrana citoplasmética
intacta gue contiene granulos citoplasmaticos y fragmentos nucleares (Saundersy cols,
1997). En esta etapa, hay que destacar algunos procesos importantes como la exposicion
alafosfatidilserinay la activacion de la familia de las caspasas. En la apoptosis tardia,

se desintegran todo |os granul os citoplasmaticos y fragmentos nucleares.

Lanecrosis se caracteriza por € hinchamiento del citoplasmay de las organelas
citoplasméticas, dilatacién de la mitocondria y aumento de la permeabilidad de la
membrana. Este proceso produce una ateracion de la membrana plasmatica dando lugar
a su fragmentacion y a la salida del contenido celular a espacio extracelular
desarrollandose en €l tegjido adyacente una reacciéon inflamatoria en respuesta a la
liberacién de los desechos celulares. La necrosis puede darse también en enfermedades
neurodegenerativas, autoinmunesy en el cancer.

El proceso apoptdtico, en términos generales, tiene lugar mediante dos vias que

dependen del tipo de sefia que ponga en marcha el proceso (Figura 10):

e laviaextrinseca (viade |los receptores de muerte)

e laviaintrinseca (via mitocondrial)
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Via extrinseca

Ligando: Via intrinseca o mitocondrial
CDY5L/FasL

Daiio celular, Stress, Daio
‘ Receptores muerte ADN \
\ Bel-2

DISC Y
I II I Procaspasa 8 %

| /O

\\\\lHHI'

V

APOPTOSIS

Caspasa §

Apoptosoma

O

Caspasa 9

Figura 10. Principales vias apoptoéticas y activacion de las caspasas. El proceso de apoptosis
tiene lugar através de dos vias: la via extrinseca (via de receptores de muerte) o laviaintrinseca
(viamitocondrial). Ambas vias convergen en la activacion de la caspasa 3.

Para que €l proceso apoptatico tenga lugar, existe un componente indispensable,
se trata de la familia de las caspasas, que son cistein-proteasas intracelulares que se
compone de unos 14 miembros. Se pueden dividir en caspasas iniciadoras. caspasa -2, -
8, -9y -10, las cuales se ocupan de activar a las caspasas €jecutoras. caspasa-3, -6 y -7,
y éstas son responsables de los cambios morfoldgicos y bioguimicos caracteristicos de
la apoptosis como la reorganizacion del citoesqueleto, condensacién nuclear y
fragmentacion del ADN (Denault y Salvesen, 2002; McGeey cols, 2002).

La via intrinseca se desencadena por cualquier estimulo apopt6tico como por
giemplo e dafio celular o € estrés. En respuesta a estos estimulos, la mitocondria, que
contiene proteinas como el citocromo c o el AlF (factor inductor de la apoptosis), libera
estas proteinas al exterior mitocondrial. Por tanto, el citocromo c liberado a citosol se

une a ATP y a factor activador de proteasas apoptéticas (Apaf-1) formando un

~51~



Introduccion

complejo heptamérico protéico denominado apoptosoma que provoca la autoactivacion

de la procaspasa 9 que a su vez activa a otras caspasas (Denault y Salvesen, 2008).

Lavia extrinseca se pone en marcha a través de la unién de ligandos externos a
receptores de membrana denominados receptores de muerte (Death receptor), los cuales
son proteinas de membrana que presentan varios dominios ricos en cisteinay son parte
de la familia de TNF (TNFR), que incluyen: TNFR1, Fas (CD95) y los receptores del
ligando inductor de apoptosis relacionado con € TNF (TNF-related apoptosis-inducing
ligand) TRAIL/Apo-2L (TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/DRS5). Los receptores de muerte
también poseen un dominio intracelular en el C-termina del receptor denominado

dominio de muerte (DD).

Se forma un complejo receptor-adaptador-caspasas llamado DISC (death-
inducing signaling complex). Las moléculas adaptadoras como FADD (Fas-associated
death domain protein) son necesarias para €l reclutamiento y activacion de |as caspasas.
Todo ello activara la procaspasa 8, que a su vez puede activar a otros miembros de la
familia como las caspasas -3, -6 6 -7, o inducir la fragmentacion de un miembro de la
familia pro-apoptética Bcl-2 (BID) que se transloca a la mitocondria y pondria en
marchala otravia (Hengarter, 2000; Denault y Salvesen, 2008; Taylor y cols, 2008).

El solapamiento y la integracion de las dos vias se deben a BID, un miembro
proapoptético de la familia de Bcl-2. La caspasa-8 media la ruptura de BID
incrementando enormemente su actividad proapoptética que resulta en su translocacion
alamitocondria donde promueve la liberacion del citocromo c. Hay que tener en cuenta
gue en la mayoria de las condiciones este solapamiento es minimo y las dos vias operan

de manera independiente (Gross, 1999).

Microtubul os

El citoesqueleto es una estructura tridimensional dindmica que se extiende a
través del citoplasma, da estabilidad a la célula e interviene en e movimiento celular.
Por los afos 60, se identificaron tres sistemas de fibras que se encuentran en el interior

del citoplasma: microfilamentos, microtubulos y filamentos intermedios.

e Losmicrofilamentos son |as fibras mas delgadas de 3-6 nm y estan formados por

la actina.
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e Losfilamentos intermedios tienen 10 nm de diametro y provocan una resistencia
mecanica a la cdlula. Segun € tipo celular varian sus proteinas constitutivas.
Podemos decir que existen seistipos de filamentos intermedios.

e Los microtubulos (MTs), componente mas importante para nuestro estudio, son
tubos cilindricos de 20 - 25 nm de diametro y estan formados por un

heterodimero de a y f tubulina (Figura 11).

Organizacian de

Tubl.ijllna i Microtubulos
."""’I l___} — (7
O ® g0 © o X ‘
OO — & - — ; e

oo ® s _® e l

o0 - :

®.0 O l

'Il'uhulina ) Dimeros de seccion transversal

[ Tubulina {13 molécula de tubulina)

Figura 11. Dimeros detubulina en la formacion de los microtubulos (M TS).

Ejercen un papel fundamental en la divison celular, motilidad celular,
transporte celular, movimiento de organulos, transporte intracelular de sustancias,
sefidizacion celular y en la orientacion y segregacion de los cromosomas durante la
mitosis (Manfredi y Horwitz, 1984). También constituyen la estructura interna de los
ciliosy flagelos. Cada MT posee una polaridad: un extremo positivo (+) y uno negativo
(-). El extremo (+) orientado hacia el cinetocoro y el extremo (-) orientado a lado
contrario.

La polimerizacion de los MTs es un proceso complgo el cua involucra €
ensamblgje de las subunidades o [ tubulina seguido de una hidrdlisis de GTP. Cada
subunidad de heterodimero de tubulina estd unido a una molécula de GTP. La
subunidad a se une al GTP de forma irreversible mientras que la unién con la subunidad
B esintercambiabley se hidroliza durante la polimerizacion. La polimerizacion de los
MTs ocurre a través de 2 etapas. nucleacion (crecimiento) y elongacion. Inicialmente,
en la etapa de nucleacion se forma un oligbmero de 6 a 12 dimerosde o f  tubulina.

El GTPseunealosdimeros a [ detubulinay se suman en €l nicleoy llevaacabo la
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elongacion y laformacién de los protofilamentos. Tras una fase répida de elongacion, el
ensamblaje de los MTs alcanza la fase estacionaria, donde la suma 'y la disociaciéon de
las subunidades de tubulina se equilibran. Resumiendo, € ensamblaje de los MTs
consta de tres fases:

- nucleacion: eslaformacion de pequeiios MTs

- elongacion: sumade los dimeros individuales de tubulina

- estado estacionario: equilibrio dindmico donde hay una constante suma o

pérdida de tubulinadel MT

Los MTs se adargan y se acortan mediante la adicion y eliminacion de
subunidades en sus extremos. La alternancia entre polimerizacion y despolimerizacion,

eslo que se llamainestabilidad dinamica (Sorger y cols, 1997).

V.2. Ciclo celular. Conceptos gener ales.

El ciclo celular es una secuencia ciclica de las etapas en la vida de las cdlulas
eucariotas, por la cua pasa de una divisién a la siguiente. Consta de dos fases

principales: lainterfasey lafase M.

Lainterfase, se divide en las fases G;, Sy G,. Esta fase corresponde a la fase
de crecimiento celular donde se sintetiza el ADN, se produce € RNA y existen
numerosas reacciones bioquimicas necesarias para la division celular. Cuando la célula

alcanzalafase G, estalistaparadividirsey entrar en lafase M (Figura 12).
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Periodo estable,
sin division

Figura 12. Esquema simplificado de las etapas del ciclo celular de las células eucariotas.
Interfase (fase G4, Sy Gy) y fase M.

Lafase M eslafase de division nuclear y celular. Esta fase presenta 6 estadios:
los 5 estadios de la mitosis. profase, prometafase, metafase, anafase y telofase; y la

citocinesis, que se detallan a continuacion:

e Profase: los cromosomas se condensan y se formael huso mitético

o Prometafase: se desintegra la envoltura nuclear y los MTs del huso se
fijan alos cinetocoros

e Metafase: los cromosomas se alinean sobre e punto de control del
ensamblaje del huso (Figura 14)

e Anafase: las cromdtidas hermanas se separan y se convierten en
cromosomas individuales que migran hacialos polos del huso

e Telofase: los cromosomas alcanzan los polos del huso, la envoltura
nuclear se forma nuevamente y los cromosomas condensados se relgjan

e Citocinesis: el citoplasma se divide

De modo general, 1o que se produce en que cada estadio se muestra en la siguiente
figura (Figura 13):
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PROFASE PROMETAFASE

G,

Replicacion
del ADN §

Gl Condensacion Anclaje de los
cromosomica cromosomas METAFASE

Punto de control de la mitosis —»

Alineacion
cromosomica

Citocinesis Segregacion
cromosomica

Figura 13. Fases del ciclo celular con los 5 estadios de la mitosisy la citocinesis, con vista a
la estructura de los MTs. Los MTs se muestran en verde (formando € huso mitético), los
cromosomas en azul en el ecuador del huso y 1os cinetocoros en rojo.

Punto de control del
ensamblaje del huso

b, L

AN AN ]

Prometatase Metaftase Anafase

Figura 14. Los tres primeros estadios de la mitosis. Se muestra donde se sitlia € punto de
control delamitosis, el responsable del ensamblaje de los husosdelos M Ts.
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V1. Paclitaxel

VI.1. Origen

El Paclitaxel (PTX) se obtiene de la corteza del Tejo del Pacifico, Taxus
brevifolia Nutt., familia Taxaceae (Figura 15). Existen varios tipos de tejo, entre |os que
se incluyen el tegjo inglés 0 e europeo (Taxus baccata), € tejo del pacifico (Taxus
brevifolia) y el tejo japonés (Taxus cuspidata). Taxus brevifolia es una conifera nativa
del noroeste del Pacifico en Norteamérica. Es un arbol perenne de tamafio pequefio a
medio, que crece hasta los 10 - 15 metros de alto con un tronco de 50 cm de didmetro.
L as hojas son lanceoladas, planas, de color verde oscuro, 1 - 3cmdelargoy 2 - 3 mm

de ancho.

Figura 15. Corteza del Taxus brevifolia.

El departamento de Agricultura botanica de los EEUU lo recolectd por primera
vez en 1962 con € fin de realizar una investigacion sobre la actividad anticancerosa
usando la linea celular KB; la citotoxicidad que contenia la corteza fue confirmada en
1963 sobres estas mismas células. Su recoleccion definitiva fue llevada a cabo en 1965
por e Dr. Monroe Wall del RTI (Research Triangle Insitute) en €l norte de California, y
desde ese momento empezaron todos los descubrimientos de este novedoso farmaco
antineoplésico, el PTX (Kingston, 2007).

La actividad del tejo in vivo en leucemia de ratdn fue confirmada en 1966, pero
este descubrimiento no fue muy destacado. No obstante, se sigui6 trabajando en €l RTI
y no fue hasta 1969 cuando se consigui6 aislar el PTX puro con un rendimiento de 0,01

% de la corteza. Este rendimiento obtenido era muy bao, y nuevos métodos de
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extraccion mediante cloroformo en columna simple reversa consiguieron aumentarlo
hasta 0,04 % (p/p) (Panchagnula, 1998). Hoy en dia, se necesita 2 g para el tratamiento
quimioterapéutico de un solo paciente, equivalente a un sacrificio de cuatro érboles
(Singlay cols, 2002).

En 1971, la estructura del PTX fue publicada por Wall y Wani (Wani y cols,
1971). En 1979, Susan Horwitz descubrié e mecanismo de accion del PTX que
promueve la polimerizacién de los MTs (Schiff y cols, 1979); pero hasta € afio 1992 no
fue aprobado por la FDA de EEUU para el tratamiento de cancer de ovario y en 1994

parael tratamiento de cancer de mama.

El PTX presenta actividad anticancerosa frente a los siguientes tipos de

canceres (Fu y cols, 2009):

- cancer de ovario /neoplasia malignade ovario

- cancer de mama/neoplasia maligna de mama metastasico 0 no metastasico
- neoplasia maligna de pulmon microcitico metastésico o no metastasico

- Sarcomade Kaposi

- neoplasiamaligna de cabezay cuello

- neoplasia maligna de estfago

- neoplasia maligna de endometrio

- neoplasamalignadevejiga

- neoplasiamaligna de cérvix

- neoplasiamaligna de préstata

V1.2. Formulacion del Paclitaxel

El PTX se encuentra formulado y comercidizado bajo € nombre de Taxol®
(Laboratorio Bristol-Myers Squibb, S.L). En dicha formulacion, el PTX se encuentra
disuelto en una mezcla de Cremophor EL (aceite de castor polietoxilado) y alcohol
deshidratado (1:1; v/v). Los viales de Taxol® contienen 6 mg de PTX por ml de dicha
mezcla. Previa a la administracion que tiene lugar por via intravenosa, se diluye de 5 a
20 veces (Kimy cols, 2001; Singlay cols, 2002). Para €llo, se emplea una solucién de

cloruro de sodio a 0,9 %, o solucién de dextrosa a 5 %, o una mezcla de dextrosa 5 %
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y solucion salina 0,9 %, o solucion Ringer para inyeccion con dextrosa 5 % hasta llegar
a una concentracion final entre 0,3 y 1,2 mg/ml. Las soluciones preparadas para
perfusién permanecen estables durante 27 h a 25 °C y no se deben refrigerar. Como
sucede con todos los farmacos citostéticos, se debe manipular con precaucion y las
diluciones se llevaran a cabo en condiciones de asepsia por personal experimentado y en

un area especifica.

Para minimizar la exposicion a DEHP (dietilhexilfalato) que puede formarse
por lixiviacion del plastico PVC presente en bolsas, equipos de perfusion o demas
instrumentos médicos, las soluciones diluidas deben conservarse en envases no-PVC
(vidrio, polipropileno), o bolsas plésticas (polipropileno, poliolefina) y administrarse

con un equipo de polietileno (Singlay cols, 2002).

El Cremophor EL (CrEL) es un surfactante no i6nico que se obtiene de la
reaccion del aceite de castor con 6xido de etileno en un ratio molar de 1:35. El aceite de
castor 0 aceite de ricino es un aceite incoloro que se obtiene a partir de las semillas del
Ricinus communis, que presenta un ato contenido en glicéridos del acido ricinoleico,
isoricinoleico, estearico y dihidroxiestedrico. El CrEL tiene por tanto una composicion
muy variable presentando una mayor proporcién de oxalatos de triglicéridos del &cido
ricinoleico (polietilenglicol ricinoleato 35). Se usa como vehiculo para solubilizar una
gran variedad de farmacos hidréfobos como anestésicos (propofol), antineoplasicos
(PTX, teniposido, clanfenur), inmunospresores (ciclosporina A), ansiolitico (diazepam)
y fotosensiblizantes (C8KC). La cantidad de CrEL que se administra con estos farmacos
se encuentra en €l intervalo de 1,5 - 10,3 ml, sin embargo, con el PTX se necesita una
cantidad mayor, alrededor de 26 ml, lo cua conlleva graves consecuencias, cComo son
los efectos adversos que se producen a la hora de su administracion (Rowinsky y
Donehower, 1995; Gelderblom y cols, 2001).

Como efectos adversos, e mas importante son las reacciones de
hipersensibilidad similares a las del tipo | que aparecen a los 10 min de la
administracion intravenosa, se acompafian con hipotension, disnea, urticaria, dolor de
pecho. Para evitar tales efectos los pacientes deben recibir una premedicacion
(Rowinsky y cols, 1990):
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- Corticoesteroides: Dexametasona 20 mg via oral, unas 6 a 12 h antes del
tratamiento.

- Antihistaminicos. Difenhidramina 50 mg via intravenosa, de 30 a 60 min antes
del tratamiento.

- Antagonistas H,: Cimetidina o Ranitidina 300 mg via intravenosa, de 30 a 60

min antes del tratamiento.

Se han identificado también por parte del CrEL otros efectos secundarios como
(Gelderblom y cols, 2001):

- Neurotoxicidad: neuropatia periférica caracterizada con parestesia y
entumecimiento. Aunque el desarrollo de sintomas graves no es habitual.

- Trastornos cardiacos como bradicardias, aunque también se ha dado € caso de
Isquemias, taquicardias ventriculares e infartos de miocardio.

- Hiperlipidemia, agregacion de eritrocitos.

Como cualquier farmaco antineoplasico, e PTX también causa algunos efectos
secundarios (Rowinsky y Donehower, 1995), que suelen ser efectos comunes a los

producidos en una quimioterapia:

- Neutropenia: es la toxicidad limitante de dosis, y se debera por tanto, realizar
recuentos sanguineos con frecuencia

- Alopecia

- Trastornos gastrointestinales. vomitosy diarreas

- Otros: mucositis, ileo paralitico, mialgias y fotopsias

Otras formulaciones

El mayor obstaculo para una quimioterapia efectiva con el PTX son los efectos
toxicos por el uso de surfactantes y su limitada disponibilidad. Por tanto, su eficacia en
quimioterapia esta unido a desarrollo de nuevas formulaciones farmacéuticas, ya que es
poco soluble en aguay no se absorbe por la barrera G1 por presentar MDR (Kimy cols,
2001). Se han realizado numerosos estudios en nuevas formulaciones farmacéuticas,
gue incorporan e PTX para evitar el uso del CrEL. Estas nuevas aternativas de

dosificacion incluyen liposomas, micelas, emulsiones parenterales, conjugados de
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albumina, nanocapsulas, complegjos de ciclodextrina. Algunas de estas formulaciones
pueden disolver suficiente PTX y mejorar los efectos anti-tumorales en modelos

animales (Feng y Huang, 2001; Muy Feng, 2001).

V1.3. Clinica dd Paclitaxe

La dosis més utilizada es de 175 mg/m? en perfusién de 3 horas cada 3 semanas.
Después de su administracion intravenosa, el PTX presenta una disminucion bifésica de
sus concentraciones plasmaticas. La farmacocinética se determind con dosis de 135
mg/m? y 175 mg/m? en dosis continuas de 3 a 24 h. El valor medio estimado del
aclaramiento corporal oscilo entre 3 a 52,7 h. Mas del 90 % del farmaco se fija a
proteinas plasmaticas. EI metabolismo hepdtico y e aclaramiento biliar son las
principales vias de eliminacion. El farmaco se metaboliza por via hepatica, por las
enzimas del citocromo P-450, y menos del 10 % del farmaco se elimina por la orina,

siendo lamayoria por heces (Panchagnula, 1998; Singlay cols, 2002).

V1.4. Caracteristicas quimicay fisicas del Paclitaxel

El PTX es un polvo cristalino, entre e color blanco y el color hueso. Es
altamente lipofilico, insoluble en agua y funde a una temperatura de 216-217 °C.
Aungue sea poco soluble en medios acuosos, se disuelve bien en disolventes organicos.
Se puede preparar en concentraciones milimolares de distintos alcoholes, como metanol,
etanol y en dimetilsulfoxido (DMSO). A nivel de uso farmacéutico, como carece de
grupos funcionales ionizables, no seria posible la manipulacion del pH, y por tanto, no
se aumentaria su solubilidad, al igual que tampoco daria lugar a la formacion de sales
(Singlay cols, 2002).

El PTX es un diterpenocide pseudoalcaloide con una formula molecular
Cu7H51N014 de peso molecular 853,9 g.mol™. El nombre segiin la IlUPAC del PTX es el
(2a, 4a, 5B, 7B, 108, 13a) - 4,10-bis (acetiloxi) - benzoato oxi de 13- {[(2R, 3S) - 3
(benzoylamino) - 2-hidroxi-3-fenilpropanoil]}-1.7 dihidroxi-9-oxo-5,20-epoxitax-11-
en-2-il (Figura 16). Aunque la sintesis quimica se haya conseguido realizar (Nicolau y
cols, 1994 -1995; Holton y cols, 1994), seria dificil anivel industrial y muy carallevarla

a cabo. Existe un compuesto cada vez méas importante para la semi-sintesis, se trata del
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10-DAB-III (10-deacetilbaccatin 111) que se ha aislado con un alto rendimiento de las
agujas del Taxus baccata en 1981 y de la corteza del Taxus brevifolia en 1982

(Chauvierey cols, 1981).

El factor limitante que existe para la sintesis del PTX es la formacion del anillo
1,3-epoxiporpano y la cadena ester homoquira que se encuentra en e C;3. Numerosos
estudios han demostrado que para mantener la actividad citotoxica es necesario la
presencia de la cadena ester y que el anillo de los taxanos quede intacto (Kingston,
1994). Por otro lado, la presencia del grupo hidroxilo libre en la posicién 2' de la
cadena ester es importante para aumentar tal actividad (Figura 16) (Kingston, 2001; Fu
y cols, 2009). Sin embargo, la posicion 7-OH no es tan importante para la actividad,
puesto que puede ser esterificada, epimerizada o incluso excluida sin pérdida
significativa en la actividad. No obstante, existen estudios que muestran que € tamafio
del sustituto a esa posicion puede influir en la actividad de polimerizacion (Rao y cols,
1999).

1,3-epoxipropano
importante para la
actividad y su apertura da
productos inactivos

Eliminacion o modificacion del
2’-OH reduce la actividad

gr. OH es 1til pero no
esencial

Figura 16. Estructura quimica del Paclitaxel (PTX). Se sefidiza los grupos funcionales més
importantes para la actividad antitumoral.

V1.5. Mecanismo de accion

Los MTs representan un papel importante en la regulacién del aparato mitético,
por ello, su interrupcion puede inducir a una parada en la fase M ddl ciclo celular, ala
formacién de husos mitéticos anormales o finamente a la conducciéon de sefiaes
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apoptoticas. En estos uUltimos afios, e descubrimiento de la actividad citotdxica de
varios compuestos que interfieren en el aparato mitético ha atraido la atencion, y los
MTSs se han convertido, por tanto, en una diana farmacol 6gica importante para el cancer.
Compuestos anti-microtubulares como la familia de los Taxanos, Paclitaxel (Taxol®) y
Docetaxel (Taxotere®) que estabilizan los MTs y la familia de los acaloides de la
Vinca, Vincristinay Vinblastina, que desestabilizan los MTs; han mostrado su eficacia
en las principales neoplasias sdlidas (McGrogan y cols, 2008; Cheung y cols, 2009).

Los MTs se encuentran en un estado de equilibrio continuo con sus subunidades,
y traslaunion del PTX, de forma especifica en los residuos de amino écidos 217-233 de
la subunidad B-tubulina (Panchagnula, 1998; Snyder y cols, 2000; McGrogan y cols,
2008) (Figura 17), se produce una ateracion de los MTs, transformandolos en MTs
estables y disfuncionales, y por tanto, blogueando las células en la fase G,/M del ciclo

celular e inhibiendo por tanto lareplicacion celular (Horwitz, 1992; Jiny cols, 2007).

Paclitaxel
(en el interior de los MTs)

Paclitaxel
» Sitio de union

de los Taxanos

Figura 17. Unién dd Paclitaxel con los microtubulos (MTs). EI PTX esta unido en la cara
internadelosMTs.

En 1993, se propuso la apoptosis como mecanismo de citotoxicidad del PTX en
células humanas de leucemia linfoide, siendo confirmado en estudios con otros tipos
celulares como células de prostata, de carcinoma de ovario, de cabeza y cuello, de
glioma y géstricas. La consiguiente detencion en la fase mitética del ciclo celular ha
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sido considerada como una de las formas por la cual el PTX produce citotoxicidad
(Wang y cols, 2000). Se ha visto también que inhibe la angiogénesis de los tumores,
aumenta la expresion de la TNF-a y aumenta la actividad de la cinasa jun N-terminal
(Blgjeski y cols, 2001).

En cuanto al mecanismo de accion, existen distintas hipotesis propuestas en
diversos estudios, de las cuales algunas se han confirmado y otras siguen en desarrollo.
Para poder establecer un mecanismo de accién, hay que tener en cuenta la concentracion
alacual setrabaja, que puede ser bgja (< 200 nM) o alta (hasta 30 UM 0 mas), y lalinea

celular en laque se trabaja, ya que algunas pueden ofrecer resistencia a farmaco.

Concentraciones bajas (< 200 nM)

A bajas concentraciones, Horwitz y cols (1993) expresaron que el PTX es un
potente inhibidor de la replicacion celular eucariota, y bloquea las células en la fase
G2/M del ciclo celular. Tras un estudio con células de ovario SKOV -3 tratadas con PTX
1 uM durante 5 h, observaron la formacién de haces estables de MTs. Esto fue
confirmado més adelante, sugiriendo que a unirse el PTX con la tubulina, se inhibe la
dindmica de los M Ts, provocando la despolimerizacion, pero sin afectar a citoesquel eto
(Sorger y cals, 1997; Wang y cols, 2000; Blajeski y cols, 2001; Westedt y cols, 2007).

Diversos estudios han demostrado que bajas concentraciones son suficientes
para inhibir la proliferacion en las células de carcinoma humano de cérvix, Hel a,
estabilizando los husos durante la mitosis, bloqueandola e inhibiendo asi |a replicacion

celular, 1o que conduce ala apoptosis (Yeung y cols, 1999).

Esta interrupcion en los MTs trae como consecuencia una detencién del ciclo
celular, mas exactamente, a nivel del punto de control del ensamblaje del huso. Se trata
de una via de sefializacion que une €l cinetocoro a un sensor, ésta monitoriza una buena
conexion entre husos mitéticos y cromosomas a una salida que detiene € ciclo celular;
y por tanto provoca una acumulacion de células en la fase G,/M del ciclo cdular
(Blajeski y cols, 2001; Holstein, 2001). Al bloguear las células en lafase G,/M del ciclo
celular, Yeung y cols (1999), muestran que se induce lafosforilacion del Bcl-2 (proteina
anti-apoptotica) en células de leucemia, lineas celulares de prostata y lineas celulares de

mama por la via de la c-Raf-1 y de las protein cinasas activadas por mitégenos. Se han
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identificado numerosos genes que pueden gjercer funciones en el punto de control del
huso: MAD2, BUB1, BUB3, PP2A y MAPK. El principio de la apoptosis puede estar
también asociado con la activacion de p34°®?, Cdc2 cinasa y otros ciclinas-cinasas
dependientes (CDKs) (Figura 18) (Wang y cols, 2000; Henley y cols, 2007; Danhier y
cols, 2009). Diversos estudios demuestran que la via apoptética del PTX es p53-

independiente.

Algunos autores sugieren que el PTX a bajas dosis impone un paro mitético. Por
definicion, € paro mitético suele ser reversible puesto que las células podrén llevarlo a
cabo de forma natural para reparar una mitosis que cursa de forma anormal. Existen
signos donde las células tratadas con bajas concentraciones de PTX avanzan de la fase
M y se acumulan en la fase G;, pero también se ha dado € caso, donde a 100 nM més
del 80 % de cd8ulas MCF-7 estaban muertas tras 72 h de tratamiento. Por tanto, el
término de paro mitético tendria que ser un fendbmeno irreversible ya que avanza
inevitablemente hacia la apoptosis; es por tanto preferible usar el término de blogueo

mitotico paradescribirlo (Henley y cols, 2007).

Si las células no son destinadas a una muerte por apoptosis, existen estudios que
demuestran, como define Henley y cols (2007), que las células avanzan en € ciclo
celular, superan la mitosis y se acumulan en la fase Gy, con bajos niveles de p34%%,
dando lugar a cuerpos multinucleados (Sorger y cols, 1997). Larelacion entre € estado
multinucleado y la induccién de la muerte por PTX sigue aun en estudio. Sin embargo,
seguin algunos autores, las células que fallan en la citocinesis y siguen el curso del ciclo,
a pesar del paro mitético provocado por el dafio a ADN o e dafio a los husos, se
dirigen a un estado no-apopt6tico conocido como catéstrofe mitética. Las células que se
dirigen a tal catéstrofe son llamadas multinucleadas y carecen de las caracteristicas
propias de la apoptosis como la degradacion del ADN (Sorgersy cols, 1997; Blajeski y
cols, 2001). La presencia de cuerpos multinucleados es un indicador de anomalias
cromosomales que no son reparadas hasta la finalizacién de la mitosis, 1o que conlleva
finalmente a la muerte celular (Figura 18). Esta forma de muerte en mitosis ha sido
elegido como efecto del tratamiento del PTX (Michalidesy cols, 2002).
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I Bajas concentraciones = 200nMN |

[ Unién PTX - p-rubulina |

J

DANO EN LOS MTs:
Supresion diniamica MTs — . Despolimerizacion MTs

j -Fosforilacion Bel-2

PARO MITOTICO - Activacion p34 <
Detencion en G,/M -Aumenta Cdc2

Alteracién punto control del huso -Activacion JNK
Falla citocinesis - Via p53 independiente?

Continuacion en el ciclo celular /
Acumulacion en fase G,

«

CELULAS MULTINUCLEADAS |

APOFPTOSIS

MUERTE:
CATASTROFE MITOTICA

Figura 18. Posibles eventos que llevan a la apoptosis a células tratadas con
concentraciones bajas de PTX. El paro mitético es e principa evento causado a bagjas
concentraciones puesto que los husos mitéticos con los més sensibles. MTs: microtibulos.

Concentraciones altas (> 200 nM)

A altas concentraciones, €l PTX induce la polimerizacion delos MTs (Blajeski y
cols, 2001). En las células incubadas con concentraciones micromolares de PTX se
observa una reorganizacion de los MTs; que conduce a un dafio masivo del huso, una
regulacion en la expresion de genes, activacion de las cinasas como INK/SAPK , p34%©
y otros. En esta via, no tendria que existir paro mitético puesto que la apoptosis podria
ocurrir en cualquier parte del ciclo celular (Wang y cols, 2000). La estabilizacion de los
MTsy por tanto su disfuncionalidad provoca igual que a concentraciones bajas, una
detencidn en la fase G,/M del ciclo celular y por tanto la inhibicion de la division
celular (Figura19) (Raoy cols, 1999).

Este dafio masivo, puede terminar en apoptosis p53-independiente sin pasar por
tanto, por un estado multinucleado (Sorger y cols, 1997). Otros estudios han demostrado

gue a concentraciones micromolares, al PTX aumenta la polimerizacion de los MTs e
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inhibe la progresion del ciclo celular hacia la fase S. Esta inhibicion es el resultado de
una muerte celular por necrosis (Yeung y cols, 1999). Aunque hay que tener en cuenta
gue la necrosis no es el solo mecanismo de muerte inducido por e PTX, ya que se ha

visto que en lineas celulares de mama a concentraciones nanomol ares causa apoptosis.

Diversos autores demostraron como el PTX egerce un efecto necrético a
concentraciones altas, pero e conocimiento del mecanismo estd aun en investigacion.
Hicieron un estudio en linea celular de mama, MCF-7, donde tras un tratamiento de 48
h con 5 mg/ml de PTX, existia una pequefia poblacién de células con € nicleo
fragmentado y la presencia de cuerpos apoptoticos;, ademés e ADN no se encontraba
fragmentado. Estos signos sugerian entonces que € efecto citotoxico mayoritario del
PTX eralamuerte por necrosisy en menor parte, por apoptosis (Figura 19) (El-Refael y
cols, 2002). Ademas, en células de cancer de cérvix Hel a, trataron con concentraciones
micromolares de PTX durante 2 h y observaron la muerte por necrosis en la mayoria de
las células (Michalakisy cols, 2005).

Altas concentraciones (>200 nM)

| Unién PTX — p-rubulina |

<

DANO MASIVO EN LOS MTs:
Aumenta polimerizacion > Reorganizacion de MTs

Detencion en G,/M
Inhibicion de la proliferacion celular

NECROSIS APOPTOSIS

Figura 19. Posibles eventos que llevan a la apoptosis a células tratadas con altas
concentraciones de PTX. Existe un daflo masivo microtubular como principal evento. Las
JINK/SAPK puede actuar con otras ciclinas que siguen en estudio; e paro mitético no es
requerido para estos eventos sugiriendo asi que la apoptosis puede ocurrir en cualquier fase del
ciclo celular.
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MCF-7 como modelo experimental del cancer de mama

Las lineas celulares de cancer han sido desde hace décadas de gran importancia
para la investigacion siendo usadas como excelentes modelos experimentales para

mejorar la eficacia de distintas terapias.

En este estudio se ha escogido trabajar con lalinea celular de carcinoma humano
de mama MCF-7, desarrollada a partir de un derrame pleural de un carcinoma humano

de mama por Herbert Souley cols (1973).

Se caracteriza por su alta presencia de receptores estrogénicos a positivos Yy por
expresar la proteina p53 en su estado normal (wild type gene; wt) (Alkhalaf y EL-
Mowafy, 2003). Sin embargo, esta linea celular no expresa la proteina caspasa 3 por una
supresion en el par de labase 47 del exdn 3 del gen CASP-3 (Janicke, 2009).

Esta linea celular es escogida para estudios de farmacos antineoplasicos y para
estudios sobre el mecanismo de accion de receptores estrogénicos (Farabegoli y cols,
2007), incluso es ampliamente utilizada para €l estudio de componentes implicados en
la apoptosis. Algunos autores manifiestan que el PTX mata a células con mas eficacia s
poseen una mutacién en la proteina p53 que si poseen el p53wt, y por €elo, las células
MCF-7 ofrecerian mayor resistenciaa PTX (Wangy cols, 2000).

En estudios in vitro, se determind la apoptosis bajo criterio morfol 6gico, donde
se observo que las células MCF-7 apoptoticas presentaban fragmentos largos de ADN
en mayor proporcion gque fragmentos cortos; esto podria ser debido a la proteina c-myc,
perteneciente a la familia de los protooncogenes. La proteina p53 detiene las células en
G1 0 G, hasta que €l dafio del ADN sea reparado. La rotura de las hélices del ADN
provocado por e PTX en las MCF-7 conlleva a un aumento de la expresion de p53, que
en algunos sistemas esta conectado a la apoptosis. De hecho, e PTX ha demostrado

aumentar la expresion del p53 en células de melanoma B16 (Henley y cols, 2007).

Se necesitan mas estudios para demostrar si la apoptosis inducida en células
MCF-7 por el PTX es p53 dependiente o independiente. Aproximadamente un 60 % de
las células tratadas con PTX abandonan la fase de la mitosis, no inician la apoptosis y
crecen detenidas en las fase G,/M. Se supone gque una parte de las células dentro del
ciclo celular llegan a la apoptosis y otra se detiene en la fase G,/M (Saunders y cols,

1997). Otros estudios, mostraron que a una concentracién ata (25 uM) la mayoria de
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las células se paran en la interfase, sin embargo, en las células MCF-7, € nucleo se
hinchay el contenido en ADN disminuye con €l tiempo, lo que indica necrosis (Yeung
y cols, 1999.)

No obstante, es importante destacar que la apoptosis es célula-dependiente, y
gue los estudios en células MCF-7, puede llevar a variaciones en |os resultados entre los
distintos laboratorios (El-Refaei y cols, 2002).

El PTX gerce un efecto distinto segun la linea celular y la concentracion
utilizada, tal son los eemplos, en células de leucemia humana HL-60, con
concentraciones de 20 nM durante 1 h, el PTX induce un blogueo mitético reversible
sin apoptosis; mientras que con 60 NM durante 1 h o 10 nM durante 12 h, induce
apoptosis. En cambio en las células Hel a, se necesita una concentracion superior a 8
nM para bloguear la mitosis, y superior a 330 nM para estabilizar la polimerizacion de
los MTs. Sin embargo, en estudios donde el PTX tiene distintas acciones a parte de la
detencidn mitdtica, las concentraciones usadas estan en e intervalo de 200 nM a 30 uM
(Wang y cols, 2000).

Finalmente, existen estudios in vitro donde se ha demostrado que las células
cancerigenas pueden volverse resistentes al PTX a través de varios mecanismos (Wang
y cols, 2000):

a. Aumento del flujo de membrana de la Glicoproteina P regulada por € gen
MDR-1.

b. Mutacidn en los residuos de los amino acidos de la B-tubulina impidiendo la
unién con el PTX

c. Mutaciones en las caspasas como en las células de cancer de préstata PC3 0 en
lasMCF-7

d. Sobregulacion de los miembros de la familia antiapoptotica Bel-2 (Bcl-2 y Bcl-

X1) y/o bajaregulacién del gen pro-apoptotico Bax.
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Objetivos

L os nuevos sistemas de liberacion controlada de farmacos se pueden definir como
formas de presentacién y aplicacion de medicamentos, capaces de ceder €l principio
activo en un punto concreto del organismo a un ritmo y durante un periodo de tiempo

predeterminado, con una finalidad de accién sistémica o especifica en un drgano.

Los sistemas de liberacién controlada deben estar constituidos por materiales
biocompatibles con e organismo. En este sentido, los polimeros tienen una amplia
aplicacion en el desarrollo de estos sistemas. El fin que se desea conseguir con €l disefio
de nuevos sistemas poliméricos como soportes de farmacos, es lograr, tras su
implantacion, una liberacién del medicamento de una forma sostenida. La velocidad de
difusion de los farmacos desde las matrices, junto con su biocompatibilidad son,
probablemente, los criterios mas importantes a la hora de elegir o desarrollar una
determinada matriz. El uso de soportes biodegradables en los que el farmaco se dispersa
uniformemente en un material polimérico, que a erosionarse produce la liberacién del
mismo, ofrecen la ventga adicional de que posteriormente no existe la necesidad de
eliminacion quirdrgica. Entre todas las formas de liberacidn, las nanoparticulas

presentan ciertas ventajas gracias a su tamario reducido.

El Paclitaxel, un farmaco antineoplasico, usado en numerosas terapias contra €l
cancer, presenta como inconveniente su solubilidad. Al ser un farmaco hidréfobo, su
solubilidad se aumenta al diluirlo con una mezcla de Cremophor EL y etanol. Esta
mezcla le confiere numerosos efectos adversos como reacciones de hipersensibilidad.
Con €l fin de poder evitar los efectos adversos a la hora de su administracion, causados
por e surfactante y también poder mejorar los efectos terapéuticos del farmaco,
liberandolo de forma continua y a concentraciones adecuadas, en un lugar de accién
determinado, en la presente Tesis Doctoral, se pretende hallar una nueva formulacién

farmacéutica que sea aptain vitro para su futuro estudio in vivo.

Por tanto, el objetivo principal del presente estudio es el disefio y caracterizacion
de sistemas poliméricos biodegradables para su aplicacion a la liberacion controlada de
Paclitaxel.

~ 73 ~



Objetivos

Como objetivos especificos se proponen:

1.

Optimizar los sistemas nanoparticulados en cuanto a tamario, morfologia,

distribucién de tamarfios, degradacion y perfil de liberacion in vitro.

Valorar la internalizacion celular de las nanoparticulas en la linea celular
de carcinoma humano de mama MCF-7.

Evaluar la citocompatibilidad de las nanoparticulas per se sobre esta linea
celular.

Evaluar la accién citotoxica del Paclitaxel encapsulado en las

nanoparticulas, y analizar su efecto sobre el ciclo celular.
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Reactivos utilizados

Acetonitrilo: Panreac

Agua destilada: Millipore

AguaMili Q: Millipore

CHAPS (3-[(3-Colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato): Sigma-Aldrich
6-Cumarina: Sigma-Aldrich

Diclorometano (DCM): Panreac

DMEM (medio modificado Dulbecco Eagle): Lonza

Dimetilsufoxido (DM SO): Sigma-Aldrich

EGTA (&cido glicol éter diamino tetraacético): Sigma-Aldrich

Estreptomicina (50 pg/ml) / Penicilina (50 U/ml): Gibco Invitrogen
Gentamicina (50 pg/ml): Sigma-Aldrich

Glicerol: Sigma- Aldrich

L-Glutamina 200 mM: Gibco Invitrogen

Kit Annexin V-FITC Apoptosis Detection: BD Pharmingen™ (Biosciences)
-mercaptoetanol: Sigma-Aldrich

MgCl,: Merck

MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5-difeniltetrazol): Sigma-Aldrich
NaOH: Panreac

Paclitaxel (PTX) (pureza 99 %): Sigma-Aldrich y Tocris Biosciences

PBS (sin Cani Mg): Gibco Invitrogen
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Poli (lactico-co-glicdlico) (PLGA 50:50 y PLGA 75:25): Sigma-Aldrich
Poli (e-caprolactona) (PCL): Sigma-Aldrich

Polivinil alcohol (PVA): Sigma-Aldrich

RNA-asa A: Roche Farma

Suero Fetal Bovino (FBS): Gibco Invitrogen

TripsinaEDTA: Invitrogen

TRIS Sigma 7-9%: Sigma-Aldrich

Triton X-100: Bio-Rad

Tween 80: Sigma-Aldrich

Y oduro de Propidio (1P): Sigma-Aldrich
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|. Preparacion de las nanoparticulas

Para la microencapsulacion del Paclitaxel se utilizaron los siguientes polimeros:
- Poli (D,L-l&ctico-co-glicdlico) de dos formulaciones. 50:50 y 75:25:
PLGA 50:50 (M,= 21700)
PLGA 75:25 (M,, = 36100)

- Poli (e-caprolactona) (PCL) (M, = 33400)

Todos los recipientes que iban a contener € PTX, a tratarse de un farmaco
fotosensible, se protegieron de la luz con papel aluminio o se guardaron en recipientes
opacos. El disolvente empleado en ambos casos fue el diclorometano (DCM), debido a
las buenas propiedades de solubilidad que presentan en €l los polimerosy € farmaco, y
asu bajo punto de evaporacion (39,8 °C).

Se prepararon NPs con 'y sin PTX por medio de dos técnicas:
- atomizacion y secado (Spray Dryer)

- extraccion y evaporacion del disolvente: doble emulsion

|.1. Atomizacion y secado

Previo ala encapsulacion del farmaco, se prepararon particulas sin farmaco para
poder establecer los parametros Optimos del equipo del Spray Dryer (Bain y cols,
1999b; Fu y cols, 2001; Wang y Wang, 2003; Blanco y cols, 2005; Guerrero y cols,
2008).

Para €ello, se prepararon un total de nueve sintesis poliméricas, en las que el
polimero se disolvié en 50 ml de DCM, modificando distintas variables del sistema, con
la finalidad de obtener particulas del menor tamafio posible y con una morfologia
adecuada.

Se redlizaron tres pruebas para cada uno de los polimeros estudiados. En las
Tabla 4 a 6, se indican las variables utilizadas en la optimizacion de los sistemas
constituidos por PCL, PLGA 50:50 y PLGA 75:25, respectivamente.
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Al acabar la sintesis, se pesO el contenido recogido para conocer e rendimiento

y se almacenaron en unos reci pientes opacos protegidos de laluz y algjados del calor.

Tabla 4. Paradmetros para la optimizacion del Spray Dryer, en las particulas de PCL sin

far maco.

Parametros paralasNPsde PCL Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3
Temperatura de entrada (°C) 42 42 42
Temperatura de salida (°C) 29 29 29
Flujo de Aire (NI/h) 700 800 800
Bomba (%) 16 16 5
Aspirador (%) 70 70 70
Concentracion (% p/v) 1 1 1
Rendimiento (%) 56,32 48 37,20
Tamafio (um) 0,91 0,75 0,88

Tabla 5. Parametros para la optimizacion del Spray Dryer, en las particulas de PLGA

50:50 sin far maco.

Parametros paralasNPsde PLGA 50:50 | Pruebal Prueba 2 Prueba 3
Temperatura de entrada (°C) 60 60 60
Temperatura de salida (°C) 42 42 42
Flujo de Aire (NI/h) 700 800 800
Bomba (%) 16 16 5
Aspirador (%) 70 70 70
Concentracion (% p/v) 1 2 2
Rendimiento (%) 9,70 16,44 25,95
Tamafio (um) 0,77 0,74 0,69
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Tabla 6. Pardmetros para la optimizacion del Spray Dryer, en las particulas de PL GA

75:25 sin far maco.

Par&metros paralas NPs de PL GA 75:25 Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3
Temperatura de entrada (°C) 60 60 60
Temperatura de salida (°C) 42 42 42

Flujo de Aire (NI/h) 700 800 800
Bomba (%) 16 16 5
Aspirador (%) 70 70 70
Concentracion (% p/v) 1 2 2
Rendimiento (%) 10,77 36,63 29,46
Tamario (um) 0,87 0,75 0,78

En el caso delaPCL (Tabla 4) se selecciond una concentracion poliméricadel 1
% (p/v), y se modificaron el flujo de aire del equipo y e porcentaje de la bomba. Otros
parametros del sistema ya habian sido optimizados previamente por nuestro grupo de

investigacion en anteriores estudios.

En e caso de los PLGA (Tabla 5 y Tabla 6), ademés de las variables arriba

indicadas, también se escogio la concentracion polimeérica de la disolucion.

Se consideré el tamafio de las particulas, su morfologia y € rendimiento del
sistema a la hora de seleccionar las variables del equipo. Los sistemas seleccionados

fueron los siguientes:
- PCL con PTX segun los parametros de la prueba 2
- PLGA 50:50 con PTX seguin los pardmetros de la prueba 3

- PLGA 75:25 con PTX seguin los pardmetros de la prueba 3
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Una vez seleccionadas las condiciones de preparacion de las NPs, se paso a
incorporar €l farmaco, PTX, auna concentracion inicial del 1 % (p/v) y se disolvié junto

al polimero en una solucion de 50 ml de DCM.

|.2. Extraccién y evaporacion del disolvente (doble emulsion)

Se sintetizaron NPs de PCL, PLGA 50:50 y PLGA 75:25 con y sin farmaco,
usando e método de la doble emulsion como muestra la Figura 20 (Kim y cols, 2008).
El PTX se encuentra disuelto a una concentracion del 5 % (p/v) en la disolucion
polimérica. Todas las siguientes etapas se realizaron en un bafio de hielo para evitar la
degradacién de los polimeros asi como la posible pérdida de actividad del farmaco por

el aumento de latemperaturaala hora de sonicar.

60 mg polimero \ |
* 2l de DCM Sonicar 30 s 50 W

Gamg de PTX 12l PVA(2%) (p/v)

Solucionacuosa

&0 mg polimero Sonicar 30 s 30 W
en2ml DCM

T A =

—| ',I A | ':: A+B .’: -
p| W) || ) | 5

12ml PVA(2%) (p'v) Sonicar 5 mun 50 W Agitacidn 24 h
Solucion acuosa

Centnfugar 35000 rpin
20mun, 4°C

Figura 20. M éodo de la doble emulsién. Todos los procesos se realizan en bafio de hielo.

Se disolvieron 60 mg de polimeroy 6 mg de PTX en 2 ml de DCM mediante

agitacion magnética. Una vez alcanzada la completa disolucion, se pipeted gota a gota
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sobre un volumen de 12 ml de PVA a 2 % (p/v) en agua. La mezcla obtenida se sonico

durante 30 segundos a 50 W en el sonicador (Branson 450).

La emulsién resultante se pipeted gota a gota sobre la disolucion de la misma
mezcla polimérica (60 mg de polimeros en 2 ml de DCM) para llevar a cabo una nueva
emulsion. Después de una nueva sonicacion durante 30 segundos a 50 W, la emulsién
final se volco sobre 12 ml de PVA a 2 % (p/v) en agua; finalmente se sonico durante 5

minutos a 50 W.

Laemulsién final se dejo en agitacion magnética permanente durante 24 h hasta
la evaporacion total del DCM. A continuacion, se recuperaron las NPs mediante
ultracentrifugacion a 35.000 rpm durante 20 min a 4 °C (ultracentrifuga Beckman
Coulter L-100XP), lavandose dos veces con agua destilada. Finalmente se llevaron las
NPs para su secado a una estufa de vacio (Bioblock Scientifics) a 200 mBar y 27 © C.
Posteriormente, se peso e contenido recogido después de cada sintesis para conocer el
rendimiento de la técnica empleada y se almacend en recipientes opaco y aeados del

caor.

|I. Caracterizacion de las nanoparticulas

I1.1. Morfologiay tamafio

Con e fin de andlizar la morfologia de las NPs, se redizd e mismo
procedimiento para ambas técnicas. Se usO €l microscopio electronico de barrido de
emision de campo (FEG) (FEG-SEM; Jeol JSM-6330F microscopio electronico del
Centro de Microscopia Electréonica, UCM). Las muestras se fijaron en un soporte

adhesivo y se metalizaron previamente antes de su visualizacion.

Se determiné e tamafio de a menos 250 particulas mediante fotografias
obtenidas por € FEG-SEM. Se calcul6 € didmetro promedio en ndamero (D,), €
diametro promedio en peso (Dy) y € indice de polidispersidad (U) con las siguientes

ecuaciones (Limé e Irgun, 2007):
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Diametro promedio en ndimero: D, = IND;
N,
YN DA
Diametro promedio en peso: D, = _ ENDF
SND,3
- .- . Dy,
Indice de polidispersidad: U =
D,

Donde N; es €l nimero de particula medida; D; didametro de particula medida. Se
considera la distribucién de las particulas monodispersa cuando € indice de

polidispersidad se halla comprendido entre 1,0y 1,1 (Liu y cols, 1997).

11.2. Eficiencia de encapsulacion

La cantidad de PTX en las NPs obtenidas por ambas formulaciones fue
determinada por triplicado por HPLC (bomba Spectra-Physics SP8800 HPL C, detector
de absorbancia SP 100 UV y un programa informético de andlisis de datos Chromquest
4.2 (Thermo)). Mediante la siguiente ecuacién, se determiné la EE (Eficiencia de

Encapsulacion):

cantidad précticadel PTX enlas NP
EE (%) = X 100
cantidad tedricadd PTX en las NP

Para ello, se disolvieron 3 mg de NPs de PTX en 1 ml de DCM. Se llevo a
evaporacion a temperatura ambiente, y cuando se evaporé se afladio 1 ml de
acetonitrilo-agua (60:40; v/v) agitandose vigorosamente durante 5 min. El farmaco es
soluble en esta mezcla, mientras que no lo son los polimeros La solucion se guardd en

un vial opaco hasta su lecturaen el HPLC (Leey cols, 1999).

La cuantificacion del PTX se rediz6 por la técnica del HPLC (High
Performance Liquid Cromatography, Cromatografia Liquida de Alta Resolucion). El
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HPLC es un tipo de cromatografia en columna ampliamente utilizada en la actualidad
para separar, identificar y cuantificar los componentes de una mezcla en funcion de la
polaridad y las interacciones establecidas entre las sustancias analizadas y la columna
cromatografica. Las condiciones de elucion del PTX en el HPLC consistieron en una
fase estacionaria con una columna de Sperisord ODS2, Cig, 5 pum (25 x 0,46 cm;
Waters); una fase movil de una mezcla de acetonitrilo y agua (60:40; v/v). El flujo se
establecié a 1,3 ml/miny lalongitud de onda de lectura fue de 227 nm. Se inyecto 20 pl
de muestra.

Lavalidacion y reproducibilidad del método por HPLC fue valorada por medio
del coeficiente de variacion (CV) intradia e interdia. Para que € método sea valido €l

CV delas distintas concentraciones ha de ser inferior al12 % o 15 %.

Parael CV intradia se prepararon tres disoluciones de PTX en acetonitrilo /agua
(60:40, v/v) a las siguientes concentraciones. 500 ng/ml, 2.500 ng/ml y 10.000 ng/ml
gue se inyectaron por triplicado en € mismo dia. Parael CV interdia, se prepararon las
mismas concentraciones de PTX (500 ng/ml, 2.500 ng/ml y 10.000 ng/ml), que se
inyectaron en dias alternos por triplicado (Tabla 7). Se obtuvo un CV medio intradia de
2,46 + 0,34 %; y un CV medio interdiade 4,76 + 0,91 %.

Tabla 7. Valores de los coeficientes de variacion (CV) interdia e intradia obtenidos,
necesarios paralavalidacion del método de HPLC.

Concentracion (ng/ml)  CV INTRADIA (%) CV INTERDIA (%)

500 2,90 6,37

2.500 1,78 4,68

10.000 2,70 3,24
MEDIA 2,46 + 0,34 4,76 + 0,91

Para cuantificar las concentraciones de PTX de las muestras problema, se realizd
una curva de calibrado del PTX con concentraciones de 25 a 50.000 ng/ml en
acetonitrilo-agua (60:40; v/v) con un coeficiente de correlacion de r> = 0,999 (Figura
21). El tiempo de retencion del PTX sesitu6a 7,9+ 0,1 min a27 °C (Figura 22).
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Curva patron del PTX  v=26,972x+1011,2
R?=0,9998
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Figura 21. Curva de calibrado del Paclitaxel. Concentraciones de 25 a 50.000 ng/ml en
acetonitrilo-agua (60:40; v/v) con un coeficiente de correlacion de r?= 0,999.
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Figura 22. Cromatograma del PTX obtenido por HPLC; a una concentracion conocida de
8.000 ng/ml y con un tiempo de retencién de 7,9 min a 27 °C.

I1.3. Termogravimetria

La termogravimetria (TGA) es una de las técnicas mas utilizadas dentro del
campo del analisis térmico, ya que permite obtener informacién sobre € contenido de

cenizasy lahumedad de la muestra de unaformarapiday sencilla (Soaresy cols, 2004).
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Mediante esta técnica se registra la variacion de masa que sufre una muestra al
someterla a un cambio de temperatura durante un tiempo determinado y bajo una
atmosfera controlada. Esta variacion puede consistir en una pérdida o ganancia de masa
en funcién de la descomposicion de la muestra o la interaccion con otros componentes.
Lamedida del cambio de masa de una muestra respecto ala variacion de temperatura se
Ileva a cabo en una termobalanza y nos da informacion sobre €l intervalo de estabilidad
térmica de los materiales. Asimismo, la termogravimetria puede ser Uutil en la
caracterizacion de las condiciones responsables de la oxidacion de metaes o
degradacion de polimeros, mediante el uso de una atmosfera de aire u oxigeno. Todo
ello convierte a dicha técnica en una forma sencilla y potenciamente Util en la

identificacion de materialesy la creacion de bases de datos.

Para ambas formulaciones se utiliz6 e mismo procedimiento con e fin de
caracterizar |la estabilidad térmica de | as particul as sintetizadas. Se obtuvieron las curvas
delaTGA del PTX y delas NPs con y sin farmaco usando un termo-analizador Mettler
Toledo (Figura 23). El peso de las muestras fue de alrededor de 1,5 mg. Las muestras se
situaron en una balanza y la temperatura fue incrementando de 25 °C a 600 °C a una
velocidad de 10 °C min™ bajo una atmosfera de nitrégeno (velocidad de 60 cm® min'™).
A partir de las curvas de pérdida de masa se determind la primera derivada (DTG), cuya
variacion respecto a la temperatura permitié cuantificar el porcentaje de pérdida de

masa de cada evento y latemperatura a la que se produce.

Figura 23. Fotografia de un termo-analizador para llevar a cabo € estudio
termogravimétrico.
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[1.4. Liberacion in vitro

Para poder realizar el ensayo de liberacidn in vitro en un medio acuoso como es
el PBS setuvieron en cuentalas condiciones “sink” (Zhangy cols, 2008). Considerando
gue la solubilidad acuosa del PTX es de 0,34 pug/ml a 37°C (Bouguet y cols, 2007) y la
solubilidad del PTX en el medio de liberacion (PBS, pH = 7,4) aumenta hasta 6,32
pg/ml a afiadir 0,1 % de Tween 80 (Yang y cols, 2007). En todo el ensayo experimental
de liberacion se mantuvieron las condiciones “sink”, ya que la maxima concentracion de

PTX en el medio es menor o igual a 10 % de su solubilidad en el mismo.

Laliberacion in vitro del PTX se realizo por triplicado durante un tiempo de 35
dias (841 h) y se midi6 por HPLC (Figura 24). Para €llo, se pesaron NP - PTX (10 mg
de NPs Spray y 4 mg de NPs emulsién) que fueron suspendidas en un medio de
liberacion de PBS (buffer de fosfato, pH=7,4) con Tween 80 a 0,01 % en tubos de
polipropiletileno o tubos de centrifuga Beckman (10 ml para NPs Spray y 4 ml para NPs
emulsion) Los tubos se colocaron en un agitador horizontal (Ecotron ®, Infors AG CH-
4103) a37 °C, auna velocidad de 120 min™ (Zhang y cols, 2008).

A determinados intervalos de tiempo comprendidos entre O h y 841 h, los tubos
se centrifugaron a 11.000 rpm durante 15 min en frio en el caso de las NPs obtenidas
por Spray Dryer, y a40.000 rpm durante 20 min en frio en el caso de las obtenidas por
doble emulsion. El pellet se resuspendio en el mismo volumen inicial de PBS/Tween 80

al 0,1 %y sevolvieron acolocar en el agitador horizontal.

El sobrenadante se recogié para e andisis del PTX, para €llo, se reaiz6 un
protocolo de extraccién (Figura 24). Se afiadio a medio 1 ml de DCM vy se agitd en €
vortex durante 5 min. Después, se recogio la fase organicay se llevo a evaporacion a
temperatura ambiente. La solucion final se mezcl6 con 1 ml de acetonitrilo-agua (60:40,

v/Vv) y se guardé parasu lecturaen e HPLC.
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£ Adadir 10 m (SD)/4 ml (DE) —
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Figura 24. Protocolo seguido para cuantificar la liberacion in vitro de PTX desde las NPs.
SD: Spray Dryer, DE: doble emulsién.

Se determiné € factor de extraccion (FE) para cada formulacion obtenida. Para
el FE de las NPs obtenidas por Spray Dryer, se prepararon concentraciones conocidas
de PTX (500 ng/ml a 20.000 ng/ml) en un volumen de 10 ml del medio de liberacién
(PBS/Tween 80 a 0,1 %); a los cuaes se le afiadio 1 ml de DCM y se someti6 a
proceso de extraccion descrito anteriormente. Se concluyd que € proceso de extraccion
recoge un 36 + 9 % de la cantidad origina de PTX.

Para las NPs obtenidas por doble emulsion, se procedié del mismo modo que
con las NPs obtenidas por Spray Dryer, es decir se prepararon concentraciones
conocidas de PTX (500 ng/ml a 20.000 ng/ml) en un volumen de 4 ml del medio de
liberacion, a los cuades se le afiadié 1 ml de DCM y se sometié a protocolo de

extraccion descrito anteriormente. Se obtuvo un FE de 68,21 + 6,62 %.

11.5. Cinética y modelos matematicos

Se ha evaluado s la cinética de liberacion determinada experimentalmente se

gjusta a alguno de los siguientes model os (Blanco y cols, 2008):
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Higuchi: M= Ky x t*
Korsmeyer-Peppas; M¢yM., =K x t"
Hopfenberg: MyM., =1- (1-Kt/Coa)"

Para todas | as ecuaciones, M, es |la cantidad farmaco liberado aun tiempoty M.,
es la cantidad de farmaco liberado a tiempo infinito. En la ecuacion de Korsmeyer-
Peppas, K es la constante cinéticay n es el exponente difusional. En la de Hopfenberg,
C, esla concentracion de farmaco inicial, aesel radio inicial para unaesferao cilindro
o blogue geométrico; K es la constante de erosion y n es €l factor correspondiente a la
forma, si es esférica n=3, cilindrico n=2 o0 algun bloque geométrico n=1 (Ei-Arini y

L euenberger, 1995; Siepman y Siepman, 2008).

|I1. Ensayosin vitro en la linea celular MCF-7

Se utilizaron lineas celulares de carcinoma humano de mama MCF-7, que una
vez descongeladas, fueron cultivadas en frascos de 75 cc con medio Dulbecco's
Modified Eagle's Médium (DMEM) con glucosa (4,5 g/l), Glutamax (4 mM) y Piruvato
(1 mM), suplementado con 10 % de FBS (Suero Fetal Bovino) y antibidticos: 1 % de
Estreptomicina/Penicilinay 0,1 % de Gentamicina (50 pg/ml).

El PTX fue disuelto en DM SO, solucién madre de 1 mg/ml, y luego disuelto en
el medio correspondiente al 1% de FBS preparandose las concentraciones requeridas de
0a60 M.

[11.1. Internalizacion celular delas nanoparticulas

I11.1.1. Estudios de fluor escencia

La obtencion de particulas con polimeros biodegradables se encuentra en
numerosos estudios para la aplicacion terapéutica (farmacos, vacunas...); por este
motivo, se realizan numerosos estudios para que las particulas obtenidas sean

funcionales. No obstante, es importante evaluar la internalizacion, distribucion de las
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particulas en las células y en los tegidos, y su biodistribucion in vivo (Panyam y
L abhasetwar, 2003a).

Para poder readlizar |os estudios correspondientes a la internalizacién de las NPs,
se utilizo la 6-cumarina, un fluorescente lipofilico y biocompatible, que se incorpor6 en
las NPs como marcaje fluorescente. La 6-cumarina, un polvo cristalino de color rojo, es
en estos casos el fluorescente més utilizado en los marcajes de internalizacion celular.
Presenta una alta fluorescencia y solo es necesario una baja inclusion en la particula (<
0,5 %; p/p). Ademés de todas estas ventgjas, la 6-cumaring, por su alta solubilidad
lipidica, puede ser extraida de células lisadas y de muestras de tgjido usando disolventes
organicos, como €l metanol o € acetato de etilo con una eficacia de extraccion del 95 %

y puede ser por tanto cuantificada por HPLC (Panyam y Labhasetwar, 2003a).

La 6-cumarina fue incorporada a las NPs usando la técnica de |a doble emulsion,
ya que esta técnica presenta la ventaja de obtener particulas de tamafio pequefio frente a

las que se obtienen por Spray Dryer.

[11.1.1.a. Preparacion de las nanoparticulas con 6-cumarina

Se prepararon las NPs incorporando el compuesto fluorescente la 6-cumarina,
por la técnica de doble emulsion (Figura 20). La 6-cumarina se preparé en una
concentracion de 1 pg/ul de un stock inicia de 1 mg/ml en DCM. Por tanto, se
prepararon NPs de PCL, PLGA 50:50 y PLGA 75:25 con y sin 6-cumarina (Davda y
L abhasetwar, 2002; Kimy cols, 2008).

[11.1.1.b. Estudio cualitativo

Para evaluar cualitativamente la incorporacion de las NPs en las células MCF-7
se redlizo6 e siguiente ensayo (Zhang y Feng, 2006; Vicari y cols, 2008; Zhang y coals,
2008; Mei y cols, 2009):

En placas de 24 pocillos, se sembraron 50.000 células por pocillo. Se trataron
con 1 ml a una concentracién de 500 pg/ml de disoluciones de NPs con y sin 6-

cumarina. De igua modo, se trataron con una solucion de 6-cumarina a una
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concentracion de 100 pg/ml y 500 pg/ml. Todas las disoluciones utilizadas se realizaron
apartir de un stock de 2 mg/ml en medio de cultivo a 1 % de FBS.

Tras el tiempo de incubacion de 2 y 24 horas, se lavaron los pocillos con PBS
para quitar cualquier rastro de NP que se hubiese quedado en suspension. Se fijaron las
células goteando etanol frio a 70 % y se mantuvo durante 30 min en la nevera. Se
limpiaron 3 veces los pocillos con PBS, y finalmente se observé por el microscopio de

fluorescencia (Leica DMIL microscopio, Leica Microsystems, Suiza).

I11.1.1.c. Estudio cuantitativo

Con € fin de conocer e porcentaje de incorporacion de las NPs a los tiempos de
incubacion elegidos (2 h'y 24 h) se procedié aredizar el siguiente ensayo cuantitativo.
Se midié la intensidad de fluorescencia en cada pocillo de las células lisadas con un
lector de placas y de estaforma se evalud el porcentaje correspondiente ala cantidad de
NPs incorporadas en las células, basandose en una recta patrén de la 6-cumarina (Zhang
y Feng, 2006; Zhang y cols, 2008; Mei y cols, 2009).

Para ello, se sembraron 15.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos. Se
trataron con un volumen de 100 pl de NPs con y sin 6-cumarina y de 6-cumarina en
disolucién, a concentracion de 100 pg/ml y 500 pug/ml, a partir de un stock de 2 mg/ml,

adostiempos de incubacién: 2 hy 24 h,

Se degj6 incubar €l tiempo respectivo, y se lavo con 50 pl de PBS frio para quitar
cualquier tipo de NP gue pudiese haberse quedado en el medio. Se aspiré el PBSy se
anadié 50 ul de 0,5 % Triton X-100 en 0,2 N de NaOH para lisar las células y poder
medirlas. Se procedié a la lectura por fluorimetria en €l lector de placas (Varioskan,
Thermo Fisher Scientific, Barcelona, Espafia) con Aexc = 430 NnM Yy Aem =485 nm. Se
representa la fluorescencia de las NPs respecto a valor de la fluorescencia que emite la
disolucion (100 %).

Para realizar la curva patron de cada NP, en una placa de 96 pocillos se colocd
50 ul de NP con 6-cumarina con las siguientes concentraciones. 50 pg/ml, 100 pg/ml,
300 pg/ml y 500 pug/ml, disueltas en medio de lisis y en medio de cultivo a 1 % de
FBS, degjandolo incubar a los mismos tiempos que en los ensayo cuantitativos y

cualitativos (2 h'y 24 h). Se procedi6 a la lectura en € lector de placas con Aexc = 430
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nm y Aem = 485 nm. La ecuacion de la recta obtenida se utiliz6 para extrapolar los

resultados obtenidos con los de las célul as.

I11.2. Ensayo de viabilidad celular

El efecto citotdxico del farmaco en disolucion y de las NPs con y sin farmaco,
fue valorado por € método del MTT (Mosmann 1983). Se trata de un ensayo
colorimétrico basado en la reduccién metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il0)-2,5-difeniltetrazol (de color amarillo) por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazén), permitiendo
determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. La cantidad de células

vivas es proporcional ala cantidad de formazan producido.

Para €ello, las células se sembraron en placas de 96 pocillos con una densidad
celular de 10.000 célulalpocillo; se trataron con distintas concentraciones de PTX en
disolucién (3 uM; 5 uM; 10 uM; 20 pM; 30 uM; 40 uM; 50 uM y 60 uM) a distintos
intervalos de tiempo (24 h, 48 h, 72 h'y 96 h) (Thomadaki y cols, 2006).

Una vez eliminado el contenido con el tratamiento, se afiadio 100 ul a cada
pocillo de unadisolucion de MTT a 20 % (2 mg MTT/ml PBS) disuelto en el medio de
cultivo a 1 % de FBS. Tras incubar a 37°C durante 1 hora se eliminé el sobrenadante y

se afadio 100 pL de DM SO para disolver los cristales de formazan.

La formacion de este compuesto azul se midio inmediatamente en un lector de
placas (DigiScan, Asys Hitech GmbH) a una longitud de onda de A= 550 nm. Los
resultados estédn expresados como el porcentaje de viabilidad celular con respecto a la
media de absorbancia de los pocillos con células control (no tratadas) que se considera
el 100 % de viabilidad. La viabilidad celular se determiné por tanto segun la siguiente
ecuacion:

Ap

%, viabilidad = —— x 100
Ac

Siendo Ap la media aritmética de |a absorbancia de la muestra problemay Ac la
media aritmética de la absorbancia del control.
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Una vez estudiada la viabilidad con el PTX en disolucién, se escogieron las
concentraciones mas adecuadas con €l fin de poder compararlas con las NPs obtenidas.
Se realizé la viabilidad con las NPs con y sin farmaco a las concentraciones de 30 uM,
40 uM, 50 uM y 60 uM y a los mismos tiempos de incubacion que en el caso anterior
(24 h,48h, 72hy 96 h).

Viabilidad celular con las NPs obtenidas por atomizacion y secado

Teniendo en cuenta la cantidad de PTX encapsulado en las NPs, la cantidad de
NPs con y sin farmaco que se afadio en e medio de cultivo a 1 % de FBS fue desde
2,80 mg/ml a 6,60 mg/ml, todas ellas equivalentes a las concentraciones de 30 UM a 60

UM como muestrala Tabla 8. Los tiempos de incubacion fueron 24 h, 48 h, 72 hy 96 h.

Tabla 8. Concentracion de las NPs obtenidas por Spray Dryer. Se calcul6 la masa necesaria
de NPs considerando el vaor de la carga de encapsulacion, para obtener la concentracion
necesaria paralos ensayosin vitro.

PCL - PTX PLGA 50:50 - PTX PLGA 75:25- PTX
30 uM 2,86 mg/ml 2,80 mg/ml 3,25 mg/ml
40 uM 3,82 mg/ml 3,73 mg/ml 4,43 mg/ml
50 uM 4,77 mg/ml 4,64 mg/ml 5,52 mg/ml
60 uM 5,72 mg/ml 5,63 mg/ml 6,60 mg/ml

Viabilidad celular con las NPs obtenidas por doble emulsién

Parallevar a cabo el ensayo del MTT con las NPs obtenidas por € método de la
doble emulsidn, se disolvieron las NPs en el medio de cultivo a 1 % de FBS, y se

sonicaron antes de incorporarlo alas células para que quedase homogéneo.

~94 ~



Teniendo en cuenta la cantidad de PTX encapsulado en las NPs, la cantidad de
NPs con y sin farmaco que se afiadio en e medio de cultivo a 1 % de FBS fue desde
0,63 mg/ml a 2,32 mg/ml, todas ellas equivalentes a las concentraciones de 30 UM a 60
UM como muestrala Tabla 9. Los tiempos de incubacion fueron 24 h, 48 h, 72 hy 96 h.

Tabla 9. Concentracién de las NPs obtenidas por doble emulsion. Se calculd la masa
necesaria de NPs considerando el valor de la carga de encapsulacién, para obtener la

Material y Métodos

concentracion necesaria paralos ensayosin vitro.

PCL - PTX PLGA 50:50 - PTX PLGA 75:25- PTX
30 uM 1,16 mg/mi 0,63 mg/ml 1,11 mg/ml
40 uM 1,55 mg/ml 0,84 mg/ml 1,48 mg/ml
50 uM 1,93 mg/ml 1,05 mg/ml 1,85 mg/ml
60 uM 2,32 mg/ml 1,25 mg/mi 2,21 mg/ml

[11.3. Estudio dela muerte celular

[11.3.1. Morfologia celular

Para observar |os cambios morfol dgicos de las células MCF-7 provocados por el

efecto del PTX en disolucién, las NPs con y sin PTX, se llevé a cabo e siguiente

experimento.

Se trataron las células MCF-7 en Placas de Petri con PTX en disolucién y con
las NPs con y sin farmaco a dos concentraciones elevadas, 40 uM y 50 uM durante 24

h. Tras este tiempo se realizaron una serie de fotografias con el microscopio Optico

(Nikon TMS) (Jiny cals, 2007).
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[11.3.2. Estudio de la apoptosis con Anexina V- FITCy Yoduro de Propidio

La muerte celular es un proceso necesario para mantener la homeostasis de la
célula. Existen dos procesos que llevan ala célula a una muerte celular: la apoptosisy la
necrosis (Liao y Lieu, 2005)

Cuando la célula muere por apoptosis se producen NUMErosos Procesos como
por gemplo, la trandocacion de la fosfatidilserina (FS) en la membrana citoplasmética
en la cara externa, o la activacion de la familia de las caspasas. En cambio, en la muerte
celular por necrosis, se produce la dilatacion de la mitocondria, e hinchamiento de la
célula, el aumento de la permeabilidad de la membranay €l trastorno en la membrana
plasmética.

La AnexinaV es una proteina que se une especificamente a los fosfolipidos
cargados negativamente como es la FS, la cual se encuentra en la cara interna de la
membrana plasmética. El Y oduro de Propidio (IP) es un colorante que se intercala entre
los écidos nucleicos de la cadena de ADN y ARN. Su utilizacion para la determinacion
del contenido de ADN requiere el uso de RNA-asa. Para la union de la proteina con €l
fosfolipido se requiere la presencia de calcio, por lo que es necesaria la preparacion de

un Binding Buffer (BB) donde se mantendra la suspension celular.

La FS en presencia de calcio atrapa a la anexina haciendo que la célula emita
una fluorescencia verde, que serén las células que hayan cursado por apoptosis;
mientras que las células que emitan una fluorescencia roja debido a [P seran
consideradas como necréticas, ya que € IP, a igua que e bromuro de etidio, puede
atravesar la membrana citoplasmatica fragmentada interactuando directamente con €l
DNA. La fluorescencia emitida por las células puede ser medida por citometria de flujo
o mediante €l uso de microscopia de fluorescencia. Por lo tanto, la combinacion de
Anexina V-FITC e IP hace posible la deteccion de las células vivas, las células en
apoptosis (tempranay tardia) y las células en necrosis (Tabla 10) (Vermesy cols, 1995;
Del Binoy cols, 1999).
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Tabla 10. Representacion cualitativa de la presencia de células vivas, apoptéticas y
necr éticas con la dobletincion: AnexinaV-FITC elP.

Célulasvivas Células en apoptosis Células en necrosis

AnexinaV - FITC - + -

Y oduro de Propidio - - +

En un primer momento, se valoro el PTX en disolucion a concentraciones de 3
uM, 10 uM, 20 uM y 50 uM. Para €ello, se sembraron 1.000.000 cel/pocillo en placas
de 6 pocillos. A las 24 h de la siembra, se trataron con las concentraciones del PTX en
disolucion durante 24 h. Las células se recogieron por tripsinizacion y se centrifugaron
en frio a 1000 rpm, 15 min. Se elimind el sobrenadante y se lavé con PBS frio. Se
volvio a centrifugar en las mismas condiciones. Se eliminé de nuevo el sobrenadante y
se metieron los tubos en hielo donde se resuspendieron con 1 ml de BB. De este ml se
cogio 100 ul y sellevo a un tubo de citometro. Finalmente, se afiadié 5 pl de Anexina
V-FITCy 5 ul de IP del Kit Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit. Se incub6 15
min en oscuridad. Se afadio 200 pl de PBSy sellevo a citometro de flujo para analizar
(Becton Dickinson FACScan, Centro de microscopiay Citometria, UCM). Se valoré un
minimo de 10.000 células por muestra.

Tras valorar los resultados obtenidos, se escogid la concentracion de 50 uM. Se
trataron las células con las NPs con y sin PTX de ambas formulaciones a esa
concentracion a un tiempo de incubacion de 24 h, con € mismo procedimiento descrito

anteriormente.

[11.3.3.Anélisisddl ciclo celular

Dado que € PTX es un antineoplasico que interfiere en la funcién del huso
mitético y por tanto detiene la division celular en la fase G,/M del ciclo celular, se
valoro la eficacia del PTX en disolucion, y del PTX incorporado en las NPs de ambas
formulaciones por citdmetro de flujo y asi cuantificar el nimero de células que se
detienen en lafase Go/M (Liao y Lieu, 2005; Henley y cols, 2007; Jin'y cols, 2009).
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Para ello, se sembraron en placas de 6 pocillos con una densidad de 1.000.000 de
células por pocillo. Con un tiempo de incubacion de 24 h, se trataron las células con
PTX en disolucién a concentraciones de 10 uM, 30 uM y 50 uM; y con las NPs con y
sin PTX a50 uM. Se levantaron las células por tripsinizacion y se llevaron a tubos de
citometro. Se centrifugd en frio, a 1000 rpm, 5 min. Se aspird el sobrenadante, y se lavo
con PBS frio. Se fijaron las células afiadiendo etanol frio al 70 % gota a gota en
agitacion. Posteriormente, se degjaron en agitacién en lanevera durante 45 min, y se lavo
bien con PBS frio para eliminar cualquier rastro de etanol. Se resuspendi6 en 500 pl de
PBS atemperado. Se afadié 5 il de RNA-asa de un stock de 10 mg/ml y se dej6 incubar
durante 30 min a 37°C en oscuridad. Finalmente, antes de llevarlo a andizar a
citometro de flujo, se afiadi6 en la oscuridad 25 pl de IP de un stock de 0,1 % PBS.

V. Analisis estadistico

Los valores presentados se han expresados como media + error estdndar de la
media (S.E.M) de los resultados obtenidos en los ensayos, valorado por triplicado de un
nimero variable de experimentos que se especifica en cada caso. Todos los andlisis
estadisticos realizados en este estudio se efectuaron con e programa estadistico
StatView. Las comparaciones se efectuaron mediante el andisis de la varianza
(ANOVA). Se consider6é que la diferencia entre los grupos tratados y el control es
significativa (*) cuando el valor p < 0,05; muy significativa (**) cuando p < 0,001. En
el caso que la diferencia respecto a grupo control no sea significativa no se emplea

ningun simbolo indicativo.
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|. Caracterizacion de las nanoparticulas

|.1. Estudios morfologicos

[.1.1. Nanoparticulas obtenidas por atomizacion y secado

De las sintesis redizadas, se obtuvieron las correspondientes fotografias por
microscopia electronica de barrido de emision de campo (FEG-SEM) que nos
permitieron evaluar las morfologias de las particulas, asi como su tamafio y

polidispersidad de tamafios.

Las primeras sintesis se realizaron con € fin de optimizar e proceso de
atomizacién y secado, y poder halar los parametros mas idoneos para sintetizar las
particulas mas adecuadas en morfologiay tamario. Estos resultados quedan recogidos en
las Tablas 11 a13.

En dos de las pruebas realizadas para optimizar las particulas de PCL, se
obtuvieron particulas esféricas y de superficie lisa (Tabla 11), pero demasiado grandes
para nuestro objetivo (0,88 umy 0,92 um), aunque a variar €l flujo de aire a 800 NI/h,

se observo una disminucion del tamafio de la particula.

Tabla 11. Distribucion de tamafios de las sintesis de optimizacion del Spray Dryer de las
NPs de PCL . Fotografias obtenidas por el FEG-SEM (x 5.000).

Media (um) =

Pruebas D, Dy U SEM

Prueba 1 091 1,69 1,84 0,92+ 0,03

PCL

Prueba 3 0,88 1,19 134 0,88+ 0,02
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Cuando se realiz6 € primer ensayo para obtener las particulas de PLGA 50:50,
se utilizé una concentracion polimérica del 1 % (prueba 1), con tal concentracion se
observo que las particulas obtenidas tenian un aspecto deshinchado (Tabla 12). Al
incrementar la concentracién poliméricaa 2 %, se obtuvieron particulas més esféricasy
el aumento del flujo de aire contribuyd a una disminucién del tamafio de las particulas
(prueba 2). El tamafio medio de las particulas en esta prueba fue de 0,77 umy 0,74 pm,
respectivamente (Tabla 12).

Tabla 12. Distribucion de tamafios de las sintesis de optimizacion del Spray Dryer de las
NPs de PL GA 50:50. Fotografias obtenidas por e FEG-SEM (x 5.000).

Media (um) +

Pruebas D, Dy U SEM

Prueba 1 0,77 1,27 1,64 0,77 £ 0,02

PLGA 50:50

Prueba 2 0,74 1,19 1,60 0,74 £ 0,02

En las primeras pruebas para obtener |as particulas de PLGA 75:25, se observo
las mismas caracteristicas que las particulas de PLGA 50:50, mostrando un aspecto
deshinchado para la concentracion polimérica del 1 % (prueba 1), y también un tamafio
demasiado grande (0,87 um) (Tabla 13). Cuando se vario6 €l flujo de aire a 800 Ni/h, se
observo que € tamafio de la particula obtenida era mas pequefio, y al disminuir €l
porcentgje de labombaal 5 %, el aspecto de la particulafue mésliso.
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Tabla 13. Distribucion de tamafios de las sintesis de optimizacion del Spray Dryer de las
NPsde PL GA 75:25. Fotografias obtenidas por € FEG-SEM (x 5.000).

Media (um)

Pruebas D, Dy U + SEM

Pruebal | 0,87 | 1,28 | 1,47 0,87 + 0,03

PLGA 75:25

Prueba2 | 0,75 | 1,40 | 1,84 0,75+ 0,03

Los estudios morfolégicos y de tamafio llevaron a seleccionar las mejores
condiciones experimentales, que se corresponden con las de la prueba 2 para las
particulas de PCL (concentracion a 1 % (p/v), flujo de aire a 800 NI/h y bomba a 16 %)
(Tabla 4; pag. 80); y con las de la pruebas 3 para las de PLGA (concentracion a 2 %
(p/v), flujo de aire a800 NI/h'y bomba a5 %) (Tabla5-6; pags. 80y 81).

A continuacion (Figura 25-27), se muestran las fotografias de las NPs con y sin

farmaco obtenidas tras haber seleccionado |os parametros adecuados del Spray Dryer.

Las NPs de PCL sin PTX (Figura 25A) son aproximadamente redondas y de
superficie porosa. Al incorporar € PTX, se observan particulas més esféricas (Figura
25B). Las NPs de PLGA 50:50 sin fa&rmaco (Figura 26C) son més redondas que las de
PCL, en lo cua puede tener influencia la concentracion polimérica utilizada. Al
incorporar el PTX, se observa que son més esféricas (Figura 26D). Por ultimo, las NPs
de PLGA 75:25 sin PTX no muestran mucha diferencia morfoldgica con las de PLGA
50:50 (Figura 27).
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100KV X5,000 um 100KV X5000  1gm WD 18.8mm

Figura 25. Fotogr afias obtenidas del FEG-SEM de las NPs de PCL sin PTX (A) y con PTX
(B) sintetizadas por € Spray Dryer. Aumento (x 5.000).

SE 10.0kV 5,000 am WD 149mm

Figura 26. Fotografias obtenidas del FEG-SEM de las NPs de PLGA 50:50 sin PTX (C) y
con PTX (D) sintetizadas por Spray Dryer. Aumento (x 5.000).

10.0kV 00 Iu n WD 15.0mm SEI 10.0kV

Figura 27. Fotografias obtenidas del FEG-SEM de las NPs de PLGA 75:25 sin PTX (C) y
con PTX (D) sintetizadas por Spray Dryer. Aumento (x 5.000).
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El diametro promedio en nimero (D), € diametro promedio en peso (Dy) Y €

indice de polidispersidad (U) de cadatipo de particulas con 'y sin farmaco, y seindicaen

laTabla 14.

En todos los casos, |a presencia del farmaco conduce a un aumento del tamafio
de la particula, y a una disminucion de la polidispersidad. Se observa que los tamafios
de las particul as obtenidas por Spray Dryer se encuentran en un amplio intervalo, siendo
por tanto polidispersas (Tabla 14). Aun asi el porcentaje de particulas inferioresa 1 um

supera € 50 %. Asi mismo, en la Figura 28 queda reflgjada la distribucion de tamafios

de cada tipo de particulas.

Tabla 14. Distribucién de tamafios de las NPs obtenidas por Spray Dryer. Vaor de la
media + SE.M (n= 250). (4) p<0,001 respecto a las NPs sin farmaco. D= ZN;Di/ZN;; D=

¥N;D%=ND; U= D,/D,;; N;: nimero de particula medida, D;: diametro de particula medida

D, Dy U Media (um) NP < 1um (%)
PLGA 75:25 0,78 1,29 1,65 0,78 £ 0,02 79,09
PLGA 75:25 - PTX 1,02 1,29 1,25 1,03 + 0,022 58,44
PLGA 50:50 0,69 1,05 1,52 0,69+ 0,02 86,81
PLGA 50:50 - PTX 0,85 1,06 1,24 0,85 + 0,02 83,54
PCL 0,75 1,30 1,73 0,75+ 0,03 80,45
PCL - PTX 0,94 1,40 1,48 0,94 + 0,03 64,28

~ 105~




Resultados

35 35
1 % particulas 1 % particulas
30 I media: 0,78 um 30 BN media: 1,02 pm
25 4 ] 25
g 1 g
- 4 20 —
g » 8
=] 3 1]
‘g 15 A g 15
= < C
3 o
10 4 10 4 ——
5 A 5
0 i . i i 0 — T T T T T
0.0 05 10 15 20 02 04 06 08 10 12 14 16
Diadmetro (um) a Diametro (um)
40 50
3 % particulas [ % particulas
I media: 0,69 um 40 4 B media: 0,85 um
30 A
a\of E\Q/ 30 4 ]
g ] g
2 3
=l t 204
<
& ¢
10 4
’—‘ 10 A ﬂ
0 T T T T T T : . 0 T T T T T T T T
02 04 06 08 1,0 1,2 14 16 02 04 06 08 10 12 14 16
» Diametro (um)
Diametro (um) C
35
30 [ % particulas 1 % particulas
B media: 0,75 um 30 4 B media: 0,94 um
25 -
g u g
é 20 4 g 20 4 -
£ g5
& £ 159
I
o 10 o
10 A
‘_‘ 5 J
0 ‘ ‘ ‘ 0 b= e —
0,0 1,0 15 2,0
' ia ' ’ ! 0,0 ., 10 15 2,0
Diadmetro (um) e Diametro (um)

Figura 28. Distribucion de tamafios y tamafio medio de las NPs abtenidas por la técnica

del Spray Dryer: @) PLGA 75:25; b) PLGA 75:25 — PTX ¢) PLGA 50:50; d) PLGA 50:50 —
PTX; e) PCL; f) PCL-PTX.
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I.1.2. Nanoparticulas obtenidas por doble emulsion

Se obtuvieron particulas pequefias < 400 nm, de superficie lisay esférica, para
las NPs de PCL, PLGA 50:50 y PLGA 75:25. La incorporacion del PTX no afecté ala

morfologia de las particulas (Figura 29-31).

WD 15.9mm

Figura 29. Fotografias obtenidas por FEG-SEM de las NPs de PCL sin PTX (A) y con PTX
(B) sintetizadas por doble emulsion. Aumento (x 20.000)

50KV X20,000 pm WD 15.0mm CM S 10.0kV  X10,000

Figura 30. Fotografias obtenidas por FEG-SEM de las NPs de PLGA 50:50 sin PTX (C) y
con PTX (D) sintetizadas por doble emulsién. Aumento (x 20.000) y (x 10.000).
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SEl 100KV X10,000 Tem WD 15 n CM SEI 100KV

Figura 31. Fotografias obtenidas del FEG-SEM de las NPs de PLGA 75:25 sin PTX (E) y
con PTX (F) sintetizadas por doble emulsion. Aumento (x 10.000) y (x 15.000).

Se determind el tamafio de las particulas mediante las fotografias obtenidas por
FEG-SEM (Figura 32). Las particulas obtenidas por doble emulsion son muy pequefias
y monodispersas (Tabla 15). Con ayuda de las fotografias del FEG-SEM, se calcularon
el didmetro promedio en nimero (Dy,), € didmetro promedio en peso (D) y € indice de
polidispersidad (U). La presencia del farmaco induce a un incremento en el tamafio
medio de las NPs. Todas las NPs preparadas tienen un tamafio medio inferior a 300 nm,
con excepcion de las NPs de PCL cargadas con PTX.

Tabla 15. Distribucion de tamafios de las NPs obtenidas por doble emulsion. Vaor de la
media + S.E.M (n= 250). (a) p<0,001 respecto a las NPs sin f&rmaco. D= ZN;Di/ZN;; Dy=
*N,D¥EN,D U= D,/D,; N;: nimero de particula medida, D;: diametro de particula medida.

Dn Dw U Media (nm)
PLGA 75:25 223 264 1,18 223+ 4
PLGA 75:25- PTX 229 281 1,22 229+ 4
PLGA 50:50 246 301 1,22 246+ 4
PLGA 50:50 - PTX 274 323 1,17 274 + 42
PCL 270 330 1,22 270+5
PCL - PTX 394 489 1,24 394+ 78
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Figura 32. Distribucién de tamaros y de las medias de las NPs obtenidas por doble

emulsion: @) PLGA 75:25, b) PLGA 75:25 - PTX; ¢) PLGA 50:50, d) PLGA 50:50 — PTX; €)
PCL, f) PCL — PTX.
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En cuanto a los rendimientos obtenidos por ambos métodos, en las NPs
obtenidas por Spray Dryer fueron bagjos. 52,60 % (PCL - PTX), 22,18 % (PLGA 50:50 -
PTX) y 24,88 % (PLGA 75:25 - PTX), respecto a las NPs obtenidas por doble
emulsion, gue tenian un alto rendimiento: 86,10 %, 92,43 %, 97,93 %, PCL - PTX,
PLGA 50:50 - PTX y PLGA 75:25 - PTX, respectivamente.

|.2. Eficiencia de encapsulacion

Se determiné la Eficiencia de Encapsulacion (EE) de las NPs obtenidas por
Spray Dryer (Tabla 16) y por doble emulsion (Tabla 17).

Tabla 16. Eficiencia de encapsulacion de las NPs obtenidas por Spray Dryer. La cantidad
tedrica de encapsulacion del PTX esde 10 pug de PTX /mg de NP.

Nanoparticulas pg de PTX /mgdeNP+ SEM EE (%)
PLGA 75:25- PTX 7,69 = 0,06 76,9
PLGA 50:50 - PTX 9,15+ 0,11 91,5

PCL - PTX 8,78+ 0,08 87,8

Tabla 17. Eficiencia de encapsulacién de las NPs obtenidas por doble emulsion. La cantidad
tedrica de encapsulacion del PTX esde 50 pg de PTX /mg de NP.

Nanoparticulas pg de PTX /mgdeNP+ SEM EE (%)
PLGA 75:25 - PTX 4499 + 517 89,98
PLGA 50:50 - PTX 50,12 + 8,07 100

PCL - PTX 37,34+5,88 74,68

El farmaco se encuentra incorporado 6ptimamente en ambas formulaciones, con
un EE superior a 70 %; siendo en ambos casos las NPs de PLGA 50:50 las que més

PTX encapsulan.
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|.3. Termogravimetria

Se ha redlizado €l estudio termogravimétrico de todas las mezclas preparadas
cony sin f&rmaco, y se ha determinado la pérdida de masa en todas ellas en €l intervalo
de temperatura de 25 °C a 600 °C. Con € fin de determinar la temperatura a la cual se
produce la mayor pérdida de masa, se estudidé las curvas de las derivadas
termogravimétricas, en las que se ponen de manifiesto los picos de degradaciéon. Se
evaluaron las NPs de PCL, PLGA 50:50 y PLGA 75:25 cony sin farmaco, y e PTX en
estado puro.

En este estudio no existen diferencias en los resultados obtenidos entre ambas
formulaciones. No obstante, se representa en la Figura 33 |a grafica correspondiente a
las derivadas obtenidas de las muestras preparadas por Spray Dryer, asi como los datos
obtenidos en la Tabla 18. En la Figura 34, se muestra la gréfica correspondiente a las
derivadas de las muestras preparadas por doble emulsion, junto a sus datos en la Tabla
19.
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Figura 33. DTG de las muestras de PTX puro y de las NPs con y sin farmaco obtenidas
por Spray Dryer.
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Tabla 18. Datos obtenidos de la temperatura del estudio termogravimétrico de las
muestras de las NP obtenidas por Spray Dryer.

Muestra Pérdida de masa (%) | Picotemperatura | Pérdida de masa
hasta 600 °C en DTG (°C) (%)
Paclitaxel 78,92 245,39 20,45
PCL - PTX 100 405,10 56,26
PCL 100 404,53 63,05
PLGA 50:50- PTX 100 365,72 76,20
321,44 39,96
PLGA 50:50 100
363,52 81,61
PLGA 75:25- PTX 100 303,36 48,86
PLGA 75:25 100 303,89 47,9
05
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Figura 34. DTG de las muestras de PTX puro y de las NPs con y sin farmaco obtenidas
por doble emulsion.
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El PTX puro se degrada en un solo paso a un maximo de temperatura de 245,39
°C, y a una temperatura mucho menor que los polimeros. Las NPs obtenidas por Spray
Dryer de PLGA 75:25 y PCL se degradan en una Unica etapa a 303,89 °C y 404,53 °C,
respectivamente; mientras que las NPs de PLGA 50:50 se degradan en dos etapas
(321,44 °C y 363,53 °C) (Tabla 18). Iguamente, en las obtenidas por doble emulsién de
PLGA 75:25 y PCL, se degradan en una etapa 320,96 °C y 402,22 °C; y las NPs de
PLGA 50:50 en dos etapas 318,88 °C y 356, 49 °C (Tabla 19).

La presencia del PTX en las NPs no provoca modificaciones en la degradacion
de las mismas, salvo en las NPs de PLGA 50:50 - PTX, donde su inclusion modifica la
degradacion produciéndose en una sola etapa que corresponde a la temperatura de la
segunda etapa en las NPs PLGA 50:50 sin farmaco (Tabla 18-19).

Tabla 19. Datos obtenidos de la temperatura del estudio termogravimétrico de las
muestras de las NP obtenidas por doble emulsion.

Muestra Pérdrig:tgz(r)r;)afg (%) temp:a(t:tzra en Perai dg /(:)e masa
DTG (°C)
Paclitaxel 78,92 245,39 20,45
PCL - PTX 100 404,48 63,81
PCL 100 402,22 62,41
PLGA 50:50- PTX 100 364,84 72,88
318,88 40,50
PLGA 50:50 100
356,49 82,38
PLGA 75:25- PTX 100 361,67 74,13
PLGA 75:25 100 320,96 41,22
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|.4. Liberacion in vitro

Los estudios de liberacion in vitro se llevaron a cabo a partir de las NPs
constituidas por PLGA 50:50, PLGA 75:25y PCL que tienen incorporado PTX segun la

metodol ogia descrita anteriormente en el apartado de materia y métodos.

En la Figura 35, se representa la liberacion del farmaco durante 841 h (35 dias)
desde las NPs obtenidas por Spray Dryer. No existe una liberacién completa del PTX
desde estas NPs. Al cabo de las 841 h, considerando e FE (36 = 9 %), se libera un 60 %
de PTX desde las NPs de PLGA 50:50 y un 44 % desde las NPs de PLGA 75:25. Sin

embargo, desde |as particulas de PCL, se obtiene una liberacion del casi del 100 %.

(png de PTX/ mg de NP)

Concentracion liberada de PTX

—e— PCL - PTX
—O0— PLGA 50:50 - PTX
—v— PLGA 75:25 - PTX

O v T T T T
0 200 400 600 800 1000

Tiempo (h)

Figura 35. Liberacion in vitro experimental del PTX desde las NPs obtenidas por Spray

Dryer. No se tiene en cuenta € factor de extraccion en la representacion gréfica. Datos
expresados Media+ S.E.M.

En la Figura 36, se representa la liberacion del farmaco obtenida durante 841 h
(35 dias) desde las NPs obtenidas por de doble emulsion.

Tras terminar e experimento, se observa que no se ha liberado todo e PTX

incorporado en las particulas. En este caso, la cinética de liberacion del PTX es
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equivalente a la observada desde las NPs preparadas por Spray Dryer. Al cabo de las
841 h, considerando € FE (68,21 * 6,62 %), se liberaun 60 % de PTX desde las NPs de
PCL. A continuacion, le sigue las NPs de PLGA 50:50, donde se libera un 31 % de
farmaco y desde las NPs de PLGA 75:25 con un 24 % (Figura 36).

14

(ng de PTX / mg de NP)

il —e— PCL - PTX
, B —0— PLGA 50:50 - PTX
—v— PLGA 75:25 - PTX

Concentracion liberada de PTX

0% T T T T
0 200 400 600 800 1000

Tiempo (h)

Figura 36. Liberacién in vitro experimental del PTX desde las NPs obtenidas por doble

emulsion. No se tiene en cuenta el factor de extraccion en la representacion gréfica. Datos
expresados Media+ S.E.M.

Se ha determinado la velocidad de liberacion de PTX desde las NPs en las
distintas etapas de la cinética mediante € guste de los datos experimentales por
regresion lineal; y de la correspondiente pendiente se ha obtenido la velocidad de
liberacidn. La Tabla 20 muestra la velocidad de las distintas etapas de liberacion desde
las NPs obtenidas por Spray Dryer.
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Tabla 20. Etapas de la cinética de la liberacion in vitro del PTX desde las NPs de PCL,
PLGA 50:50 y PLGA 75:25 obtenidas por Spray Dryer. K representa la constante de
velocidad y r* e coeficiente de correlacion.

Etapas K (ng/mg.h) r?
04hadh 0,1573 0,990
PCL - PTX 9h a 48h 0,0216 0,901
56h a 841h 6,78 x 10™ 0,944
04h a9h 0,0505 0,998
PLGA 50:50 - PTX 24h a 282h 3,72x 107 0,959
330h a 841h 7,06 x 10 0,981
04h a9h 0,0028 0,993
PLGA 75:25 - PTX
%h a 841h 1,005 x 10° 0,924

La primera etapa de la liberacion del PTX tiene lugar durante las 9 primeras
horas con € siguiente orden de velocidad segiin la composicion de las NPs: PCL >
PLGA 50:50 > PLGA 75:25.

Laliberacion del PTX desde las NPs de PCL y de PLGA 50:50 se presentaen 3
etapas, siendo la primera etapa en las 9 primeras horas la més répida Kpc. = 0,1573
ug/mg.h y Kpiga sos0 = 0,0505 pg/mg.h (Tabla 20). En cambio, la liberacion del
farmaco desde las NPs de PLGA 75:25 se presenta en 2 etapas, siendo la primera etapa
lamas lenta (KpLca 75:25 = 0,0028 pug/mg.h) en comparacion con las primeras etapas de
las NP de PCL y PLGA 50:50 (Tabla 20).

La Tabla 21 muestra las etapas de liberacion del PTX desde las NPs obtenidas
por doble emulsién. En este caso, se presentan tres etapas de distintas velocidades. La
primera etapa corresponde a las primeras nueve horas, donde la liberacion del PTX es
mas rdpida desde las NPs de PLGA 50:50 (KpLca s0:50 = 0,4014 pg/mg.h), seguido
desde las NPs de PCL con Kpc. = 0,2906 pg/mg.h , y por ultimo desde las NPs de
PLGA 75:25 con Kppga7s:25= 0,2376 pg/mg.h.
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Tabla 21. Etapasdelacinética delaliberacion in vitro del PTX desdelas NPsde PCL,
PLGA 50:50y PLGA 75:25 obtenidas por doble emulsién. K representa la constante de
liberaciony r* el coeficiente de correlacion.

Etapas K (ng/mg.h) r?
Oha9h 0,2906 0,921
PCL - PTX 24h a380h 0,0188 0,974
524 h a841h 0,0011 0,971
Oh a6h 0,4014 0,906
PLGA 50:50 - PTX 9h a72h 0,0305 0,983
80h a 84lh 0,0066 0,992
Oh aé6h 0,2376 0,951
PLGA 75:25- PTX 6ha80h 0,0374 0,993
164ha84l1h 0,0057 0,950

| .5. M odelos matematicos

Tras la aplicacion de los tres model os matematicos (Higuchi, Korsmeyer-Peppas

y Hopfenberg), se obtuvieron los resultados que se indican en la Tabla 22 y la Tabla 23.

Tabla 22. M odelos matematicos de liberacion in vitro de PTX desde las NPs abtenidas por
Spray Dryer trasun 80 % de farmaco liberado. n representa el exponente de difusion.

Higuchi Korsmeyer-Peppas Hopfenberg
r? K (h?) r? n > | K (UgPTX/mgNP-um)/h
PLGA75:25-PTX | 0,963 | 0,0363 0,987 0,30 0,942 0,0053
PLGAS50:50- PTX | 0,945 | 0,0679 | 0,959 0,43 0,935 0,0056
PCL - PTX 0,939 | 04838 | 0,968 0,40 0,904 0,0511
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Tabla 23. Modelos matematicos de liberacion in vitro de PTX desde las NPs obtenidas por
doble emulsién cuando se ha liberado € 90 % del farmaco. n representa el exponente de
difusion.

Higuchi Korsmeyer-Peppas Hopfenberg
r? K (h¥?) r? n r? K (LgPTX/mgNP-pm)/h
PLGA75:25-PTX | 0,973 | 0,3093 0,984 0,40 0,850 0,00618
PLGAS0:50- PTX | 0,958 | 0,2679 0,971 0,30 0,824 0,00411
PCL - PTX 0,987 0,467 0,981 0,40 0,919 0,0102

Al aplicar la ecuacion para el modelo de Higuchi, considerando los coeficientes
de correlaciones significativos entre > = 0,94 - 0,98, se puede decir que |as liberaciones
son directamente proporcional a la raiz cuadrada del tiempo (tiempo ) y existe un
proceso de difusion en todas las NPs obtenidas, pero no implica que sea éste el Unico

mecanismo de liberacion (Tabla 22).

En cuanto a modelo de Korsmeyer-Peppas, € exponente de difusion “n”
representa e mecanismo de liberacion. Los valores de “n” préoximos a 0,43 indican que
existe un mecanismo de liberacion Fickiano (2° Ley de Fick) como es e caso de la
liberacidn de PTX desde las NPs de PLGA 50:50 obtenidas por Spray Dryer (n = 0,43)
(Tabla 22). También se podria considerar n=0,40 como liberaciéon fickiana, tal es €l caso
de laliberacion de PTX desde las NPs de PCL obtenidas por ambas formulaciones 'y de
laliberacién del farmaco desde las NPs de PLGA 75:25 de doble emulsion (Tabla 23).

En cambio valores de “n” inferiores a 0,40-0,43 indican que existe una gran
dispersion de tamafios y no se puede determinar con exactitud e mecanismo de
liberacidn, tal es el caso de la liberacion desde las NPs de PLGA 75:25 preparadas por
Spray Dryer (n = 0,30) (Tabla 22), y de las de PLGA 50:50 obtenidas por doble
emulsion (n = 0,30) (Tabla 23).

En e modelo de Hopfenberg, basado en la degradacion polimérica, se observa

que los valores de los coeficientes de correlacion del modelo aplicado a la liberacion
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desde las NPs obtenidas por Spray Dryer son menos significativos r’= 0,90 - 0,94, y por
tanto no esta claro que se pueda considerar que la constante de liberacion del farmaco
sea directamente proporcional a grado de degradacion polimérica (Tabla 22). Tampoco
puede aplicarse este modelo alas NPs preparadas por doble emulsion (Tabla 23).

|.6. Estudios morfoldgicos post-liberacion

Una vez finalizados los estudios de liberacion, las particulas poliméricas fueron
sometidas a un estudio morfolégico por el FEG-SEM, en el que se pudo apreciar que las
particulas, tras 35 dias de liberacion, perdieron su estructura esférica debido a la

degradacién de las mismas.

La Figura 37 muestra los restos de las particulas obtenidas por Spray Dryer. Se
observa que en las muestras de PLGA 50:50 no se distinguen particulas
individualizadas (Figura 37B), al igual que se aprecia en las muestras de PLGA 75:25
(Figura 37C). Sin embargo, en las muestras de PCL (Figura 37A), pueden distinguirse

particulas individual es, aunque menos esféricas y mas deformadas que las originales.

Figura 37. Imagen de las particulas obtenidas por Spray Dryer al cabo de los 35 dias de
liberacion in vitro del PTX: A) PCL —PTX; B) PLGA 50:50 - PTX y C) PLGA 75:25 - PTX.
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La Figura 38 muestra los restos de las particulas obtenidas por doble emulsion.
Las particulas obtenidas por doble emulsion se observan un poco deformadas, méas
unidas y apelmazadas, sin embargo, no se aprecian los procesos de degradacion tan

significativos a acabo de las 841 h como en las NPs obtenidas por Spray Dryer.

Figura 38. Imagen de las particulas obtenidas por doble emulsion al cabo de los 35 dias de
liberacion in vitro del PTX: D) PCL —PTX; E) PLGA 50:50 - PTX y F) PLGA 75:25 — PTX.
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|I. Ensayosin vitro en células M CF-7

[1.1. Internalizacion celular delas nanoparticulas

I1.1.1. Estudio cualitativo

Para la valoracién cualitativa de las NPs se estudio la dinamica de incorporacion
delas NPs de PCL, PLGA 50:50 y PLGA 75:25 marcadas con el marcador fluorescente
6-cumarina obtenidas por doble emulsiéon. El estudio cualitativo se realizé mediante

microscopio de fluorescencia.

Con €l fin de demostrar que la fluorescencia cuantificada es emitida por las
particulas con 6-cumarina'y no por la 6-cumarina que se haya podido liberar, se utilizo
como control las células MCF-7, que se trataron con la cumarina-6 disuelta en el medio
de cultivo a 1 % de FBS a una concentracion de 100 pg/ml (Figura 39) y 500 pug/ml, a
2 h'y 24 h. Se observé como las cumarina-6 tifie la célula de color verde, dado su
caréacter lipéfilo, marcando su morfologia. Ni entre los distintos tiempos de incubacién
ni las distintas concentraciones utilizadas, mostraron diferencias en la tincion de las
células, alas 24 h presentan la misma coloraciéon que alas 2 h, puesto que las células,
una vez teflidas alcanzan su nivel maximo de saturacion. Se observa también que en las
zonas donde no hay células, no se manifiesta ningunatincion.

20 um

Figura 39. Fotografia de las células MCF-7 control. Se trataron las células con 6-cumarina
disuelta en el medio de cultivo a 1 % de FBS a 100 pug/ml durante 2 h.
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A continuacién, se trataron las células con las NPs de PCL, PLGA 50:50 y
PLGA 75:25 preparadas con la 6-cumarina a una concentracion de 500 pg/ml durante 2
hy 24 h. Con las NPs de PLGA 50:50 (Figura 40), se observa una mayor proporcion de
particulas en € interior de la célula con €l transcurso del tiempo, de 2 h (Figura40B), a
24 h (Figura 40D). En los espacios donde no hay céulas, no se observa ninguna
particula.

Figura 40. Fotografias de las células MCF-7 tratadas con las NPs de PLGA 50:50 — 6-
cumarina a 500 pg/ml a los tiempos de 2 h (B) y 24 h (D), y sus respectivos controles sin
fluorescencia (A y C). Las flechas indican a gunas NPs-6-cumarina.

Con las NPs de PLGA 75:25 sucede lo mismo que con las de PLGA 50:50,
puesto que se presencian mas particulas a medida que pasa e tiempo (Figura 41).
Ademés, existe una mayor confluencia de particulas en €l interior de lacélulaen el caso
delas NPsde PLGA 75:25.
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20pum

Figura 41. Fotografias de las células MCF-7 tratadas con las NPs de PLGA 75:25 — 6-
cumarina a 500 pg/ml a los tiempos de 2 h (F) y 24 h (H), y sus respectivos controles sin
fluorescencia(Ey G).

En las células tratadas con las NPs de PCL, no se aprecia apenas particulas al
cabo de las 2 h de incubacion (Figura 42J), sin embargo a las 24 h, se observa

levemente mayor proporcion de particulas (Figura42L).
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Figura 42. Fotogr afias de las células M CF-7 tratadas con las NPs de PCL — 6-cumarina a
500 pg/ml alostiemposde 2 h (J) y 24 h (L), y sus respectivos controles sin fluorescencia (1 y
K). Las flechas indican algunas NPs-6-cumarina

Una vez evaluado los resultados obtenidos por un lado con las NPs y por otro
con las 6-cumarina en disolucion, en las Figura 43, se muestran los resultados obtenidos
cuando se juntaron ambas. La 6-cumarina en disolucién tifie de color verde las células
mostrando con nitidez el contorno de las mismas; asi mismo, las NPs se muestran como
puntos verdes. De esta forma se observa con claridad donde se encuentran situadas las
NPs.
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Figura 43. Imagen de las células MCF-7 a las 24 h tratadas conjuntamente con la 6-
cumarina disuelta 'y las NPs de PLGA 50:50 (M), PLGA 75:25 (N) y PCL (O). Las flechas
indican algunas NPs o grupos de NPs con e marcgje fluorescente.

I1.1.2. Estudio cuantitativo

Esta técnica complementa e estudio cuditativo que se ha realizado
anteriormente. Para todas las NPs evaluadas, se observa que la capacidad de
internalizacién de las NPs en las células se ve incrementada en funcion del tiempo de
incubacion y tambien aungue menos significativamente en funcion de la concentracion
utilizada. Para la concentracion de 100 pg/ml, las NPs de PCL presentan muy poca
eficacia de incorporacion (12 %) a cabo de las 24 h (Figura 44). En cambio, para las
NPs de PLGA, la eficacia de incoporacion se ve aumentada siendo mayor paralas NPs
de PLGA 75:25 (38 %) (Figura 44), observandose también en el estudio cualitativo.

A una concentracion mayor, a 500 pug/ml las NPs de PLGA 75:25 se encuentran

en mayor presenciaen las células a cabo de las 24 h de incubacion obteniéndose un 78
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% de eficacia de incorporacion (Figura 45). El efecto que causalas NPs de PLGA 50:50
essimilar al delas NPs PLGA 75:25, alas 24 h alcanza unaincorporacion del 43 %. Sin
embargo, las NPs de PCL sdlo acanzan una incorporacion del 12 % alas 24 h (Figura
45).
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Figura 44. Histograma del estudio cuantitativo de fluor escencia. Se muestra el porcentgje de
incorporacion de las NPs de PCL, PLGA 50:50 y PLGA 75:25 con cumarina-6, en células
MCF-7 a una concentraciéon de 100 pg/ml alas 2 h'y 24 h de tratamiento. Datos expresados
Media+ SEM. (**) p<0,001.
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Figura 45. Histograma del estudio cuantitativo de fluorescencia. Se muestra el porcentaje de
incorporacion de las NPs de PCL, PLGA 50:50 y PLGA 75:25 con cumarina-6, en céulas
MCF-7 a una concentraciéon de 500 pg/ml alas 2 h'y 24 h de tratamiento. Datos expresados
Media+ SEM. (**) p<0,001.
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I1.2. Ensayo de viabilidad celular

[1.2.1. Viabilidad celular en presencia del PTX en disolucién

En la Figura 46-47, se muestra la toxicidad del PTX en disolucién sobre las
células MCF-7 a distintas concentraciones (3 UM a 60 uM). Se consideraque el PTX en

disolucién es citotoxico cuando presenta un porcentaje de citotoxicidad superior a 50%.
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Figura 46. Efecto del Paclitaxel (PTX) en disolucion de 3 a 20 uM en células MCF-7 a 24h,
48h, 72h y 96 h de tratamiento, valorado por e méodo del MTT. Datos expresados Media £
S.E.M.

Se observo que a concentraciones entre 3 UM y 20 pM, las células no se ven
afectadas significativamente por el PTX en disolucion a ninguno de los tiempos de
incubacion (Figura 46). El PTX en disolucion de 30 a 60 pM provoca un descenso de la
viabilidad celular dependiente del tiempo y de la concentracion (Figura 47). Por ese
motivo en los demas experimentos, se escogieron las concentraciones de 30 a 60 uM

paratratar las células MCF-7 con las NPs con y sin farmaco.
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Figura 47. Efecto del Paclitaxel (PTX) en disolucion de 30 a 60 uM en células MCF-7 a
24h, 48h, 72h y 96 h de tratamiento, valorado por e método del MTT. Datos expresados
Media+ S.E.M. (**) p<0,001 respecto al control.

A 30 uM laviabilidad celular se mantuvo elevada alrededor del 80 % en los tres
primeros tiempos, sin embargo, a las 96 h desciende significativamente a 65 %. El PTX
en disolucién a una concentracion de 40 uM, provoca a las 24 h un descenso de la
viabilidad celular a un 70 %, y tras 48 h de tratamiento, € PTX en disolucién ya
presenta toxicidad en las células MCF-7 puesto que hay una viabilidad celular del 40 %
(Figura47).

Entre las concentraciones de 50 uM y 60 uM, no se observan diferencias
estadisticamente significativas, sin embargo alas 24 h, e PTX en disoluciéon a 50 uM
mantiene una viabilidad celular por encima del 50 % (Figura 47). Tras 24 h de
tratamiento, la viabilidad celular desciende significativamente mostrando valores

inferiores al 35 %.
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[1.2.2. Viabilidad celular en presencia de las NPs obtenidas por Spray Dryer

En la Figura 48, se muestra los resultados de las células tratadas con las NPs
obtenidas por Spray Dryer para todas las concentraciones (30 uM a 60 uM) y a todos

los tiempos.

Las céulas tratadas con las NPs sin farmaco a las concentraciones de 2,80 — 6,
60 mg/ml (equivalente ala necesaria para obtener 30 — 60 UM de PTX mediante NPs —
PTX) no se ven afectadas, se mantiene una viabilidad celular elevada entre 94 % y 108
%. Respecto alas células control no existe ninguna diferencia significativa entre las NPs
de PLGA sin farmaco (Figura 48C,E). No obstante, las células tratadas con las NPs de
PCL sin farmaco producen un aumento de laviabilidad celular significativo traslas 48 h
de tratamiento (109 % — 137 %) (Figura 43A).

En las células tratadas con las NPs de PCL — PTX, se observa un descenso de la
viabilidad celular a las 24h de un 80 % para 30 pM (Figura 48B) que es
aproximadamente el mismo efecto que causa € PTX en disolucion para esa
concentracion (Figura 47). Al cabo de las 48 h de tratamiento, las células parecen

recuperarse 'y laviabilidad celular aumenta.

En las células tratadas con las NPs de PLGA 50:50 — PTX para todas sus
concentraciones, se produce a las 24 h un descenso brusco de la viabilidad (58 %)
(Figura 48D). A las 96 h, la viabilidad celular es de un 25 %. Estos resultados

concuerdan con la cinética de liberacion.

En las células tratadas con las NPs de PLGA 75:25 — PTX (Figura 48F), se
observa una menor toxicidad alas 24 h (78 %) para las concentraciones de 30 uM y 40
UM. Laviabilidad celular alas concentraciones de 50 uM y 60 UM es de un 50 %. A las
48 h, se produce préacticamente la muerte del 90 % de las células tratadas con las NPs de
PLGA 75:25 - PTX atodas | as concentraciones.
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Figura 48.Viabilidad celular de MCF-7 tratadas con las NPs abtenidas por Spray Dryer de A) PCL
sin PTX; B) PCL —PTX; C) PLGA 50:50 sin PTX; D) PLGA 50:50 — PTX; E) PLGA 75:25 sin PTX; F)
PLGA 75:25 —PTX. Datos expresados Media+ S.E.M.
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[1.2.3. Viabilidad celular en presencia de las NPs obtenidas por doble emulsion

Tras tratar las células MCF-7 a todas las concentraciones (30 uM a 60 uM) a
todos los tiempos con las NPs de PCL, PLGA 50:50 y PLGA 75:25 con y sin PTX

obtenidas por doble emulsién se obtuvieron |os siguientes resultados (Figura 49).

Como en las NPs obtenidas por Spray Dryer, se observa que el tratamiento con
NPssin PTX no afectaalas células (Figura 49 G,I,K). Sin embargo, en las NPs de PCL
se produce un incremento muy significativo de la viabilidad celular que se puede
traducir por una proliferacion celular a cabo de las 48 h de tratamiento, acanzando
hasta casi un 200 % (Figura 49G).

En las células tratadas con las NPs de PCL — PTX, se observa un descenso de la
viabilidad a las 24 h para todas las concentraciones (60 %) que disminuye

progresivamente con el tiempo (Figura 49H).

En las células tratadas con las NPs de PLGA 50:50 — PTX, se produce un
descenso significativo de la viabilidad celular a las 24 h (58 %) (Figura 49J)
disminuyendo progresivamente de forma acusada a las 48 h. A partir de las 48 h, se
produce la muerte de un 80 % de las células tratadas con las NPs de PLGA 50:50 — PTX

atodas | as concentraciones.

En las células tratadas con las NPs de PLGA 75:25 — PTX, se produce un
descenso significativo de la viabilidad celular a las 24 h (43 %) para todas las
concentraciones (Figura49L). Esta viabilidad celular se mantiene hasta las 72 h, donde
disminuye significativamente a un 29 % para las concentraciones de 50 uM y 60 uM
(Figura49L).

~ 131 ~



Resultados

250 100
—e— 30uM
—O0— 40 uM
200 80 - —v— 50 uM
_ = —A— 60 uM
5 3
S 150 - S 60 1
g 8
3 8
S 100 - 2 404
2 s
s —— 30uM >
50 - —O— 40 uM 20 A
—v— 50 .M
—A— 60 uM
0 T T T T 0 T T T T
24n 48h 72h 96h 2h 48h 72n 96n
Tiempo (h) Tiempo (h)
140 100
120 A —e— 30 .M
80 4 —O— 40 uM
. —_ —¥— 50 uM
& 100 - S —A— 60uM
IS 5]
S 80 R
[ Q
o o
he] ©
J 5]
g 60 S 401
o 40 - ——30,uM <
S —O0— 40 uM s
—¥— 50 M 20 A
20 - —A— 60 uM
0 T T T : 0 T : : :
24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h
Tiempo (h) Tiempo (h)
140 100
120 —o— 30uM
80 4 —0— 40uM
= s —v— 50 uM
& 100 4 S —A— 60 uM
a [
S 80 S 601
3 E
o (]
- (5]
8 60 g
= B 40 A
3 =
S 404 ——30uM 8
—0— 40uM >
20 4 —¥— 50 uM 20 A
—A— 60 uM
0 : : : :
24h 48h 72h 96h 0 T T T T
) 24h 48h 72h 96h
Tiempo (h) .
K Tiempo (h)

Figura 49. Viabilidad cdlular de M CF-7 tratadas con las NPs obtenidas por doble emulsion de G)
PCL sin PTX; H) PCL —PTX; 1) PLGA 50:50 sin PTX; J) PLGA 50:50 — PTX; K) PLGA 75:25 sin PTX;
L) PLGA 75:25 - PTX. Datos expresados Media+ S.E.M.
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I1.3. Estudio dela muerte celular

[1.3.1. Morfologia celular

Para determinar los cambios morfolégicos producidos en las células de
carcinoma humano de mama MCF-7 tras € tratamiento con el PTX en disolucion, y con
las distintas NPs con y sin farmaco, se llevo a cabo la observacion con el microscopio
oOptico.

La linea celular MCF-7 se caracterizO por presentar una morfologia celular
epitelial, redondeada y poligonal. El crecimiento de las células fue en monocapa, como
agregados irregulares y confluyentes (Figura 50A).

A

Figura 50. Fotogr afia de las células M CF-7: A) Células sin tratamiento, al 1 % de FBS.

En las células tratadas con €l PTX en disolucion a concentraciones de 40 uM y
50 uM (Figura 51 B,C) durante 24 h, se observo una clara morfologia poligona con
prolongaciones citoplasmaticas que le conferia un aspecto totalmente irregular con
tendencia a agrupamiento celular y una alta cantidad de células despegadas o muertas.
El resultado de esta observacion demostré que € PTX resulta toxico para las células

MCF-7 ya que se observa una deformacion de la célula.
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Figura 51. Fotografias de las células MCF-7: B) tratadas con PTX en disolucion a 40 uM y
C) tratadas con PTX en disolucion a’50 pM.

A continuacion se trataron las células con las NPs con y sin farmaco obtenidas
por €l Spray Dryer (Figura52). Las células tratadas con las NPs sin PTX, no mostraron
ningan cambio respecto a la morfologia natural de la célula (Figura 52 D,F,H). Los
puntos brillantes que se pueden apreciar corresponden a las NPs. Entre los distintos
polimeros, no se observa ninguna diferencia morfolégica lo que indica que los tres
polimeros utilizados son citocompatibles.

Sin embargo, las células tratadas con las NPs con PTX durante 24 h, mostraron
un crecimiento celular formando agrupamientos esféricos en menor 0 mayor grado
(Figura 52 E,F,G). La morfologia de la c8lula se presenta poligonal y con aspecto
irregular y deformado, indicando la presencia de células despegadas o muertas. El PTX
liberado desde las NPs obtenidas por el Spray Dryer es efectivo, ya que se produce €l

mismo efecto que el PTX en disolucién.

~ 134 ~



Resultados

40pum

40pm

Figura 52. Fotogr afias de las células M CF-7 tratadas con NPs obtenidas del Spray Dryer:
D) PCL sin PTX; E) PCL - PTX; F) PLGA 50:50 sin PTX; G) PLGA 50:50-PTX; H) PLGA
75:25sn PTX; I) PLGA 75:25 - PTX.
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En la Figura 53, se muestran los resultados de las células tratadas con las NPs

cony sin farmaco obtenidas por |a técnica de la doble emulsion.

40pm

Figura 53. Fotografias de las células MCF-7 tratadas con NPs obtenidas por doble
emulsion: J) PCL sin PTX; K) PCL - PTX; L) PLGA 50:50 sin PTX; M) PLGA 50:50-PTX; N)
PLGA 75:25sin PTX; O) PLGA 75:25 - PTX.

En las células tratadas con las NPs sin PTX, no se observa ningin cambio

respecto a la morfologia natural de la célula. Los puntos brillantes que se pueden
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apreciar corresponden a las NPs (Figura 53 JL,N). No existe diferencia entre los

distintos tipos de polimeros utilizados.

Las células tratadas con las NPs con PTX durante 24 h, presentan un aspecto
poligonal con las extremidades alargadas y con aguna agrupacion de céulas
despegadas 0 muertas (Figura 53 K,M,0). Al igua que con las NPs obtenidas por €l
Spray Dryer, las NPs obtenidas por doble emulsion liberan también e PTX de forma

efectiva, por producir el mismo efecto que el PTX en disolucion.

[1.3.2. Estudio dela apoptosis con Anexina V- FITCy Yoduro de Propidio

Una caracteristica de la apoptosis es la externalizacion de la FS porque se

produce antes de |a permeabilizacién de lamembrana a |P.

Se redliz6 la doble con IP y Anexina V- FITC con € fin de analizar la muerte
celular por apoptosis y necrosis, tanto en células control sin tratar como en células
tratadas con PTX en disolucion y con NPs con y sin farmaco. Con el PTX en disolucion

se utilizaron las concentraciones de 3, 10, 30 y 50 uM durante 24 h.
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Figura 54. Representacion de un Dot plot de las células MCF-7 sin tratar con PTX tefiidas
con AnexinaV-FITC e |P. Cadarecuadro muestra como se encuentrala célula

Se considerd, como muestra la Figura 54, las células vivas como las células no
tefiidas (A - /IP -); las células en apoptosis. apoptosis temprana (A + /IP -) y tardia (A +

/IP+); y las células en necrosis (A - /IP +).
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Figura 55. Resultados obtenidos de la tincion con Anexina V-FITC e |IP por e citdmetro de
flujo tras e tratamiento de 24 h en cdulas MCF-7 con PTX en disolucion a concentraciones de
3, 10, 30 y 50 uM. Datos expresados Media + S.E.M. (*) p<0,05; (**) p<0,001 respecto a
control.

En las células control tras 24 h de cultivo, € 1 % de las células se encontraban
necréticas, € 11 % en apoptosis tempranay € 8 % a apoptosis tardia. En contraste, las
células tratadas con PTX en disolucion, se observé que la cantidad de células vivas
disminuyeron significativamente para las concentraciones de 3, 10y 30 uM (60 — 70 %)
(Figura 55). Las células tratadas con PTX en disolucion a 50 uM mostraron un 27 % de
células vivas. Se observo que las células en apoptosis aumentaban en funcion de la
concentracion, siendo a50 UM de 70 %, con unamayor cantidad en células en apoptosis
tardia (52 %) (Figura 55).

A continuacién se trataron las células con las NPs obtenidas por |a técnica del

Spray Dryer auna concentracion de 50 uM durante 24 h (Figura 56).
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Figura 56. Resultados obtenidos con la tincion de Anexina V-FITC e |P por e citbmetro de
flujo tras € tratamiento de 24 h en células MCF-7 con NP de Spray Dryer de PCL cony sin
PTX, PLGA 50:50 cony sin PTX, y PLGA 75:25 cony sin PTX a 50 uM. Datos expresados
Media+ S.E.M. (**) p<0,001 respecto al control; (a) p<0,001, respecto al PTX en disolucion a

50 uM.

En las células tratadas con las NPs obtenidas por Spray Dryer a 50 uM (Figura
56), se observo una cantidad elevada de células vivas (70 - 80 %) en comparacion con €l
PTX en disolucién a esta misma concentracion. Las células tratadas con las NPs con
farmaco poseen mas células en apoptosis que las NPs sin farmaco. Las NPs de PLGA

50:50 — PTX presentan mayor células en apoptosis (21 %) que las otras NPs ya que

presentan mayor toxicidad en las células MCF-7 al cabo de 24 h (Figura 48D).
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Figura 57. Resultados obtenidos con la tincién de Anexina V-FITC e | P por e citdmetro de
flujo tras @ tratamiento de 24 h en células MCF-7 con NPs de doble emulsién de PCL cony sin
PTX, PLGA 50:50 cony sin PTX, y PLGA 75:25 con 'y sin PTX a 50 uM. Datos expresados
Media+ S.E.M. (**) p<0,001 respecto a control; (a) p<0,001, respecto a PTX en disolucion a
50 uM.

Las células tratadas con las NPs obtenidas por la técnica de la doble emulsion
(Figura 57) presentan los mismos efectos que las tratadas con las NPs obtenidas por
Spray Dryer. Las NPs de PLGA 50:50 — PTX gjercen un efecto més apoptdtico (28 %)
que €l resto delas NPs con PTX.

Respecto a las células tratadas con las NPs de Spray Dryer, las NPs de doble
emulsion inducen a més células a la apoptosis (19 - 24%) (Figura 57), debido a su

pequefio tamafio pueden inducir |la muerte celular en mayor proporcion.

11.3.3. Andlisisdd ciclo celular

El andlisis del ciclo celular se llevé a cabo en la linea celular MCF-7 por
citometria de flujo. Se trataron las células con PTX en disolucién alas concentraciones
de 10, 30y 50 uM, y con las distintas NPs a la concentracion de 50 uM durante 24 h,

teniendo en cuenta como control lalinea celular sin tratamiento (Figura 58).
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Figura 58. Histogramas del ciclo celular de las células M CF-7 control (A) y tratadas durante
24 h con PTX en disolucion a10 uM (B), 30 uM (C) y 50 uM (D).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 58. El andisis citométrico
mostré la existencia de importantes diferencias en la progresion del ciclo celular de las
células tratadas con el PTX en disolucion comparadas con las células control, en las
cuales (Figura 58A), se observo un 77,06 £ 3,6 % en lafase Go/Gy, un 10,46 + 1,98 %
enlafase Sy un 11,55 + 1,81 % en lafase G,/M (Tabla 24).

En €& caso de las células tratadas con PTX en disolucion para las distintas

concentracion después de 24 h (Figura 58 B,C,D), los porcentgjes de células en las

~ 141 ~



Resultados

distintas fases del ciclo fueron entre 25 — 29 % en lafase Go/G;, 22 — 28 % en lafase Sy
entre 42 — 52 % en la fase G,/M (Tabla 24). Se observa por tanto un incremento
significativo de células en la fase G,/M indicando la detencion de las células en esta

parte del ciclo celular.

Tabla 24. Porcentaje de células M CF-7 en cada fase del ciclo celular (fase sub G; (zona de
muerte), fase GO/G1, fase Sy fase G2/M). Células tratadas con PTX en disolucién durante 24
h a10puM, 30 uM y 50 uM. Datos expresados Media+ S.E.M.

Sub G, Go/Gy S GJ/M
control 1,62 + 0,50 77,06 + 3,60 10,46 +1,98 1155+181
PTX al0 puM 3,26 + 1,95 2512 + 3,92 23,13+ 1,76 51,48+ 4,44
PTX a30 uM 2,35+ 147 26,26 + 0,68 2294 + 3,75 49,17 £ 5,65
PTX a50 uM 0,88+ 0,21 28,53+ 0,27 28,07+1,01 42,63+ 1,81

Para verificar la efectividad del PTX liberado desde las NPs, se trataron las
células con las NPs con y sin farmaco obtenidas por ambas técnicas durante 24 h a una

concentracion de 50 uM (Figura 59).
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Figura 59. Histogramas del ciclo celular de las c8lulas M CF-7. Células tratadas con las NPs
obtenidas por Spray Dryer durante 24 h a 50 uM, E) PCL sin PTX; F) PCL — PTX; G) PLGA
50:50 sin PTX; H) PLGA 50:50 — PTX; ) PLGA 75:25 sin PTX; J) PLGA 75:25—PTX.
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Las NPs sin PTX obtenidas por Spray Dryer no afectan el curso del ciclo celular
de las células MCF-7 (Figura 59 E,G,l), presentan un porcentaje de céulas entre 61 —
70 % en lafase Go/Gy, 7 - 15 Y enlafase Sy 13 - 22 % en lafase G,/M (Tabla 25).
Estos valores son similares alos obtenidos en las células control.

Sin embargo, a tratar las células con las NPs con PTX (Figura 59 F,H,J), se
observo un incremento significativo en la fase Go/M con un valor entre 70 — 84 %
(Tabla 59), mostrando un acimulo de células en esta fase, caracteristico de la accién del
PTX. El PTX encapsulado es liberado eficazmente desde las NPs gjerciendo su accién,
y provocando la detencién de las células en la fase G,/M del ciclo celular. Entre los
distintos polimeros de las NPs no se observaron diferencias significativas en € nimero

de células paradas en | as fase G,/M.

Tabla 25. Porcentaje de células M CF-7 en cada fase del ciclo celular (fase sub G; (zona de
muerte), fase Go/G,, fase Sy fase G,/M). Células tratadas con las NPs obtenidas por € Spray
Dryer cony sin PTX durante 24 h a50 uM. Datos expresados Media + S.E.M.

Sub G, Go/G, S G,/M
control 1,62 + 0,50 77,06 + 3,60 10,46 + 1,98 11,55+1,81
PCL 1,70+ 0,27 71,59+ 1,63 11,89+ 1,50 16,10+ 1,03
PCL - PTX 4,66 + 1,37 17,14 + 5,95 10,48 £ 0,76 70,45 + 9,59
PLGA 50:50 044+0,11 61,85+ 0,29 15,87 + 0,50 22,04+1,40
PLGA 50:50 - PTX 527+ 2,67 12,69+ 1,21 8,16+ 2,57 74,84 + 6,03
PLGA 75:25 0,37 + 0,06 79,64 + 0,73 7,85+ 1,79 13,01 + 0,36
PLGA 75:25- PTX 1,62+ 0,31 10,16 + 0,26 4,73+ 0,61 83,44+1,03
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Figura 60. Histogramas del ciclo celular de las c8lulas M CF-7. Células tratadas con las NPs
obtenidas por doble emulsion durante 24 h a 50 uM, K) PCL sin PTX; L) PCL — PTX; M)
PLGA 50:50 sin PTX; N) PLGA 50:50 — PTX; O) PLGA 75:25 sin PTX; P) PLGA 75:25 —

PTX.
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Al igual que las NPs del Spray Dryer, las células tratadas con las NPs de doble
emulsion sin farmaco presentan un ciclo celular normal sin que se vea afectada ninguna
fase (Figura 60 K,M,0).

En € caso de las células tratadas con las NPs con PTX (Figura 60 L,N,P), los
porcentgjes de las céluas en la fase G)/M dd ciclo celular aumentaron
significativamente en un intervalo entre 69 — 74 % (Tabla 26). Este aumento
significativo de células en esta fase respecto a las células control, manifiesta € efecto

gue gerce @ PTX liberado desde las NPs sobre las células.

Tabla 26. Porcentaje de células MCF-7 en cada fase del ciclo celular (fase sub G; (zona de
muerte), fase Go/G,, fase Sy fase G,/M). Céulas tratadas con las NPs obtenidas por doble
emulsion cony sin PTX durante 24 h a50 uM. Datos expresados Media + S.E.M.

Sub G, Go/Gy S Go/M
control 1,62+ 0,50 77,06 £ 3,60 10,46 + 1,98 1155+ 1,81
PCL 1,13+0,33 66,45 + 3,56 22,1+443 11,24 + 0,64
PCL - PTX 4,73+ 0,25 12,70+ 1,21 10,08 + 1,58 73,32 + 0,56
PLGA 50:50 1,02 £ 0,26 78,15+ 3,71 14,47+ 1,31 12,59+ 0,40
PLGA 50:50 - PTX 2,65+ 0,40 14,5+ 1,60 12,36 + 1,83 69,74 + 3,08
PLGA 75:25 2,40+ 0,79 57,39+ 1,08 30,16 + 1,69 14,18 + 0,97
PLGA 75:25- PTX 2,33+ 0,16 8,19 + 3,56 11,79+ 2,48 73,93+ 1,62
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El Paclitaxel (PTX) constituye uno de los compuestos antineoplésicos de origen
natural més prometedor de los Ultimos afios. A pesar de sus efectos adversos, esta
indicado en numerosas terapias de cancer; solo o bien en combinacidn con otros tipos
de antineoplasicos. Por jemplo, para el tratamiento de cancer de mama no metastasico
se utiliza en monoterapia e PTX en un ciclo de 28 dias; o bien en un tratamiento

combinatorio de PTX y Capecitabinaen ciclo de 21 dias.

A diferencia de otros antineopléasicos de origen natural, el PTX estabiliza la
formacion de microtibulos (MTs) a unirse con la B-tubulina formandose estructuras
microtubulares anormales e inhibiendo por tanto la replicaciéon celular (McGrogan y
cols, 2008).

Al tratarse de un compuesto tan hidréfobo, ha de disolverse en un disolvente
[lamado Cremophor EL (CrEL), para su posterior administracion intravenosa. Este
surfactante, presenta numerosos efectos secundarios (reacciones de hipersensibilidad)
gue son concentracién-dependiente. Estos efectos adversos se han ido solucionando por
medio de una medicacién previa a tratamiento con € antineoplésico, como son los
corticoesteroides. Por este motivo, se ha ido investigando nuevas formulaciones
farmacéuticas, con €l fin de evitar cualquier tipo de efectos adversos por € surfactante

donde se encuentradiluido el PTX.

La nanotecnologia es e futuro en la nanomedicinay se han ido creando nuevas
formulaciones como liposomas, microesferas, dendrimeros, nanoparticulas (NPs)...é&tc.
Desde hace unos afios, se ha comercializado Abraxane® (Abraxis Bioscience, Inc.), una
nueva formulacién de NPs de PTX con albimina, aprobada por la FDA en 2005.
Abraxane® en monoterapia esta indicado en el tratamiento del cancer de mama
metastasico en pacientes adultos en los que haya fracasado el tratamiento en primera
linea de la enfermedad metastésica y para los que no esté indicada la terapia estandar

con antraciclinas.

En este estudio, se han preparado NPs de PTX con polimeros biodegradables,
biocompatibles y sobre todo no téxicos para e organismo vivo. Se emplearon dos
técnicas de preparacion de NPs, por atomizacion y secado (Spray Dryer) y por doble
emulsion, entre las que se obtuvieron diferencias significativas. Todos los ensayos in
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vitro aqui realizados permiten caracterizar y evaluar las NPs obtenidas y asi seleccionar
las més adecuadas para emplearlas en un futuro modelo in vivo. A diferencia de trabajar
con los modelos in vivo, trabajar con lineas celulares permite emplear un mayor nimero

de muestras y hacer una primerarelacion en funcién de los resultados mas Optimos.

El objetivo de la optimizacion de las técnicas de preparacion de NPs es € poder
determinar una serie de pardmetros adecuados para la obtencién de estos sistemas como
son un pequefio tamafio de particula, una eficiencia de encapsulacion (EE) elevada y
una morfologia adecuada. Estas caracteristicas facilitaran la administracion de farmacos

por via parenteral.

La técnica de atomizacion y secado utilizada en este trabgjo, es una técnica de
uso habitual en cuanto al aspecto industrial farmacéutico usada desde los afios 40. Es un
método Util para la microencapsulacion de farmacos, permite obtener sistemas micro y
nanoparticulas cuyo tamarfio y forma pueda controlarse. Ademas, es notable resaltar que
se pueden obtener numerosos tipos de formulacion (microencapsulacién) solamente en
una etapa, en comparacion con la técnica de la doble emulsion. Ademas, es una técnica
muy efectiva para farmacos sensibles al calor, como los de tipo proteico, ya que existe
una pérdida minima de su actividad (Broadhead y cols, 1992). Puesto que la
formulacion de farmacos hidréfobos es un reto por su baja solubilidad y por tanto su
disolucion, la técnica del Spray Dryer tiene como ventaja la posibilidad de encapsular
farmacos hidréfobos y aumentar su disolucion, tal es el caso de la tolbutamida
(Takeuchi y cols, 1987a) o la bupivacaina (Montanari y cols, 2003), que por otras

técnicas seriaimposible.

En la literatura, hay un numero relativamente escaso de estudios de
microencapsulacion del PTX por latécnica de Spray Dryer, ya que esta supone un reto a
la hora de producir particulas suficientemente pequefias y obtener una EE del farmaco
elevada.

Para la preparacion de NPs tanto por la técnica de doble emulsion como por
atomizacion y secado, se escogio como disolvente organico e diclorometano (DCM).
Aparte de ser un buen disolvente organico para los polimeros utilizado (PCL, PLGA
50:50 y PLGA 75:25), tiene un punto de ebullicion bajo de 39,8 °C. Segin la
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clasificacion ICH, es un disolvente de segunda clase y su administracion es limitada
(PDE 6 mg/dia concentracién limite 600 ppm). Est4 considerado como uno de los
disolventes halogenados que causa menor toxicidad (Jones, 1996). El PTX se disuelve
muy bien en el DCM, lo que ayuda a obtener una disolucién homogénea en la mezcla
polimérica.

Con € fin de optimizar el sistema y encontrar los parametros idéneos para la
preparacion de NPs por la técnica de atomizacion y secado, se prepararon nueve

muestras de particulas.

Los parametros del Spray Dryer se fueron variando en funcion de los resultados
gue se querian obtener. Previamente, en nuestro grupo de investigacion, se habia
preparado NPs de PCL con un didmetro medio de 1,4 + 0,7 pum cuando la concentracion
polimérica era de 2 % (p/v), € flujo de aire 700 NI/h y la bomba 5 mi/min (16 %)
(Sastre y cols, 2004). A lavista de tales resultados, se varié los valores del flujo de aire
y de la bomba (Tabla 4), hasta que se consiguidé obtener particulas de PCL més
pequeiias (0,75 £ 0,03 um) con un flujo de aire a 800 NI/h y una bomba a 16 % (5

mi/min).

En el caso de las particulas de PLGA, a igual que con las de PCL, se realizd un
primer ensayo con una concentracion poliméricadel 1 % (p/v); a ver que las particulas
no presentaban un aspecto esférico, se selecciond una concentracion mayor (2 % p/v).
Al tener establecidala concentracion polimeérica, se fue variando los parametros de flujo
de aire y de la bomba del Spray Dryer. Se ha visto que a un valor de 700 NI/h de flujo
de aire, Mu y Feng (2001) obtuvieron particulas de PLGA 75:25 de diametro medio de
1,19 £+ 0,08 um. Segun Blanco y cols (2005), € aumento del flujo de aire a 800 NlI/h
conduce a la obtencion de particulas mas pequefias. Por tanto, al aumentar € flujo de
aire a 800 NI/h y disminuir €l valor de la bomba a 5 %, se obtuvieron particulas de
PLGA 50:50 y PLGA 75:25 de diametro medio de 0,69 + 0,02 umy 0,78 £ 0,02 um,
respectivamente (Tabla 5-6).

Una vez establecidos los parametros del Spray Dryer para la obtencion de
particulas sin f&rmaco. Se incorpor6 el PTX. La inclusion del farmaco en las NPs de

Spray Dryer provocd un aumento del didmetro medio de la particula. Las NPs de PCL
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obtenidas en nuestro estudio presentaron un tamario de 0,75 £+ 0,03 um sin PTX, y con
PTX de 0,94 £ 0,03 um (Tabla 14). Estos resultados estédn en concordancia con los
obtenidos por Blanco y cols (2003), donde obtuvieron unas microesferas de PCL 1,4 +
0,7 umy a incorporar € farmaco (bupivacaina) aumento hasta 2,2 + 0,8 um. De igual
modo sucedié con las NPs de PLGA, ya que pasaron, por gemplo para las NPs de
PLGA 75:25, de un tamafio de 0,78 + 0,02 um sin farmaco a 1,03 + 0,02 um con
farmaco (Tabla 14). Estudios realizados por Mu y Feng (2001), obtuvieron también un
aumento del tamafio de la particula a incorporar € PTX en las particulas de PLGA

75:25, 1,60 £ 0,08 um con farmaco y 1,10 + 0,08 um sin farmaco.

Con pardmetros similares a los utilizados en nuestro estudio pero empleando un
flujo de aire inferior (700 NI/h), se han descrito particulas esféricas y lisas pero
demasiado grandes, con un didmetro entre 1-8 um (Liu y cols, 2007). Sin embargo, a
incorporar algun tipo de emulsificante como el PEG (polietilenglicol) o vitamina E
TPGS (succinato acido del polietilen glicol 1000), se consigue que €l diametro final de
la particula disminuya y acance valores entre 0,88 y 2,44 um (Mu y cols, 2005). En
nuestros experimentos, no fue necesario el empleo de ningun tipo de emulsificantes ya
gue se consiguio obtener un alto porcentaje de particul as en la escala nanométrica (> 60
%) (Tabla14).

Las particulas con menor didmetro obtenidas en este trabgjo son sin duda las
preparadas mediante la técnica de extraccion y evaporacion del disolvente, la técnica de
la doble emulsién (w/o/w; agua en aceite en agua). Se obtuvieron tamafos de diametro
en la escala nanométrica con valores medios entre 223 nm en NPs de PLGA 75:25, 246
nm en NPs de PLGA 50:50 y 270 nm en NPs de PCL (Tabla 15).

Al igua que con las NPs obtenidas por Spray Dryer, la inclusién del farmaco
provoco un aumento del tamafio de las particulas. Se obtuvo un diametro medio de NPs
de PLGA 50:50 de 246 nmy al incorporar € farmaco, aument6 a 274 nm (Tabla 15). El
aumento del tamafio de la particula causado por la incorporacion del farmaco,
concuerda con los resultados realizados por Kim y cols (2008), que consiguieron NPs
de PLGAS50:50 de 202 £ 3 nmy con farmaco de 212 + 4 nm.
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Para la obtencion de NPs de poliéster con PTX, se ha utilizado distintas técnicas
de emulsion. Utilizando la simple emulsion (o/w; aceite en aguad), Jin y cols (2007),
obtuvieron un tamafio medio de diametro de 500 nm en NPs de PLGA 50:50 - PTX. En
estudios posteriores, Jin y cols, consiguieron disminuir € diametro medio de las NPs a
318 + 5 nm (Jin y cols, 2009); aun asi, las NPs obtenidas por dichos autores son de
mayor tamaio que las obtenidas en este trabgjo. En otros estudios con PTX pero con
otro tipo de polimero (PLLA: poli écido-L-lactico), obtuvieron particulas con una
distribucion de tamafios entre 1 - 40 umy 30 - 120 um (Ligginsy cols, 2000). Danhier
y cols (2009), por medio de la técnica de la ssmple emulsion, prepararon particulas de
PLGA 50:50y PCL siny con PTX, incluyendo también en la formulacion polimérica el
PEG, y obtuvieron didmetros medios de 190 + 2 nm.

Otros estudios evallan e efecto del tipo de emulsificante utilizado, su
concentracion sobre el tamafio de particulas y sobre la EE (Feng y cols, 2004). Feng y
cols ensayaron con distintas concentracion de PVA; a 2 % (p/v) obtuvieron NPs de
PLGA (75:25 y 50:50) con PTX de didmetro medio 974 + 41 nm y una EE de 40,2 %.
Cuando el PVA seincremento a 4 % (p/v), € diametro disminuyd ligeramente a 801 +
38 nm, y la EE descendié considerablemente a 22,9 %, lo cual demuestra que a mayor
concentracion del emulsificante menor EE. Sin embargo, los estudios con DPPC
(dipalmitoil-fosfatidil-colina) (0,06 % p/v) y TPGS (0,025 % pl/v) dieron como
resultado NPs de PLGA con PTX de diametro medio 571 + 89 nm y 685 £ 39 nm,
respectivamente, y una EE de 44,9 % y 100 %, respectivamente. ES importante obtener
el méximo de EE puesto que € PTX es un farmaco excesivamente costoso. Nuestros
resultados mostraron una EE elevada, del 75 % a 100 % (Tabla 17), a igua que en
otros estudios realizados con NPs de PLGA 50:50 — PTX donde la EE era del 85,5 %
(Jiny cols, 2007; Jiny cols, 2009).

En cuanto a los emulsificantes, & TPGS y los fosfolipidos, presentan alguna
ventaja més que € PVA, ya que no es necesario una eliminacion tan exhaustiva tras la
obtencion de las NPs. Sin embargo, € PVA es e emulsificante mas utilizado por su
capacidad en estabilizar la emulsion, ya que ayuda a obtener particulas pequefias y con
una distribucion de tamafios uniforme. No obstante, la PVA ha der eliminado, ya que €l
PVA residual podriainterferir en algunas propiedades de las NPs como son el potencial

~ 153 ~



Daiscusion

Z, la distribucion de tamafios, la EE o la liberacién in vitro del farmaco. Por tanto, el
PVA residua es un pardmetro que puede modular las propiedades de las particulas
obtenidas (Sahoo y cols, 2002).

En cuanto ala EE de PTX en las NPs obtenidas por Spray Dryer, fue superior a
75 % en todas las NPs sintetizadas (Tabla 16). Una EE elevada fue debida a la buena
solubilidad que presentabalos polimerosy el farmaco en e DCM (Blanco y cols, 2003).
En otros estudios (Mu y Feng, 2001; Mu y cols, 2005; Liu y cols, 2007), obtuvieron EE
superiores a 60 % usando e mismo disolvente organico que en nuestro trabajo, e DCM.
Sin embargo, en estudios donde el farmaco no era soluble en el disolvente utilizado, se

obtuvieron EE bajas (Blanco-Prieto y cols, 1999; Murillo y cols, 2002).

El aspecto morfoldgico de los sistemas preparados por Spray Dryer observado
en las fotografias obtenidas por FEG-SEM muestran unas particulas de PCL, PLGA
50:50 y PLGA 75:25, pequefias, de superficie lisay ligeramente porosa (Figura 25-26-
27), lo cual es una caracteristica de las particulas obtenidas por la técnica de
atomizacion y secado (Baras y cols, 2000). La formacion de particul as por esta técnica
conduce a la formacion de poros facilitando la entrada del medio acuoso, para que,
posteriormente, la difusion del fa&rmaco sea favorable (Mu y Feng, 2001). Entre las
particulas con y sin f&rmaco, no se observaron diferencias morfol 6gicas, presentando de
igual modo esta porosidad caracteristica. En cambio, las NPs obtenidas por doble
emulsion, son aun méas pequeiias, mas esféricas y lisas, y carecen de poros, 10 que
concuerda con todos los estudios realizados por otros autores (Feng y cols, 2004; Kimy
cols, 2008).

Se evallo la estabilidad térmica de las NPs con y sin farmaco para ambas
formulaciones, y entre ellas no se observéd ningun cambio (Figura 33-34). El PTX puro
se degrad6 en una etapa correspondiente a una temperatura maxima de 254,5 °C. Las
NPs de PLGA 75:25 y PCL se degradaron también en una sola etapa a temperaturas de
303,89 °C y 404,53 °C, respectivamente (Tabla 18); sin embargo, las NPs de PLGA
50:50 mostraron dos etapas a 321,44 °C y 363,52 °C (Tabla 18). Estos resultados
concuerdan con los hallados por Penco y colaboradores (Penco y cols, 2000; D’ Antone
y cols, 2001) que estudian la degradacién térmica de PLGA 50:50 y PLGA 75:25 auna
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velocidad de 20 °C/min. La presencia del PTX en las NPs de PCL no interfirié en la
degradacion térmica; no obstante, en las NPs de PLGA 75:25 — PTX tuvo lugar a una
temperatura mayor que las NPs sin farmaco. En las NPs de PLGA 50:50 — PTX, €
farmaco modifico las etapas de degradacion, que se produce en una sola etapa que
corresponde a la temperatura de la segunda etapa observada en las NPs de PLGA 50:50
sin farmaco. Aunque la degradacion térmica del PTX tuvo lugar a una temperatura
menor que la de los polimeros, no se observé ninglin pico de degradacion en las NPs
con farmaco, lo cual se puede explicar por la pequefia proporcion correspondiente de
farmaco en las NPs (Silva-Junior y cols, 2008). De forma similar a como ha sido
descrito, las NPs obtenidas por doble emulsion muestran las mismas caracteristicas en la
degradacion térmica que las NPs obtenidas por Spray Dryer.

La liberacion in vitro del farmaco en un medio de liberacion acuoso se estudio
durante 841 h (35 dias). En este tiempo, se alcanz6 el maximo liberado, y la cantidad
liberada se calcul 6 considerando € factor de extracciéon (FE). En nuestro estudio, desde
las NPs obtenidas por Spray Dryer, obtuvimos una liberacion total del 60 % del farmaco
encapsulado desde las NPs de PLGA 50:50, y de un 44,34 % desde las de PLGA 75:25
(Figura 35), esta diferencia de liberacion se puede explicar por e caracter mas
hidrofobo del polimero PLGA 75:25 que dificulta la salida del farmaco. Desde las NPs
de PCL, laliberacion del PTX fue aproximadamente el 100 %. En estudios realizados
por otros investigadores, se liberé un 33 % de PTX encapsulado desde las NPs de
PLGA 75:25 (Muy Feng, 2001) y un 29 % desde las NPs de PLGA 50:50 (Mu y cols,
2005). Las diferencias de liberacion del fa&rmaco entre un estudio y otro, estan
condicionadas por el tamafio de la particula, a ser menor se liberar& mas rapidamente,

la concentracion polimérica de partiday €l tipo de polimero utilizado.

La primera etapa de liberacion del PTX esta controlada por un proceso de
difusion, € farmaco situado en la superficie de las particulas se libera répidamente.
Cuando observamos las NPs de PCL, no hay que olvidar que la PCL es un polimero
semi-cristalino, que posee una parte amorfa y otra cristalina que contribuyen a una
liberacién maés rgpida del farmaco que la observada desde las NPs de PLGA durante las
primeras horas, ya que la distribucion del PTX no es totalmente homogénea (Sastre y
cols, 2004). Ademés, se ha observado € aumento del porcentgje de cristalinidad del
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polimero durante la degradacion de las NPs de PCL (Sastre y cols, 2004) y puede
conllevar a una liberacién del PTX mas réapida, como la que se observé durante las
primeras 48 h (Tabla 20). A partir de las 56 h, se ha observado una liberacién més lenta
de PTX desde las NPs de PCL, que se produciria como consecuencia de la degradacion
por hidrdlisis de los enlaces ester del polimero, que tienen lugar preferentemente en las

regiones amorfas del mismo.

Comparando las NPs de PLGA, las diferencias entre ambas composiciones se
deben a carécter més hidrofilo del PLGA 50:50. Se ha observado que la velocidad de
degradacién decrece proporcionalmente cuando aumenta el porcentaje del acido lactico
en el polimero (Blanco y cols, 2006). La degradacion de estos poliésteres se debe a la
hidrdlisis de los enlaces ester de la cadena polimérica; sin embargo diferencias en la
hidrofobicidad determinan la velocidad de degradacion in vitro. Por tanto, cuanto mas
alto sea el porcentaje de &cido glicdlico en & copolimero mayor serd el caracter
hidrofilico de las particulas, y como consecuencia captaran més agua y se vera
favorecida la hidrdlisis de las uniones ester (Blanco y cols, 2006). Otro parametro que
puede condicionar la liberacion del farmaco es que exista una lenta difusion de éste en
el medio acuoso desde un polimero de alto peso molecular (Wang y cols, 1996). Entre
las NPs de PLGA laliberacion mas lenta del farmaco se da desde las de PLGA 75:25, €
que corresponde con el peso molecular més ato (M, = 36100). Por otro lado, se conoce
que la liberacion desde NPs de polimeros de bajo peso molecular es mas rapida, y este
hecho también contribuird a que la liberacion de PTX sea més rdpida desde las NPs de
PLGA 50:50 (M, = 21700).

La difusién del farmaco desde las matrices poliméricas depende de las
caracteristicas del farmaco y del material polimérico. Diversos estudios ponen de
manifiesto que existen tres mecanismos basicos en la liberacion del farmaco desde
sistemas poliméricos: hinchamiento, difusién y degradacion. La hidrofilia del polimero
determinara la rapidez con la que el agua penetre durante la liberacion. Cuando € agua
penetra, las NPs se hinchan y permiten que e farmaco difunda a través de los poros.
Estos poros que presentan las NPs son muy caracteristicos y ventajosos en las particulas
creadas por la técnica del Spray Dryer, puesto que ayudan a la penetracion del medio
acuoso y por tanto promueven la liberacién del farmaco (Mu 'y Feng, 2001; Mu y cols,
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2005). Por otra parte, € efecto hidrolitico del medio acuoso en las cadenas de los
polimeros permite la formacion de poros y canales en el interior de las NPs por
hidrdlisis de los enlaces ester, |0 que favorece a la liberacién (Bain y cols, 1999b). El
proceso de erosion es mas lento en los sistemas hidréfobos y controla la liberacion del

PTX en una segunda o tercera etapa de su liberacion.

Se aplicaron varios model os mateméticos a | os resultados experimentales con €
fin de analizar un patrén de liberacion. Para todas las NPs preparadas por Spray Dryer,
laliberacion del PTX mostré una buena correlacion con el modelo de Higuchi: lamatriz
polimérica se hincha y la liberacion del farmaco estd4 controlada por difusién. Los
valores del exponente difusional en el modelo de Korsmeyer-Peppas, se situaron entre
043 y 0,30 (Tabla 22). El valor estdndar de “n” con € fin de imponer un
comportamiento fickiano a particulas esféricas es 0,43 (Korsmeyer y cols, 1983; Brazel
y Peppas, 2000), por tanto € PTX liberado desde las NPs de PLGA 50:50 y PCL serige
por un comportamiento fickiano. Para los fa&rmacos que se liberan desde formas
esféricas con un gran intervalo de distribucién de tamarios, el valor de “n” dependera de
tal distribucion de tamafio y se podria obtener valores inferiores a 0,43 (Ritger y Peppas,
1987a-b). EIl modelo de Hopfenberg permite una descripcion cuantitativa para la
liberacién de farmacos desde sistemas degradables, y muestras una velocidad de
liberacion proporcional a la superficie del sistema. La aplicacion de este modelo en las
NPs obtenidas por Spray Dryer, se encontr6 en e limite de ser considerado dado que los

coeficientes de correlacion eran menos significativos (r*= 0,90 - 0,94) (Tabla 22).

Por tanto, en € caso de las NPs obtenidas por Spray Dryer, e PTX desde las
NPs de PCL se liberé més rapidamente que desde las NPs de PLGA 1o cua se puede
relacionar con la semi-cristalinidad de la PCL que favorece la liberacion del PTX en las
primeras horas del proceso. El estudio de la cinética asi como €l estudio de los modelos
matematicos muestran una combinacion de dos procesos en la liberacion del PTX. Al
principio, la liberacion se ve favorecida por la capacidad de hinchamiento de las NPs
que hacen mas facil la difusion del PTX encapsulado y también por la cristalinidad del
polimero. Por tanto, la liberacion del PTX es mas rdpida desde las NP de PCL por sus
propiedades semi-cristalinas, seguido de la matriz mas hidrdfila, el PLGA 50:50.
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En cuanto alaliberacion in vitro desde las NPs obtenidas por |a técnica de doble
emulsion, tras 35 dias de liberacion, € porcentaje de farmaco liberado fue inferior al
obtenido con las NPs preparadas por Spray Dryer. Desde las NPs de PLGA 50:50 se
liberé un 31 % del farmaco encapsulado, desde las NPs de PLGA 75:25 un 24 % y
desde las NPs de PCL un 60 % (Figura 36). El tamafio de la particula influye en la
liberacién del farmaco puesto que cuanto méas pequefias sean las particulas mas répida
serd la liberacion. Otros investigadores demostraron con particulas de PLA de tamafio
entre 303 nm y 671 nm, que la liberacion del farmaco (savoxepina) se produjo de
manera mas rapida desde las particulas de menor tamafio (Leroux y cols, 1996). En la
primera etapa las constantes de velocidad de las cinéticas obtenidas de la liberacion in
vitro del PTX desde las NPs preparadas por Spray Dryer fueron menores, 10 que
concuerda con el tamafio puesto que son méas grandes. Asi mismo, la cantidad de
farmaco encapsulado también influye en la velocidad de liberacidn, y en este sentido es
mayor la cantidad de PTX encapsulado en las NPs preparadas por doble emulsion,
debido, entre otros factores, al mayor porcentgje de farmaco inicia de esta formulacion.

La encapsulacion del PTX en las NPs de PCL preparadas por doble emulsion
parece favorecer una mayor interaccion entre el farmaco y el polimero, que vendria
condicionada por la hidrofobicidad del PTX, que prefiere su interacciéon con la PCL,
ailsléandose del medio hidrofilo de la emulsion. La liberacion del farmaco desde las NPs
de PCL podria estar condicionada por la lenta degradacion de las mismas (Prabu y cols,
2009).

El perfil de liberacién de PTX desde NPs de PLGA obtenidas por el método de
extraccion y evaporacion (Figura 36), puede considerarse dividido en tres fases (Tabla
21): la primera, estaria en concordancia con una rapida liberacion del farmaco mas
superficial; la segunda, una liberacién bastante lenta influenciada por la baja solubilidad
del farmaco en medio acuoso, que ralentiza su difusion desde zonas mas internas de la
NP, antes de pasar a la degradacion de la zona més internade la NP, y que constituye la

terceray Ultimafase, que se acomparia de una erosion de las NPs (Wang y cols, 1996).

Para todas las NPs preparadas por doble emulsién, se aplicaron varios modelos

mateméticos a los resultados experimentales con € fin de analizar un patrén de
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liberacion. Se ha encontrado buena correlacion en las tres formulaciones con el modelo
de Higuchi lo que implica que la matriz polimérica se hinchay laliberacion del farmaco
esta controlada por difusion. En cambio €l valor del exponente difusional, es diferente
respecto a las NPs obtenidas por Spray Dryer, los valores inferiores a 0,40 nos indican
un gran dispersion de tamarfios por € cual no se puede determinar con exactitud €l
mecanismo de liberacion, tal es el caso de las NPs de PLGA 50:50 (Tabla 23). En
cuanto a las NPs de PLGA 75:25 y PCL, se considera una liberacion de tipo fickiana

querige la Segunda Ley de Fick.

Estudio de las nanoparticulas con Paclitaxel en células tumorales de mama MCF-7

En lineas generales se asume que la progresion tumoral del cancer de mama es
debida a una combinacién de alteraciones genéticas y epigenéticas, siendo la
proliferacion celular y la supresion de la muerte celular fendmenos que van a
proporcionar la base para esta evolucién neoplasica. Por todo ello, se ha hecho preciso
el disefio de agentes antineoplasicos que puedan alterar el sistemadel ciclo celular y que
al mismo tiempo activen la apoptosis como parte de su accién en células neoplasicas.

La linea celular MCF-7 es una linea derivada de cancer de mama humano y ha
sido utilizada como un excelente model o experimental. Esto ha supuesto unamejoraala
hora de la investigacion ya que ha permitido probar la eficacia de diferentes terapias
antes de su uso en pacientes. La mayoria de los farmacos antineoplésicos usados en la
clinica son sistematicamente agentes antiproliferativos que preferentemente van a matar
células dividiéndose, principalmente, por actuar a nivel de sintesis, replicacion o
procesamiento del ADN. Sin embargo, este fendmeno no es selectivo para las células
cancerigenas, y su eficacia terapéutica estd limitada por € dafio que puede causar a
células normales proliferando. Por ello una estrategia seria la liberacion controlada del
farmaco desde NPs. Esto permite una liberacion del farmaco de forma continua, a
concentraciones terapéuticas, pudiendo establecerse un patron de liberacion durante
determinados periodos de tiempos y por tanto, se reducirian los efectos no deseados y
toxicos producidos por la administracién convencional.
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Los cultivos se sometieron a diferentes tiempos de exposicion incubandose con
la muestras de NPs a diferentes concentraciones evaluando la accion citotdxica de las
mismas. Se conoce que la toxicidad del PTX esta relacionada con la inhibicion de la
progresion a la fase de mitosis del ciclo celular y por tanto con e paro mitético
(Blagosklonny y Fojo, 1999). En numerosos estudios, las concentraciones de PTX
utilizadas en lineas celulares son del orden nanomolar. Asi, con € fin de inhibir la
proliferaciéon celular en células de carcinoma humano de cérvix HelLa, Jordan y cols
(1993), usaron concentraciones nanomolares de PTX. De igual modo, Danhier y cols
(2009), trataron las células HeLa a una concentracion de PTX de 25 pg/ml, lo cua
demuestra que en células Hel.a, una concentracion baja es suficiente para inducir
citotoxicidad. En células de ovario, SKOV 3, Ofir y cols (2002), también demuestran
gue concentraciones de PTX entre 100 nM y 1 uM produce muerte celular. Estudios en
otras lineas celulares, como la colorectal Caco-2 y de colon HT-29, se observa que bajas
concentraciones de PTX entre 0,025 a 25 pug/ml fueron capaces de inhibir lareplicacion
celular (Zhang y Feng, 2006). Nuestros resultados en e ensayo de citotoxicidad han
demostrado que el PTX en disolucion en las células MCF-7, adosisentre 3y 20 UM y a
tiempos de tratamiento 24 h, 48 h, 72 h'y 96 h, no afectaron la viabilidad celular (Figura
46). Estas observaciones hicieron pensar que es necesaria una dosis mas alta para que €l
f&rmaco produzca su efecto anivel celular.

Uno de los factores que explicaria la utilizacion de dosis dtas, se debe a la
carenciadel gen de la caspasa 3, por una supresion en el par de labase 47 del ex6n 3 del
gen CASP-3 de esta linea celular MCF-7 (Janicke, 2009). Estudios realizados por
Odonkor y Achilefu (2008), demuestran que las caspasas contribuyen a la resistencia
del PTX. Diversos autores (Yang y cols, 2001; Leey cols, 2003), han observado que la
carencia de la caspasa 3 puede contribuir a una resistencia a agentes gquimi oterapéuticos,
como es el caso con €l PTX, lo que indica que son necesarias concentraciones elevadas
para ver un efecto significativo en las células MCF-7. En lineas tumorales de pulmén
AB49 tratadas con PTX, donde apenas se expresd la caspasa 3, se ha obtenido ECs, de
22,5 uM; mientras que en lineas de mama 4T 1-luc donde se observd un aumento de la

actividad de la caspasa 3, se obtuvo ECs de 8,5 uM. Tales resultados demostraron que
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existe unaresistencia intrinseca al PTX que se relaciona con la expresion de la caspasa
3 (Odonkor y Achilefu, 2008).

Nuestros resultados en los estudios de toxicidad han demostrado que el PTX en
disolucién causa una inhibicion dosis-dependiente del crecimiento de las células
cancerigenas en la linea MCF-7 a partir de 30 uM (Figura 47), lo cua coincide con los
trabgos realizados por Thomadaki y cols (2006) donde concentraciones de PTX del
orden de 0 a 100 pM en células MCF-7 provocaron un efecto concentracion-
dependiente, obteniéndose a partir de una concentracion de 60 pM una viabilidad

celular inferior a 50 % a partir delas 72 h.

El perfil de las NPs poliméricas sin farmaco de ambas formulaciones fue
estudiado también in vitro. En la linea celular MCF-7 no se encontr6 toxicidad en los
ensayos de viabilidad manteniéndose por encima del 80 %, independientemente de la
concentracion y del tiempo. Un caso especifico es e tratamiento con las NPs de PCL
sin f&rmaco obtenidas por Spray Dryer que presentan un aumento significativo de la
viabilidad celular a partir de las 48 h (137 %) (Figura48), incremento que |lega hasta un
200 % en las preparadas por la técnica de doble emulsion (Figura 49). Estudios
realizados por Serrano y cols (2004) usando fibroblastos de raton L929 con films de
PCL, en tiempos cortos de cultivos con & ensayo del MTT, mostraron que la PCL
producia una estimulacién en la actividad mitocondria (Serrano y cols, 2004). Una de
las razones por la cual e incremento de la viabilidad celular fue mayor en las NPs de
PCL obtenidas por doble emulsién, es porque son de menor tamario, por |o que penetran
mejor en la célulay actian de forma maés eficaz (Panyam y cols, 2003a; Prabu y cols,
2009). Sin embargo, para ambas formulaciones de PCL, este efecto proliferativo se ve
inhibido por la presencia del PTX, encontrandose una disminucion en e porcentaje de
supervivencia proporcional al aumento de la concentracion (Figura 48B). S se tiene en
cuenta la lenta liberacion in vitro del PTX desde las NPs de PCL durante las primeras
48 h, se compensa este incremento inducido por la PCL, y por tanto, una pequefia

liberacidn del PTX es suficiente para que se produzca la muerte celular.

Al tratar las células con las NPs de PLGA 50:50 — PTX, se observé un descenso
significativo (60 %) de la viabilidad celular a las 24 h, o que nos indica que € PTX
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liberado desde estas NPs es mas eficaz que €l PTX en disolucién; se necesita por tanto,
menos concentracion con las NPs para poder alcanzar el mismo efecto. Estos resultados
concuerdan con estudios realizados con microesferas de PLGA 50:50 con PTX o con 5-
fluorouracilo, donde han demostrado en el ensayo de citotoxicidad, que la viabilidad
celular en células tratadas con NPs con farmaco era menor que en las tratadas con €l
farmaco solo. Por tanto, € efecto citotoxico inducido por €l farmaco, cuando esta
encapsulado, es prolongado a lo largo del tiempo, se trata del efecto de liberacion
controlada (Guptey Ciftci, 2004).

Las NPs de PLGA 75:25 con farmaco obtenidas por Spray Dryer son menos
toxicas a las 24 h que & resto de las NPs; esto puede relacionarse con que la
hidrofobicidad del polimero afecta a la velocidad de liberacion del farmaco, en muchos
casos disminuyéndola. También el tamario de la particula puede influir, puesto que a
ser mas grandes (1,03 = 0,02 um) podria dificultar la internalizacion celular en
comparacién con las NPs de PLGA 50:50 (0,85 + 0,02 um) (Tabla 14).

Las NPs de PLGA obtenidas por la técnica de doble emulsién mostraron un
efecto citotoxico conforme con la cinética de liberacion del farmaco. Las NPs de PLGA
50:50 — PTX provocaron una disminucién significativa a las 24 h de tratamiento igual
gue la causada por |la preparadas por Spray Dryer. A partir de las 24 h, el descenso de la
viabilidad celular fue més pronunciado que las obtenidas por Spray Dryer, posiblemente

debido a unavelocidad de liberacion mas rgpida, y al menor tamario de la particula.

El tamafo de la particula es importante puesto que ayuda a establecer posibles
estrategias de liberacién del farmaco para que llegue a zonas especificas del organismo
humano. Las particulas de tamafio micrométrico son filtradas por los capilares
pulmonares y las nanométricas son eliminadas por €l sistema reticulo-endotelial (RES).
En especial, particulas inferiores a 200 nm de diametro tienen como ventgja evitar el
RES, circular por € torrente sanguineo mas tiempo y llegar a lugar especifico de
accion.

Las céulas tratadas con las NPs de PLGA 75:25 — PTX obtenidas por doble
emulsion provocaron una disminucion significativa en las viabilidad celular (40 %) alas

24 h. Esta disminucion esta influenciada por el tamafio de la particula, ya que son mas
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pequefias (229 nm) frente por gjemplo, alas de PLGA 50:50 — PTX (274 nm). Ademés,
presentan una mayor proporcion de internalizacion, lo que facilita al férmaco
encapsulado a liberarse de forma més efectivay por tanto que sea mas toxico. Diversos
estudios han demostrado que existe dos posibles vias por las cuales e farmaco
encapsulado proporciona mayor citotoxicidad que el farmaco en disolucién: a) las NPs
son adsorbidas en la membrana celular llevando un aumento de la concentracion del
farmaco alrededor de la superficie, 1o que conlleva a un gradiente de concentracion que
favorece la entrada del farmaco en € interior de la célula; b) las células cancerigenas
permiten la captacion de NPs poliméricas y de este modo &l farmaco se libera desde €
interior de la célula produciendo un aumento de la concentracién intracelular de
farmaco en € lugar de accién (Hu y cols, 2006; Dong y Feng, 2007; Jin'y cols, 2009).
De estaforma, la sensibilidad de las células MCF-7 alas NPs con PTX se puede atribuir
ala adsorcion de las NPs por la membrana celular y por su acumulacion. Por tanto, las
NPs liberan el PTX desde e interior de la célula, aumentara la concentracion de PTX
intracelular y por tanto el efecto citotdxico.

Existen estudios que demuestran que la particula tiene que ser lo méas pequeiia
posible € 200 nm) para asi poder evitar cualquier mecanismo de evacuacion por
filtracién en el organismo humano. Por tanto, el tamafio de la particula juega un papel
importante a la hora de su adhesion y de su interaccion con las células (Prabu y cols,
2009). En nuestro estudio, las NPs mas pequefias fueron las de PLGA 75:25 con un
diametro de 223 nm, lo que confirma que € tener un tamafio pequefio favorece a la
internalizacion celular. De hecho e meso-tetra(p-hidroxifenil)porfirina (m-THRP)
encapsulado en NPs de PLGA de 100 nm, 200 nm y 600 nm permanece en €l
compartimento intravascular durante a menos 25 min después de su administracion
intravenosa. Sin embargo, €l efecto de este compuesto disminuy6 al aumentar el tamafio
delaNP (Vargasy Delie, 2009).

Los estudios de fluorescencia proporcionan una visudizacion de la
internalizacion de las NPs en las células. Tras haber evaluado las particulas obtenidas
por ambas formulaciones, este estudio se realiz6 utilizando las de la técnica de doble
emulsién por su menor tamafio, que facilita la internalizacion en la célula; estas NPs
fueron preparadas con un marcaje fluorescente: la 6-cumarina. De manera cualitativa y
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cuantitativa, las NPs que mas se internalizaron en las células MCF-7 fueron las NPs de
PLGA 75:25, seguido de las NPs de PLGA 50:50, y por ultimo, las de PCL. Esto es
coincidente con los estudios realizados por Feng y cols (2004), que demuestran que la
densidad de la fluorescencia es inversamente proporcional a tamario de la particula. Se
menciona también que las particulas que se encuentran en un intervalo entre 100 y 200
nm se internalizan por endocitosis mediado por receptor, mientras que las particulas
mas grandes por fagocitosis. Este mecanismo |o retoma Davda y Labhasetwar (2002)

gue lo proponen como un proceso dependiente de energia.

Estudios realizados con NPs de PLGA, demostraron que existe una
internalizacién celular tiempo-dependiente y concentraci dn-dependiente, sugiriendo que
se trata de un proceso dependiente de energia pero que tal internalizacién de NPs, puede
ser saturable (Davda y Labhasetwar, 2002; Panyam y Labhasetwar, 2003a). En este
trabajo de investigacion para un mismo tiempo de incubacion (2 h), se internalizd un 20
% de NPs de PLGA 50:50 de una concentracién de 100 pg/ml, y un 22 % de 500 pg/ml
(Figura 44-45), confirméndose que se trata de un proceso concentracion-dependiente.
Zhang y Feng (2006), observaron también una incorporacion del 25 % para una
concentracion de 100 pg/ml, mientras que para una concentracion de 500 pug/ml se
produjo un 21 % de incorporacién. Por otro lado, para una misma concentracion la
eficacia de incorporacion aumento con € tiempo de incubacion, demostrandose también

que se trata de un proceso tiempo-dependiente.

Una vez comprobada la actividad antitumoral de estas NPs con farmaco, nuestro
interés se centré en e estudio de apoptosis y ciclo celular. La apoptosis ha sido
estudiada en términos de desarrollo del cancer y su tratamiento, intentando identificar su

papel en latoxicidad inducia por agente quimioterpicos.

Laidentificacion de apoptosis por microscopia Optica es algo subjetivo y tedioso
S tenemos en cuenta que € proceso es muy rapido y las células apoptdticas son
rapidamente eliminadas. Asi el andlisis de las céulas control de mama MCF-7 mostro
células pequefias de forma redondeada o poligonal creciendo como agregados
irregulares y confluyentes. En cambio, las células tratadas con las NPs exhibieron una

morfologia més poligonal e irregular, conferida por las prolongaciones citoplasmaticas.
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El PTX actla sobre los MTsy por tanto sobre uno de |os componentes mas importantes
del citoesgueleto (Sorger y cols, 1997). Al unirse alos MTs, e PTX manifiesta uno de

sus efectos antiproliferativo con los cambios morfol 6gicos celulares.

Estos efectos se han observado a tratar las células con dos concentraciones
significativas de PTX en disolucion (40 uM y 50 uM). Tras un tiempo de incubacion,
las células comenzaron a deformarse y retraerse mostrando una morfologia irregular y
perdiendo por tanto toda su morfologia inicial (Figura 51). Jin'y cols (2007) realizaron
el mismo ensayo con las células MCF-7 que trataron con NPs de PLGA 50:50 con PTX,
observandose un cambio morfoldgico. Sin embargo, las células que fueron tratadas con
las NPs sin farmaco mantuvieron su morfologia inicial, al igual que en nuestro trabgjo.
Se puede decir entonces, que los polimeros utilizados en este estudio no son téxicos
paralas células, y e PTX que se encuentra encapsulado en las NPs se libera de forma
eficaz, ya que produce los mismos efectos sobre las células que e féarmaco en

disolucioén.

La confirmacion de la apoptosis inducida por el PTX en disolucién y por las NPs
de ambas formulaciones se llevd a cabo mediante la doble tincién con Anexina V-FITC
y Yoduro de Propidio (IP). Se trataron las células MCF-7 durante 24 h en todos los
casos, con PTX en disolucién y NPs con y sin farmaco, ya que hay estudios que
demuestran que la apoptosis no ocurre inmediatamente, sino que empieza a partir de las
16 h tras el tratamiento con PTX (Blagosklonny y Fojo, 1999). Latincion con Anexina
V-FITC e IP puso en manifiesto que € PTX en disolucién condujo a las células a la
apoptosis de una forma concentracion-dependiente. Asi la cantidad de células
apoptéticas a 50 UM, fue de un 71 %, encontrandose una parte en apoptosis temprana
(19 %) y otra en apoptosis tardia (52 %) (Figura 55), mientras que a una concentracion
menor (de 3 a 10 uM) se hallé arededor del 22 % células en apoptosis temprana y
alrededor del 14 % en apoptosis tardia.

Cuando se compararon las NPs - PTX con el farmaco en disolucion a 50 pM, se
observo que la cantidad de células en apoptosis se encontraba en menor proporcion (13
% -20 %), ya que la liberacién del farmaco desde las NPs es més lentay por tanto no se

alcanza en € tiempo ddl estudio (24 h) la concentracion minima efectiva para gjercer un
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efecto apoptdtico tan drastico. No se observaron diferencias entre los distintos
polimeros utilizados en las formulaciones, aproximéndose a los valores de las células
controles, con un alto porcentaje de células vivas (> 70 %) y con una menor cantidad de
células apoptotica (< 20 %) (Figura 56-57).

En cuanto a mecanismo por el cua e PTX conduce ala apoptosis en las células
MCF-7, se siguen desarrollando numerosas investigaciones. Algunos estudios muestran
que el PTX en diferentes lineas celulares induce apoptosis, aparentemente, con la
liberacidn del citocromo ¢ seguido de la activacion de la caspasa 9 (Blgjeski y cols,
2001). Sin embargo, se ha demostrado que en células cancerosas de mama (MDA-MB-
43 y NCI/ADR-RES), la familia de los Taxanos no induce la liberacion del citocromo c,

por lo que laviamitocondrial no se encuentra activada (Voborilova y cols, 2008).

En cambio, cuando se ha tratado las células MCF-7 con otro compuestos
distintos a PTX como los derivados de stirilpirona (SPD) o daidzen o con un
flavonoide (Acaecitin), la caspasa 9 se ha visto activada, seguido delacaspasa7 (Leey
cols, 2003; Zoli y cols, 2005; Shimy cols, 2007; Jiny cols, 2010). Aunque, la caspasa 3
no se exprese en lalinea celular MCF-7, diversos estudios han demostrado, que a pesar
de todo e PTX induce a la apoptosis (Ofir y cols, 2002; Janicke, 2009). Esto se ha
demostrado por fragmentacién del ADN en ausencia de la caspasa 3, y con activacion
de la caspasa gjecutora 7 (la cua podria desempefiar el papel que g erce la caspasa 3), y
de este modo, conducir a la célula a la apoptosis (Janicke y cols, 1998; McGee y cols,
2002; Twiddy y cols, 2006; Janicke, 2009).

El uso de tratamientos especificos en la terapia contra el cancer cuyo objetivo
principal es el ciclo celular, ha aportado grandes beneficios, debido a los avances que
recientemente se ha logrado en la investigacion de moléculas reguladoras del ciclo
celular y a conocimiento entre e vinculo ciclo celular y apoptosis. Para estudiar los
mecanismos de esta actividad antitumoral y antiproliferativa del PTX se analizaron por
citometria de flujo los efectos del farmaco en la distribucion del ciclo celular. Tras el
estudio de las modificaciones que € PTX provoca a nivel celular, nuestro interés se ha
centrado en intentar explicar porque estas NPs detienen o enlentecen la progresion de

las células tumorales a través de dicho ciclo.
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Como ya se ha mencionado anteriormente, € mecanismo de accion del PTX
consiste en launién alos MTs, y detener € ciclo celular en lafase G/M (McGrogan y
cols, 2008). El citometro de flujo permite la cuantificacion del nimero de células M CF-
7 que se encuentran en cada fase del ciclo celular. Nuestros resultaron muestran que €l
PTX en disolucién induce un aumento significativo de la poblacion de células (43 %)
gue se encuentran en la fase G,/M (Tabla 24), lo cual concuerda con otros autores
(Michalidesy cols, 2002; Henley y cols, 2007) en donde las células MCF-7 tratadas con
distintas concentracion de PTX detienen €l ciclo celular en esta mismafase. Ademas, no
causa solo una detencion en las células MCF-7, también en células de leucemia, U937,
se observo como e PTX aumenta la fraccion de células en apoptosis y necrosis en las
fase Go/M tras 24 h de tratamiento (Liao y Lieu, 2005). Las células que fueron tratadas
con las NPs sin PTX, no mostraron ningiin cambio en su ciclo celular, sugiriendo que
no se ve afectado por € tipo de polimero. Estos resultados concuerdan con los estudios
realizado por Jiny cols (2009), donde NPs de PLGA 50:50 sin farmaco, no modifican el
transcurso del ciclo celular. La inclusion del PTX en las NPs de las distintas
formulaciones, produjo un aumento significativo en € nimero de células en la fase
G,/M acanzando valores de més del 70 % (Tabla 25y Tabla 26), superior a observado
en las células tratadas con el PTX en disolucién; a igual que en ensayos realizados por
Jin'y cols (2007), donde el PTX liberado desde las NPs de PLGA fue efectivo ya que
detuvo las células en la fase G,/M. En estudios redizados sobre €l ciclo celular, por
Panyam y Labhasetwar (2003b) obtuvieron que la dexametasona incorporada en las
particulas de PLGA, producian mas efecto en la retencion de células en lafase del ciclo
celular G4, que la propia dexametasona libre. Por tanto, se alcanzan efectos mas eficaces

del farmaco cuando va encapsulado.

Todos estos resultados ponen de manifiesto que los sistemas nanoparticulas
preparados son un buen vehiculo para la liberacién de un farmaco hidr6fobo como €l
PTX. Las NPs han conseguido mantener las propiedades del fa&rmaco, y su liberacién de

forma controlada permite una mayor y mejor accion citotoxica.
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Conclusiones

L os resultados obtenidos en este Trabajo permiten concluir que:

1. Las nanoparticulas obtenidas por atomizacion y secado tuvieron un tamafio medio <
1 um vy las obtenidas por doble emulsion un tamafio medio inferior a 300 nm. En
todos los casos, la eficiencia de incorporacion del Paclitaxel fue elevada. En
cuanto a menor tamafo, mejor morfologia, mayor rendimiento y mayor

eficiencia de encapsulacion, la técnica de doble emulsion esla mas efectiva.

2. Laliberacion in vitro del farmaco depende de las propiedades fisicas y quimicas de
los polimeros y del tipo de técnica utilizada. Las nanoparticulas de PCL por su
caracteristica semi-cristalina liberan més cantidad de fa&rmaco, mientras que desde
las nanoparticulas de PLGA la liberacion esta condicionada por e carécter
hidrof ébico de los polimeros. Aplicando los modelos matematicos, 1a liberacion del
farmaco se rige por un proceso de difusién y en la mayoria de los casos, por un
mecanismo de liberacion fickiana.

3. Lainternalizacion de las nanoparticulas en las células MCF-7 es concentracion-
dependiente y tiempo-dependiente. La mayor eficacia de internaizacion se

mostré con las nanoparticulas de PLGA 75:25.

4. La linea celular MCF-7 no se ve afectada por € Paclitaxel en disolucion a
concentraciones inferiores a 20 uM. Sin embargo, a partir de 30 UM existe una
disminucion significativa de la viabilidad celular concentracion-dependiente y

tiempo-dependiente.

5. Las nanoparticulas sin farmaco son citocompatibles con las células MCF-7, por lo

gue son un buen vehiculo para el farmaco.

6. Las nanoparticulas con farmaco a concentraciones superiores a 30 UM y después de
48 h, muestran un efecto mas citotoxico que el propio farmaco en disolucion, por
su adhesion a la membrana celular, su internalizaciéon y su liberacion desde dentro

delacéulade forma controlada

7. El farmaco liberado desde las nanoparticulas mantiene las mismas propiedades
fisico-quimicas que € farmaco en disolucion ya que actta del mismo modo en la
fase G,/M dél ciclo celular.
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PREPARATION, CHARACTERIZATION AND IN VITRO RELEASE OF PACLITAXEL FROM DRUG-
LOADED PREPARED BY SPRAY DRYING TECHNIQUE.

P. Lopez-Gasco ', J. Benedi !, A. Fernandez ', I. Iglesias?, R. Lozano!, MD. Blanco 2
1Departamento de Farmacologia, Facultad de Farmacia, UCM

2 Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Medicina, UCM

El Paclitaxel (PTX) es uno de los antineoplasicos mas usados de origen natural para el tratamiento
del cancer de mama y ovario. Actiia sobre la equilibrio dinamico de los microttibulos inhibiendo la
replicacion celular en la fase G2/M.

El PTX es insoluble en agua y precisa una compleja formulacién para su administracion
intravenosa que se realiza mediante aceite de castor polietoxilado (Cremophor EL), el cual es
responsable de numerosos efectos secundarios del Paclitaxel (Taxol®) que incluyen reacciones de
hipersensibilidad, nefrotoxicidad, cardiotoxicidad y neurotoxicidad.

La administraciéon del PTX mediante sistemas poliméricos de liberacién controlada como las
microesferas podrian ofrecer numerosas ventajas terapéuticas a la hora de su administracion
como por ejemplo la reduccion de los efectos de las reacciones de hipersensibilidad.

Por este motivo, hemos recurrido a la busqueda de distintas microesferas (MS) preparadas con
polimeros biodegradables y biocompatibles: poli(e-caprolactona) (PCL) y copolimeros de poli
(lactico-co-glicélico) (PLGA) de dos composiciones PLGA 50:50 y PLGA 75:25.

MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DE MICROESFERAS

Se sintetizaron por atomizaciéon y secado (Mini Spray Dryer B-191, Biichi, Switzerland) microesferas de
PCL (M,=33400) a partir de disoluciones poliméricas al 1% p/v; y de PLGA 50:50 (M,=21700) y PLGA 75:25
(M,=36100) a partir de disoluciones poliméricas 2% p/v, todas ellas disueltas en Diclorometano (DCM). Se
prepararon microesferas con y sin Paclitaxel, donde el 99% era polimero y el 1% farmaco. Previamente, se
optimizaron los parametros del Spray Dryer.

G PLGA 50:50 + | PLGA75:25 +
Sintesis PTX PTX PCL + PTX
Temperatura de
entrada (°C) & & ‘2
Temperatura de
salida (°C) ‘2 i e
Flujo Aire
(NI/h) 800 800 800
Bomba (%) 5 5 16
Aspirador (%) 70 70 70
ESTUDIOS MORFOLOGICOS Mini Spray Dryer B-191

Se determinaron por microscopia electrénica de barrido de emisién de campo (FEG).

ESTUDIOS DE LIBERACION /N VITRO

Cantidad de farmaco incorporado
3 mg de MS se disolvieron en 1 ml de DCM, se llevé a evaporacion,
y se recuperé con 1 ml de Acetonitrilo/Agua al 60% para proceder a su lectura por HPLC.

Cinética de liberacion in vitro /—\

— CENTRIFUGAR Afadir 10 m PBSTween 80
B [T ] al0,1%
H 15min, 11000 rpm, Csobrenadant®
en frio N\
g g g g ZRETCIEELR \\ 4 PROTOCOLO DE EXTRACCION

120mint; 37°C

Desechar la fase acuosa, evaporar 1ml de DCM
. la fase organica
Factor de Extraccion
del PTX: 36 £9 %
Recuperar con 1ml de
Acetonitrilo/Agua al 60% _-

ESTUDIOS MORFOLOGICOS

CINETICA DE LIBERACION /N VITRO

Después de la liberacion, se observé que las microesferas mas degradadas son las de PLGA 50:50, por tener
mayor caracter hidrdfilo:

La liberacion in vitro del Paclitaxel desde las MS esta préximo al 100% en los tres casos considerando el
factor de extraccién. La maxima cantidad de PTX liberado se determiné a las 841h.

5

de

( pg PTX/Img MS)
~
Liberocién asurmlad de Pechtazsl

S gs bed 25T °

= 0 200 400 600 800 1000
Tiempo (h)

La liberacién de PTX se produce en 3 etapas desde las MS con PCL y PLGA 50:50, y en 2 etapas desde las MS con
PLGA75:25. La cinética de liberacion del Paclitaxel desde las MS se ha caracterizado mediante diversos modelos
matematicos.

El orden de ajuste de los datos Microesferas (MS) Etapas K(ug/mg/h) 2
experimentales a los modelos matematicos

UL 2 L EL 0,4haoh 0,1573 0,990
o T T - < de cinética de liberacion fue similar tanto PCL + PTX Tl o o
Elnanapatticulas((S im) para el modelo de Higuchi como para el de a : 2
PLGA 50:50 0,69 1,52 86,81% Korsemeyer-Peppas. Los parametros de 56h a 898h 6,78x10* 0,944
PLGA 50:50 + PTX 0.85 1.24 83,54 % regresién obtenidos tras la aplicacién de 04hagh 0,0505 0.998
PLGA75:25 0,78 1,65 79,09 % estos dos modelos se encuentran en la v 24'h a 282 T 0'959
PLGA 75:25 + PTX 1,02 1,25 58,44% tabla, y se llevaron a cabo considerando los : 2 2
PCL 0,75 1,73 80,45 % datos hasta las 841h de liberacion desde 330ha841h 7,06x104 0,981
PCL + PTX 0,94 1,48 64,28% las MS de PLGA 50:50 y PLGA 75:25, y 0,4h a %h 0,0028 0,993
hasta las 56h (74%) para las de PCL. PLGAT5:25 +PTX
D,;: didmetro promedio en nimero, D,= END/ZN;; Dw: didmetro promedio en peso, D,= ZND#/ZND? - Sh a 841h 1,005x10 0,924
U: indice de polidispersidad, U= D,/D,
N;: nimero de particula medida, D;: didmetro de particula medida Por otro lado, se aplicé el
_ modelo empirico de
EFICIENCIA DE INCORPORACION Hopfenberg de liberacién de Higuchi Korsemeyer-Peppas Hopfenberg
férlr’nacos por erosiég del 2 (ﬁ:/f) 2 n 2 | K(ug PTX/mg MS: pm)h
5 ienci q i6 Eficacia de incorporacién polimero, y como se observa
ggvazzgvzg;d:?:\ﬁgg;a ::ta ::z;gg::g;g: del PTX (ﬂ/f) PgdePTX/mgdeMS | en Ia tabla, la velocidad de | PLGAT®25 | go63 | 00363 | 0087 | 030 | 0942 0,0053
por | cdEmesn el Enin d o Bkl SCak P ;r: ?;Iosndrgaljcrfplda o8 985 pionsosn 0945 | 00679 | 09593 | 043 |0,9349 0,0056
polimeros como del farmaco en el disolvente PLGA75:25 + PTX 76,9% 7,69 + 0,08 . +PTX i i i i i .
empleado (DCM). La mayor incorporacién de PCL + PTX 87,9% 8,79+0,14 PCL+PTX | 0939 | 04838 | 0,968 0,40 0,004 0,051
Paclitaxel se produce en las MS de PLGA 50:50.

»>Se obtuvieron micro/nanoparticulas esféricas con un tamafio medio <1um
donde la inclusién del farmaco fue significativa.

»>La liberacion in vitro se ajusta a 2 etapas para las MS de PLGA 75:25y en 3
etapas para las MS de PLGA 50:50 y PCL. En el caso de las MS de PCL, se
libera mas rapido y mayor cantidad porque la PCL posee una region cristalina y
otra amorfa, por lo cual el farmaco no se reparte de forma tan homogénea.

»Los modelos matematicos aplicados muestran que la liberaciéon del PTX se produce por difusién mediante
un comportamiento Fickiano desde las MS de PLGA 50:50 y de PCL; y por erosion de polimero en los tres
casos.

»>Con los resultados obtenidos, se puede concluir que el tamafio, la morfologia, la eficiencia de
incorporacion y la cinética de liberacion del Paclitaxel, parecen adecuados para evaluar la efectividad de los
soportes disefiados mediante los correspondientes estudios in vivo para una posible aplicacién en la terapia
del cancer de mama y de ovario.
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INTRODUCCION

El Paclitaxel (PTX) es uno de los antineoplasicos mas usados de origen natural para el tratamiento del cancer de mama y ovario. Actlia sobre la equilibrio dinamico de los microtubulos inhibiendo la
replicacion celular en la fase G2/M. El PTX es insoluble en agua y precisa una compleja formulacién para su administracion intravenosa.

Por este motivo, se realizé la sintesis de nanoparticulas (NP) preparadas con polimeros biodegradables y biocompatibles: poli(e-caprolactona) (PCL) y copolimeros de poli (lactico-co-glicélico)
(PLGA) de dos composiciones PLGA 50:50 y PLGA 75:25, mediante la técnica de atomizacién y secado (Spray Dryer).

Tras la caracterizacion fisicoquimica de las NP, se estudio la viabilidad celular en células de carcinoma humano de mama MCF-7.

MATERIAL Y METODOS

ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR: MTT ESTUDIOS DE LIBERACION /N VITRO

Las NP se encuentran cargadas con 1% de PTX

La viabilidad celular se valoré por el método del MTT. Este ensayo se basa en la reduccion
metabdlica: Didmetro medio (um) % cantidad de PTX
B d +S.EM incorporado
romuro de
A ; - i : PLGA 50:50 0,694 + 0,020
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol ~ Succinato deshidrogenasa Formazan
PLGA 50:50 - PTX 0,856 0,016 91,4 %
(color azul)
(color amarillo) PLGA 75:25 0,785 + 0,025
PLGA 75:25 - PTX 1,030 £ 0,021 76,9%
Se determina la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. PCL 0,750 + 0,027
La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido. PCL - PTX 0,947 % 0,027 87.9%
- Tratamiento de MCF-7: i i6n in vii
Placas de 96 pocillos Liberacion in vitro
10.000 célulaglpocillo —> |- Paclitaxel en disolucién de 3uM a 60 uM
= - NP con y sin PTX de 30 uM a 60 pM Liberacion in vitro de las NPs con PTX con los porcentajes de PTX liberados al cabo de los 35 dias de liberacion.
1 5
MTT al 20% (2mg MTT/ml PBS), "
incubar a 37°C 1h.

100%

<«———— | Incubar 24h, 48h, 72h y 96h.

Remplazar por DMSO_y lectura en a 5 Joob E s =
el lector de placas a A=550nm

0%

Liberacién acumulada de Paclitaxel
(g PTX/mg MS)

e
PCL - PTX PLGA 50:50 - | PLGA 75:25 - q
PTX PTX

La tabla representa las cantidades de NP 30 um 2,86 mg/ml 2,8 mg/ml 3,25 mg/ml o
utilizadas en el ensayo de MTT, para cada 20 iM 3,82 mg/ml 3,73 mgiml 2,43 mgimi
concentracién. t

50 uM 4,77 mg/ml 4,64 mg/ml 5,52 mg/ml 0 200 400 600

Ti h
60 UM 572mg/ml | 563mg/ml | 6,60 mg/ml lempo (h)

Resultados de MTT del Paclitaxel en disolucion

Los valores presentados en las diferentes graficas, representan la media + el error estandar de la media (S.E.M) sobre los controles basales respectivos. El nivel de significacion estadistica se definié como p<0,0001.

MTT del Paclitaxel en disolucion de 3 pM a 20 pM

MTT del Paclitaxel en disolucién de 30 pM a 60 pM

Como podemos observar en los histogramas, el Paclitaxel en
disolucién no varia la viabilidad celular entre las concentraciones de
3a20 uM.

En cambio, se observa una disminucién significativa entre 30 uM y
60 pM en funcion del tiempo, siendo estas concentraciones las
elegidas para nuestro estudio.

Viabilidad celular %
Viabilidad celular %

control 3um sum 10um 20 pm

control 30 uM 40 M 50 uM 60 uM

Concentraciones (sM) Concentraciones (xM)

Resultados de MTT de las nanoparticulas sin farmaco y con farmaco

PLGA 75:25 sin PTX PLGA 50:50 sin PTX
o 20 o PLGA 75:25 - PTX 00 PLGA 50:50 - PTX
o o %
M w0
g 100 ) 2 :
£l g 60 g s
o : :
S w0 > g <
20 2 20 20
o o
m mmempo mm - - "Twempo h) ) - ’ 24n a8h (h;Zh 96h ‘ 24h - (h;:h 96h
Tiempo iempo
PCL sin PTX -
160
o PCL - PTX
140 La viabilidad celular de MCF-7 tratadas con
qufljo se observan en las o PLGA 50:50-PTX disminuye
gréficas, no existen 5 significativamente a las 24h de tratamiento,
H ; r e - 50
diferencias significativas en la 3 debido a la mas rapida liberacion de PTX H
viabilidad celular cuando las E desde estas NP. Se observa que el PTX N
celulgs son tratadas con las HES liberado es eficaz a bajas concentraciones. g
NP sin PTX. Esto muestra que ® o 3w
no presentan toxicidad. " Las NP de PLGA 7525-PTX disminuyen la z
. viabilidad en funcién del tiempo, de acuerdo 20
2in son o a6n con la menor velocidad de liberacion de
Tiem e Ao e
empo () PTX. Esta formulacion es més eficaz a ° 24n 480 72 96n
Sin embargo, se observa que la viabilidad celular aumenta desde las 48h con las NP tiempos prolongados de exposicion. Tiempo (h)

de PCL, esto se debe a la posible estimulacion que ejerce la PCL sobre la actividad
mitocondrial, como demuestran estudios de Serrano y col., 2004 sobre fibroblastos

De igual modo, las NP de PCL-PTX producen un ligero aumento de la viabilidad celular que
de raton L929.

se compensa con la lenta liberacion del PTX desde las NP a partir de las 48h.

>El Paclitaxel en disolucién a concentraciones inferiores a 20 UM no causa I>La Iileracié‘n dlel PTX qesde Ia§ E\IP c:e ISCII_- produce una ligera recuperacion de la viabilidad celular , por
toxicidad para la linea celular MCF-7. a posible estimulacion mitocondrial de la PCL .
>Las NP sin PTX no producen toxicidad a las células MCF-7 por lo que son un >La_s’NP de‘PLGA 50:50 y 75:25 son effectivas‘ en las liberacion del PTX. La vjabjljdad celul_a’r disminuy‘e en
b vallee G [eeresten 1 e, funcion del tiempo y de las cgncent_ramones utlll;adas. Este descenso de la viabilidad también se relaciona

con los comportamientos de liberacion de los polimeros.

Bibliografia: > Por tanto, estas NP —PTX son efectivas en causar la muerte celular de la linea celular MCF-7.

Serrano M. C., Pagani R., Vallet-Regi M., Pefa J., Ramila A., Izquierdo |. and Portolés M. T. 2004.

In vitro big ibili of poly( films using L929 mouse fibroblasts. Biomaterials 25:5603-5611.

Agradecimientos: Grupos UCM-CAM (920613) y Beca Fundacion Rafael Folch a P.Lépez-Gasco



de cancer de ovario y de mama.

El Paclitaxel (PTX), antineoplasico natural obtenido de la corteza del
Tejo del Pacifico, Taxus brevifolia, es de los mas usados para el tratamiento

inhibiendo la replicacion celular en la fase G,/M.

Actua estabilizando los microtubulos e

Dado su baja solubilidad, se encuentra actualmente formulado bajo el
nombre de Taxol®, una soluciéon que contiene 6 mg de PTX por ml de
Cremophor EL y alcohol deshidratado (1:1, v/v) y se administra por via
iIntravenosa.

ESTUDIOS DE LIBERACION /N VITRO
Cantidad de farmaco incorporado

OBTENCION DE MICROESFERAS

Se prepararon NP de PCL, PLGA 50:50 y PLGA 75:25 con y sin PTX, usando el método de la
doble emulsion. Para ello, se disolvieron 60 mg de polimero y 6 mg de PTX en 2 ml de DCM
mediante agitacion magnética. Se pipeted gota a gota sobre un volumen de 12 ml de PVA al

2 % (p/v). La mezcla obtenida se sonico durante 30 segundos a 50 W.

La emulsion resultante se pipeted gota a gota sobre la disolucion de la misma mezcla
polimérica (60 mg de polimero en 2 ml de DCM) para llevar a cabo una nueva emulsion.
Después de una nueva sonicacion de 30 segundos a 50 W, la emulsion final se volco sobre
12 ml de PVA al 2 % (p/v) y se sonico durante 5 min a 50 W. Finalmente, se dejo en agitacion
magnética permanente hasta la evaporacion total del DCM. Al dia siguiente, se recuperaron
las NP mediante ultracentrifugacion a 35.000 rpm durante 15 min en frio lavandose 2 veces
con agua destilada.

ESTUDIOS MORFOLOGICOS

Se determinaron por microscopia electronica de barrido de emision de campo (FEG). La
determinacion del tamano de particula y su distribucion fueron determinadas por laser Light
Scattering Microtrac-Zetatrac S3500.

NP PLGA 50:50 - PTX

TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

Se obtuvieron las curvas de la TGA del Paclitaxel, de las NP, y de las NP con PTX usando un
termo analizador Mettler Toledo. El peso de las muestras fue de 1,5 mg. Las muestras se
situaron en una balanza y la temperatura fue incrementando de 25°C a 600°C a una
velocidad de 10°C min-! bajo una atmosfera de nitrégeno (velocidad de 60 cm?3 min-").

uimica y Biologia Molecular, Facultad de Medici

Debido
hipersensibilidad) y por su limitada disponibilidad, se buscan nuevas formas de
sistemas polimeéricos de liberacion controlada que ofrezcan ventajas a la hora de
administrarlo.

Por este motivo, hemos recurrido por la técnica de doble emulsion a la

obtencion

de distintas

SUS

NUMerosos

nanoparticulas

a UCM.

efectos adversos (reacciones de

(NP) preparadas con polimeros

biodegradables: poli-e-caprolactona (PCL) y copolimeros de poli(D,L-lactico-co-
glicolico) (PLGA) de dos composiciones PLGA 50:50 y PLGA 75:25.

Se disolvieron 3 mg de NP en 1 ml de DCM, se llevo a evaporacion, y se extrajo
el farmaco con 1 ml de acetonitrilo/agua (60:40; v/v) para proceder a su lectura por HPLC.

Liberacion in vitro

4 mg de NP-PTX

+ 4 ml PBS/Tween 80 al
0,01%

v~ > N\

_ — Anadir 4 ml PBS/Tween 80
!@ CENTRIFUGAR (_Precipitado)— al 0.1%
A 20 min, 40.000 rpm, CsobrenadanteD\

en frio

Bano con agitacion
horizontal

PROTOCOLO DE EXTRACCION

U/

120 min-1; 37°C ‘

Factor de Extraccidn
del PTX: 68,21 + 6,62 %

Desechar la fase acuosa,
Evaporar a fase organica

1ml de DCM

-G

)

Recuperar con 1ml de
acetonitrilo/agua (60:40,v/v)

ESTUDIOS MORFOLOGICOS

PLGA 75:2—5-’

o

e r
58

Media: 229 + 4,

NP PLGA 75:25 - PTX

(%)

Particulas

Particulas (%)

Rango en

NP PLGA 50:50

nm

PCL-PTX

Media: 394 + 7,69 nm

NP PCL - PTX

(%)

Particulas

(%)

Particulas

Rango en nm

NP PLGA 75:25

Rango en nm

NP PCL

as (%)

Particul

(%)

Particulas

T T T
0-120 121-200201

= HHWW L1
EFICACIA DE INCORPORACION
La eficacia de incorporacion fue bastante elevada:
* PLGA75:25 -PTX 44,99 £ 5,17 ug de PTX /mg de NP
 PLGA 50:50- PTX 50,12 + 8,07 ug de PTX /mg de NP
 PCL-PTX 37,34 + 5,889 ug de PTX /mg de NP.
TGA
Muestra Pérdida de masa (%) Pico temperatura Pérdida de
hasta 600 °C en DTG (°C) masa (%)
Paclitaxel 78,92 245,39 20,45
PCL- PTX 100 404,48 63,81
PCL 100 402,22 62,41
PLGA 50:50 - PTX 100 364,84 72,88
PLGA 50:50 100 318,88 40,50
356,49 82,38
PLGA 75:25 - PTX 100 361,67 74,13
PLGA 75:25 100 320,96 41,22

El Paclitaxel puro se degrada en un solo paso a un maximo de temperatura de
245,39°C. La presencia de PTX en las NP no provoca modificaciones en la
degradacion de las particulas salvo en las NP de PLGA 50:50, donde su inclusion
modifica la degradacion a una sola etapa que corresponde a la temperatura de la
segunda etapa en las NP PLGA 50:50 sin farmaco.

ESTUDIOS DE LIBERACION /N VITRO

Después de la liberacion, se observé que las NPs mas degradadas son las de PLGA 50:50, por tener mayor caracter hidrofilo:

P ey l-‘\ .
' ‘.f

a4 PLGA 75:225-PTX

R

XU AL M

SEI 100KV X9,500

Al cabo de 841 h, la maxima liberacion de PTX que se alcanza es desde las NPs de PCL con un 60 % liberado,
considerando el factor de extraccion.

La liberacion del PTX se produce en 3 etapas desde todas las
NPs, sin embargo, en las primeras 9 horas, desde las NP de

PLGA 50:50, la liberacion del PTX es la mas rapida, dado al 14
caracter hidrofilo y por tener el peso molecular mas bajo de los

tres polimeros empleados.

<
|_
D_ ~
o QO
Nanoparticulas Etapas K(ug/mg.h) r2 P
(NPs) 82
()
Ohaoh 0,2906 0,9211 2 S
e e 24h a 380h 0,0188 0,9739 Sk
524h a841h| 0,0011 0,9708 o
Oh a6h 0,4014 0,9057 s 2
c 1IN —— PCL -PTX
PLGA 50:50 - PTX 2l &) (s UHIEILS 0,9334 S o B —O0— PLGA 50:50 - PTX
80h a 841h 0,0066 0,9916 —v— PLGA 75:25 - PTX
Oh a 6h 0,2376 0.9504 0 . | |
PLGA75:25-PTX | ©ha 80h 0,0374 0,9923 0 200 400 600 800
164h a 841h 0,0057 0,9493 Tiempo (h)

0,5

0,0 n ~ N

-0,5 1

-1,0 A

DTG

-1,5 A

Paclitaxel
204 — PCL

PCL- PTX
—— PLGA 50:50
—— PLGA 50:50 - PTX
-2,5 4| —— PLGA 75:25
— PLGA 75:25-PTX

-3,0

200 400

Temperatura (°C)

600

El orden de ajuste de los datos experimentales a los modelos
matematicos de cinética de liberacién fue similar tanto para el
modelo de Higuchi como para el de Korsmeyer-Peppas.

Se considera una liberacion tipo fickiana para las NPs

de PLGA 75:25 y PCL.

Higuchi Korsmeyer-Peppas
r K (h172) r n
PLGA75:25-PTX | 0,973 0,3093 0,984 0,40
PLGA50:50 - PTX | 0,958 0,2679 0,971 0,30
PCL - PTX 0,987 0,467 0,981 0,40

»El tamano, la morfologia, |la eficiencia de incorporacion y la liberacion in vitro del

»Las NPs obtenidas en este trabajo fueron esféricas y con un tamano
medio <400 nm, donde la inclusion del farmaco fue muy significativa.

»La liberacion del PTX se produce de forma sostenida y llega a ser
del 50 % al cabo de 80 h.

Paclitaxel, parecen adecuados para evaluar la efectividad de los soportes disenados
mediante los correspondientes estudios In vivo para una posible aplicacion en la

terapia del cancer de mama y de ovairio.
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