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RESUMEN
En este trabajo se realiz6 la sintesis, caracterizacion y evaluacion bioldgica de una
nanoplataforma hibrida multifuncional que consiste en la co-encapsulacion de
nanoparticulas superparamagnéticas de 0xido de hierro (SPION) y el farmaco cisplatino en
una matriz de acido poli (lactico-co-glicolico) (PLGA) modificada superficialmente con
una mezcla de poli vinil alcohol (PVA)/quitosano. El trabajo se realizd en dos etapas,
primeramente, las nanoparticulas de magnetita fueron hidrofobizadas con &cido oleico y se
encapsularon en una matriz de PLGA mediante el método de emulsion evaporacion.
Después de que se obtuvieron las nanoparticulas de magnetita/PLGA estas fueron
recubiertas utilizando diferentes concentraciones de quitosano. Los datos experimentales
obtenidos a partir de dispersion dindmica de luz laser (DLS por sus siglas en inglés) y de
calorimetria de titulacion isotérmica (ITC por sus siglas en inglés) mostraron que la
interaccion de las nanoparticulas de PLGA-quitosano esta regulada principalmente por
fuerzas electrostaticas. A partir de los resultados obtenidos en el estudio calorimétrico y
utilizando un modelo de sitios idénticos de unidn, se determind que el nimero de cadenas
de quitosano por nanoparticula de PLGA es de aproximadamente 3.4. Este resultado se
confirmd utilizando un modelo basado en la teoria de Darjaguin-Landau-Verwey-Overbek
(DLVO por sus siglas en inglés) aplicado a los datos experimentales obtenidos por medidas
de DLS de las nanoparticulas de magnetita/ PLGA/quitosano. El nimero de moléculas de
quitosano unidas a la superficie de cada nanoparticula de magnetita/PLGA obtenidas por
este método fue de 3.6. a continuacidn, se evaluo el efecto de la carga superficial de las
nanoparticulas en un modelo de membrana de células endoteliales utilizando, para ello, una
mezcla de tres fosfolipidos (1,2-dipalmitoil-fosfatidilcolina, fosfatidilserina 'y
esfingomielina). La mezcla de fosfolipidos se deposito en la superficie de la subfase acuosa
contenida en la balanza de Langmuir-Blodgett. Las isotermas y curvas de adsorcion
muestran que la superficie cationica de las nanoparticulas cargadas interactua fuertemente
con la mezcla de fosfolipidos (neutros o cargados negativamente). Estos resultados pueden
ser la base de futuros estudios para comprender la interaccion entre las nanoparticulas y la
membrana celular. En la segunda etapa del trabajo se incorporé el farmaco cisplatino en la
nanoplataforma con la intencion de obtener una nanoplataforma multifuncional. Las

nanoplataformas mostraron carga superficial ligeramente positiva y formas esféricas, con



un didmetro promedio de 100 nm y baja polidispersidad. Este rango de tamafio sugiere que
estas particulas son adecuadas para evitar el reconocimiento por parte de los macrofagos,
permitiendo la explotacion de la orientacion pasiva del nanotransportador hacia células
tumorales mediante el efecto de permeacion y retencién aumentada (EPR por sus siglas en
inglés) y una interaccion exitosa con las superficies de las membranas celulares que
favorezcan su internalizacion. Las propiedades magnéticas y las imégenes obtenidas
mediante ensayos in vitro de resonancia magnética de imagen (MRI por sus siglas en
inglés) sugieren que la nanoplataforma puede ser utilizada como agente de contraste tipo
To. Los perfiles de liberacion in vitro de cisplatino mostraron una liberacion inicial de
aproximadamente el 16% en las primeras 6 horas de incubacion, seguida de una liberacién
sostenida durante 10 dias, lo que asegura una administracion lenta del farmaco en el sitio de
accion prolongando su actividad quimioterapéutica. Esto fue confirmado en los ensayos de
citotoxicidad in vitro que indican que el efecto quimioterapéutico del cisplatino en las
lineas celulares de cancer cervical (HeLa) y cancer de mama (MDA-MB-231) mejora en
gran medida cuando el farmaco es encapsulado en la nanoplataforma en comparacién con
la administracion del mismo en forma libre. Por lo tanto, los resultados obtenidos indican
que este nanosistema puede considerarse una prometedora nanoplataforma multifuncional

con potenciales propiedades teragnosticas frente al cancer.

Vi
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INTRODUCCION
Desde la antigiiedad la humanidad ha aprovechado los materiales de su entorno de acuerdo
con sus necesidades [1]. En las ultimas décadas, aparentemente a partir de la charla ofrecida
por Richard P. Feynman en diciembre de 1959 en el encuentro de la American Physical
Society, la ciencia ha dirigido su atencion hacia materiales con dimensiones nanoscopicas,
dando lugar al surgimiento de una gran variedad de materiales organicos e inorganicos con
dimensiones del orden de unos cientos de nandémetros con potenciales aplicaciones en
diferentes &reas de la ciencia, muchos de ellos considerados materiales funcionales, es
decir, con una funcion especifica o bien materiales multifuncionales, capaces de realizar

diversas funciones a la vez [2].

En la actualidad, la nanociencia es el area méas dindmica en la busqueda de nuevos
materiales funcionales con aplicaciones en areas como la alimentaria, textil, medicina,
quimica, tecnologias de la informacidn, electronica y energia; debido a las novedosas
propiedades que los materiales poseen cuando se encuentran en la escala nanoscopica
(magnéticas, Opticas, mecéanicas, térmicas, reoldgicas, cataliticas, etc.) [3-7]. Estas
propiedades son producto de factores como el tamafio, forma y composicion del material,
por lo que las condiciones para la obtencion de nuevos nanomateriales pueden ser
manipuladas con el fin de disefiarlos de tal manera que ayuden a solucionar diversos

problemas actuales de la humanidad.

Los nanomateriales funcionales para aplicaciones biomédicas y energéticas, sin lugar a
duda, son la principal prioridad de la comunidad cientifica hoy en dia. Especificamente
para aplicaciones biomédicas se ha presentado un aumento significativo en el disefio y
desarrollo de nanomateriales funcionales y multifuncionales como prometedoras
herramientas para el diagnostico y tratamiento de enfermedades [8-12]. La caracteristica
principal de estos materiales es su capacidad de exhibir cierta propiedad cuando se
encuentran bajo la influencia de un determinado estimulo (pH, radiacion, temperatura, etc.),

realizando asi acciones inteligentes y controladas [13,14].

Recientemente se ha intensificado el uso de materiales multifuncionales para el tratamiento
y diagndstico de enfermedades como el cancer, Alzheimer, artritis reumatoide, entre otras

[15-18]. Dentro de estos materiales destacan aquellos que estan constituidos por polimeros



biocompatibles y biodegradables, combinados con alguna sustancia activa (farmaco),
material magnético o material luminiscente. Por ejemplo, nanoparticulas (NPs) poliméricas
obtenidas a partir de acido poli lactico-co-glicélico (PLGA), poli-caprolactona (PCL), &cido
poli-lactico son investigadas ampliamente por la comunidad cientifica debido a su potencial

uso en medicina como vectores de transporte y liberacion controlada de farmacos [19,20].

Los sistemas de NPs basados en PLGA son de los mas exitosos e interesantes sistemas
coloidales. Sus principales ventajas son su capacidad para encapsular agentes terapéuticos,
protegerlos, incrementar su estabilidad y liberarlos en el sitio especifico conforme la matriz
polimérica es degradada [21]. Sin embargo, la efectividad de estos sistemas puede ser
mejorada por la encapsulacion de otro material en su interior que ofrezca una funcionalidad
adicional. En este sentido, las NPs magnéticas (magnetita) son de gran interés debido a sus
propiedades superparamagnéticas, permitiendo su uso en aplicaciones biomédicas como
hipertermia magnética y agente de contraste en resonancia magnética de imagen (RMI)
[19,22].

El cisplatino es un farmaco antineoplésico ampliamente utilizado, que exhibe actividad
terapéutica contra varios tipos de cancer, tales como: ovario, testicular, osteosarcoma,
cuello, y pulmén [23,24]. Recientemente, se ha demostrado una alta eficiencia en el
tratamiento de cancer de mama [23-25], sin embargo, su alta actividad antitumoral es
frecuentemente obstaculizada por indeseables efectos secundarios como nefrotoxicidad,
neurotoxicidad y ototoxicidad [26,27]. Por lo tanto, es necesario desarrollar nuevos
sistemas de administracién de farmacos capaces de distribuir el farmaco activo solo en el
sitio de accion, sin afectar a las células y tejidos sanos localizados alrededor del sitio diana.
En décadas recientes, se han reportado un gran nimero de trabajos respecto a la
encapsulacion de farmacos dentro de matrices de PLGA con la intencion de obtener

nanoplataformas multifuncionales para el tratamiento del cancer.

Particularmente, la encapsulacion individual de NPs magnéticas [22,28] o cisplatino [29-
31] en NPs de PLGA mediante el método de emulsion evaporacion ha sido ampliamente
estudiada, sin embargo, hay pocos trabajos que reporten la co-encapsulacion de estos.
Nejati et al. reportaron la sintesis de NPs de cisplatino-magnetita-PLGA-Polietilenglicol

(PEG) observando que este sistema podria ser un buen vector de transporte y liberacion



controlada de farmacos. Ademas, mediante ensayos in-vitro demostraron que el 1C50 del
cisplatino encapsulado en la nanoplataforma fue menor que el de cisplatino libre frente a
celulas A549 de cancer de pulman.

Aunqgue las NPs de PLGA son ampliamente utilizadas para encapsular farmacos y otros
tipos de nanomateriales, su carga superficial es un factor limitante, ya que los grupos
carboxilo presentes en la superficie de las NPs proporcionan una carga superficial negativa,
dificultando su interaccion con las membranas de las células cancerosas (cargada
negativamente) [32,33]. Por este motivo, recientemente, la tendencia estd cambiando hacia
el uso de polimeros naturales tales como, alginatos, celulosa, almidén o quitosano, entre
otros [34-36].

En este trabajo primeramente se sintetiz6 una nanoplataforma hibrida constituida por NPs
de magnetita incorporadas en una matriz de PLGA estabilizada con diferentes
concentraciones de quitosano. El quitosano como polimero modificador de superficie se
escogid para contrarrestar la limitacion de la carga superficial presente en las NPs de
PLGA, adquiriendo una carga superficial positiva una vez que fueron cubiertas con el
quitosano. La nanoplataforma fue caracterizada en cuanto a su tamafio y forma mediante
dispersion dindmica de luz, microscopia de fuerza atdbmica y microscopia electronica de
transmision. La interaccion de las NPs de PLGA-quitosano fue analizada mediante
microcalorimetria de titulacion isotérmica y experimentos de potencial £, Se realiz6 un
modelo tedrico basado en la ecuacion de Grahame para analizar el comportamiento del
potencial { para diferentes concentraciones de quitosano, llevandose a cabo una
comparacion de los resultados del anélisis calorimétrico y potencial ¢ para comprender la
interaccién quitosano-PLGA. Finalmente, considerando que la importancia de las
interacciones biofisicas de las NPs con la membrana celular es critica para desarrollar
sistemas efectivos para el transporte y entrega de farmacos, se realizd un estudio de

adsorcion de NPs en un modelo de membrana celular compuesto por tres fosfolipidos.

Como parte complementaria del trabajo y una vez realizada la caracterizacion fisicoquimica
de la nanoplataforma, se encapsulé cisplatino junto con las NPs magnéticas en el interior de
NPs de PLGA con el fin de obtener una nanoplataforma multifuncional con propiedades

teragnosticas. Ademas, se incorporé polivinil-alcohol (PVA) para estabilizar y modificar la



carga superficial de las mismas. A continuacion, se determinaron el tamafio de particula,
carga superficial, capacidad de carga (cisplatino y NPs de magnetita), propiedades
magnéticas y su potencial como agente de contraste T». Finalmente se determiné el efecto
citotoxico del cisplatino encapsulado en la nanoplataforma en comparacién con el efecto de
cisplatino libre frente a células de cancer cervical (Hela) y cancer de mama (MDA-MB-
231).



ANTECEDENTES

Nanociencia y Nanotecnologia

La nanociencia y nanotecnologia son areas de investigacion y desarrollo que tienen como
objetivo principal controlar el comportamiento y la estructura fundamental de la materia a
nivel atdmico y molecular [37]. La nanociencia se encarga del estudio de los fendmenos y
la manipulacion de materiales a escala atdmica, molecular y macromolecular, cuyas
propiedades son significativamente diferentes a la de los mismos materiales en escalas
mayores. Esta area involucra la parte tedrica y experimental, y se ha convertido en un
campo cientifico con entidad propia de la cual se desprende la nanotecnologia, encargada
del disefio, produccidn, caracterizacion y aplicacion de estructuras y sistemas novedosos
con tamafios nanométricos (nanomateriales) a partir de la manipulacion y control de la

materia en dimensiones menores a 500 nm [37,38].

Nanomateriales

Los nanomateriales son aquellos que tienen componentes estructurados con al menos una
de sus dimensiones inferior a 100 nm. Estos pueden clasificarse como nanomateriales no
intencionados o intencionados. Los primeros incluyen materiales de tamafio nanométrico
que pertenecen naturalmente al medio ambiente como proteinas, virus, NPs producidas
durante actividad volcanica, polvo interestelar, o bien aquellos que son producto de la
actividad humana como las NPs producidas a partir de la combustion de combustibles
fésiles. Por otro lado, los nanomateriales intencionados son producidos deliberadamente, y
a medida que nuestra comprension y capacidad para controlar su estructura mejore, se

creara una gama de materiales con nuevas caracteristicas, funciones y aplicaciones.

Los nanomateriales son de interés porque sus propiedades eléctricas, electronicas, dpticas,
térmicas, mecanicas 0 magnéticas, han abierto grandes esperanzas para diversas
aplicaciones importantes y han redefinido y mejorado las eficiencias de los dispositivos
generados a partir de ellas [39]. Estas propiedades emergentes tienen gran impacto, por
ejemplo, en electronica, optoelectronica, procesamiento de informacion, catélisis, ciencia
biomédica, ciencia ambiental, conversién y almacenamiento de energia, tecnologias

avanzadas de defensa y muchos otros campos [40].



En los ultimos afios se ha incrementado el interés en el uso de nanomateriales para
aplicaciones biomedicas. En esta area, por ejemplo, destacan las NPs de 6xidos de hierro
debido a su excelente estabilidad quimica, nula toxicidad, biocompatibilidad, alta
magnetizacion de saturacion y alta susceptibilidad magnética, que les permite tener
aplicaciones como transportadores de farmacos, en terapia por hipertermia magnética,
bioimagen, etiquetado celular y entrega de genes [41]. Por otro lado, los nanomateriales
basados en polimeros biocompatibles y biodegradables representan la clase de
biomateriales mas grande y versatil, con una creciente aplicacion en areas biomédicas que
incluyen la liberacion controlada de farmacos, imagen médica, medicina regenerativa e
ingenieria de tejidos [42—-44]. Debido a que este tipo de materiales son importantes para
este trabajo, en las siguientes secciones hablaremos méas sobre ellos, con un especial

enfoque en sus aplicaciones biomédicas.

Nanomateriales magnéticos

Los nanomateriales magnéticos han llamado considerablemente la atencion debido a sus
potenciales aplicaciones en diferentes areas tecnoldgicas. En particular, su posible
aplicacion en el area biomédica como agentes terapéuticos (por ejemplo, como agentes de
hipertermia magnética) y de contraste por MRI ha provocado que la comunidad cientifica
las vea como una alternativa para el diagnéstico y tratamiento de enfermedades como el
cancer, Alzheimer y artritis reumatoide [45-47]. Para que las NPs magnéticas puedan ser
utiles en aplicaciones biomédicas estas deben presentar un tamario de particula entre 1 y
100 nm (tamafio inferior a células, virus, genes y proteinas). Las NPs de éxidos de hierro
son las mas utilizadas debido a que son biocompatibles, de bajo coste y presentan
propiedades superparamagnéticas en diferentes intensidades, dependiendo del éxido de
hierro que se trate, ya sea, magnetita, o-hematita o y-maghemita. Por otro lado,
nanomateriales altamente magnéticos a base de cobalto y nickel son téxicos, por lo tanto,
son de poco interés en aplicaciones biomeédicas [48]. En esta seccion abordaremos el tema

enfocandonos particularmente en NPs de 6xido de hierro.

Propiedades magnéticas de NPs de 6xidos de hierro
La magnetita (FesOs) y la maghemita (y-Fe2Os) son los 0xidos de hierro mas utilizados en

aplicaciones biomédicas [49]. La magnetita es un mineral magnético de color negro que se



encuentra disperso en rocas naturales, mientras que la maghemita es un mineral magnético
café-rojizo, isoestructural a la magnetita, pero con vacantes cationicas. Como la maghemita
resulta de la oxidacion de magnetita sus propiedades son muy similares y por lo tanto es

muy dificil distinguirlas.

La magnetita contiene iones Fe?* y Fe** dentro de una estructura de espinela inversa. La
celda unitaria es cubica centrada en las caras y cuenta con 32 aniones oxigeno, con un
parametro de red de 0.839 nm. Los iones Fe estan localizados en 8 sitios tetraédricos
(rodeados por 4 iones de oxigeno) y 16 sitios octaédricos (rodeados por 8 iones de
oxigeno). En la figura 1 se observa como iones Fe** ocupan exclusivamente los sitios
tetraédricos y los iones Fe®* y Fe?" ocupan alternadamente los sitios octaédricos [50].
Debido a esta organizacion la magnetita presenta un comportamiento ferrimagnético, donde
todos los momentos magnéticos de los iones de Fe tetraédricos estdn alineados en una
direccion especifica, mientras que todos los momentos magnéticos de Fe octaédricos estan
alineados en la direccion opuesta. Debido a que existe el mismo nimero de iones Fe3*
octaédricos y tetraédricos, se compensan entre si, por lo que el momento resultante de un

cristal de magnetita surge sélo de los iones Fe? * octaédricos descompensados.
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Figura 1. Representacion esquematica de la estructura cristalina del éxido de hierro
magnetita (a) y el ordenamiento de spin de los atomos de Fe en dicha estructura, que le
confiere un comportamiento ferrimagnético (b). Imagen adaptado de referencia [50].



El momento magnético resultante de un cristal de magnetita (0 maghemita) no se dirige
arbitrariamente; estad alineado preferentemente a lo largo de direcciones especificas,
denominadas ejes de anisotropia. Estos ejes estan determinados, principalmente, por el
campo de anisotropia magneto-cristalina, que depende de la composicion y la estructura
cristalografica del compuesto magnético. La energia de acoplamiento entre este campo y el
momento magnético cristalino es minima cuando el momento magnético se dirige a lo largo
de algunas direcciones particulares. Por ejemplo, en el caso de la anisotropia uniaxial, s6lo
existen dos direcciones de anisotropia opuestas y la energia de acoplamiento simplemente

depende del angulo entre el momento magnético y este Unico eje de anisotropia [49-52].

Como se mencionO anteriormente, el comportamiento ferrimagnético aparece cuando el
sistema no estd compensado magnéticamente y, como resultado, presenta una
magnetizacion de saturacion, que en el caso de la magnetita de tamafio macroscopico posee
un valor de 98 emu/g a 273 K [53]. Otro punto importante en el comportamiento magnético
es la denominada temperatura de Curie, cuyo valor para la magnetita es de 850 K; sélo por
debajo de esta temperatura se observa el comportamiento ferrimagnético; por encima de

este valor se observa un comportamiento paramagnético [54].

Cuando se sintetizan materiales magnéticos que se encuentran en un rango inferior a 100
nm, estos presentan propiedades diferentes al mismo material en escala macroscopica. Para
que esto ocurra, hay que tener en cuenta que en un sistema con respuesta magnética existe
la denominada energia de anisotropia, la cual se define como la barrera que hay que superar
para invertir los dipolos magnéticos del material [55,56]. La energia anisétropa del sistema
estd dada por el producto entre la constante de anisotropia, (K), y el volumen, (V), de la
particula. A medida que el volumen disminuye el producto KV serd comparable con la
energia térmica KgT. Por lo tanto, como resultado de la disminucion de tamafio, la energia
puede sobrellevar la fuerza anisotropa y espontaneamente revertir la magnetizacion de una
particula desde una direccién preferencial a otra, incluso en la ausencia de un campo
aplicado [50,52,57,58]. Si la anisotropia es cero, entonces el momento magnético de cada
particula puede apuntar en cualquier direccion y, de acuerdo a la teoria clésica la
magnetizacion, puede ser descrita por la funcion de Langevin (ecuacion 1) [57]:

M = Nm[cot(%) - M] 1)

mH



M = Nm L(x)

donde o = mH/KgT, L(a) = cot (a)- 1/ a (funcidn de Legevin), M = magnetizacion, Kg =

constante de Boltzmann, T =~temperatura y H =campo magnético.

En términos generales, los cambios en las propiedades magnéticas se observan a medida
que disminuye el diametro de la particula presentdndose un cambio en la configuracion de
los espines magneéticos. Hay dos tamafios criticos considerados importantes en el
comportamiento magnético de los nanomateriales, uno de ellos es el denominado tamarfio
de transicion monodominio-multidominio (D1) y el otro esta relacionado con la transicién
del comportamiento ferrimagnético al superparamagnético (D2) (ver figura 2). En el caso de
particulas con tamafios por debajo de Di la energia necesaria para invertir el momento
magnético es proporcional al volumen de la particula, mientras que para particulas por
debajo de D», por encima de una temperatura determinada y en ausencia de un campo
magnético externo, la energia térmica es superior a la energia de anisotropia, por lo que el
momento magnético de las particulas se deslocaliza y el sistema entra en un estado

superparamagnético.
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Figura 2. Representacion esquematica de comportamiento magnético en funcion del
diametro de particula. Imagen adaptada de referencia [52].



Sintesis de NPs superparamagneticas de 6xidos de hierro

Numerosos métodos quimicos pueden usarse para sintetizar NPs magnéticas para
aplicaciones biomédicas: sintesis en microemulsiones, sol-gel, reacciones sonoquimicas,
reacciones hidrotermales, electro-pulverizacion y coprecipitacion quimica. La sintesis de
NPs superparamagneéticas es un proceso complejo debido a su naturaleza coloidal. El
primer desafio quimico consiste en definir las condiciones experimentales que lleven a una
poblacion monodispersa de granos magnéticos de tamafio adecuado. Estos métodos se han
utilizado para preparar particulas con una composicion homogénea y una distribucion de
tamafo estrecha. Sin embargo, el método mas comdn para la produccion de NPs de
magnetita es la técnica de coprecipitacion quimica de sales de hierro [59-61].

Método de coprecipitacion quimica
Este método es probablemente la mas simple y eficiente via quimica para obtener NPs

magnéticas. EI método consiste en la mezcla de sales férricas y ferrosas con una relacion
molar 1:2 en una solucién bésica con pH entre 9 y 14. La reaccion quimica en la formacion

de NPs de magnetita (Fez0a) esta dada en la ecuacion 2:
Fe?* + 2Fe3* + 80H — Fe;0, + 4H,0 2)

Sin embargo, la magnetita (FesOs4) no es muy estable y es sensible a la oxidacion,

transformandose en maghemita (yFe203). La reaccidn esta representada en la ecuacion 3:

Fe;0, + 2H' > yFe,05 + Fe?* + H,0 (3)

Para evitar que las NPs de hierro se oxiden y se aglomeren, las NPs de magnetita
usualmente son recubiertas con moléculas orgéanicas o inorganicas. Sin embargo, es un
requisito importante realizar la sintesis de NPs bajo un ambiente libre de oxigeno,
preferiblemente en presencia de N». El burbujeo de gas nitrégeno no solo protege de la
oxidacion del aire sino que también reduce el tamafio [61]. El tamafio y la forma de las NP
de oOxido de hierro dependen del tipo de sal utilizada (como cloruros, sulfatos, nitratos,
percloratos, etc.), la relacion de iones ferricos y ferrosos, la temperatura de reaccion, el pH,
fuerza ionica de los medios, asi como otros parametros de reaccién (por ejemplo, velocidad

de agitacion, velocidad de caida de la solucion basica, etc.) [62].
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Este método de sintesis afecta significativamente las propiedades fisicas y quimicas de las
particulas de 6xido de hierro. En general, los valores de magnetizacion de saturacion (Ms)
encontrados en los materiales nanoestructurados suelen ser mas pequefios que la fase
volumétrica correspondiente, siempre y cuando no se produzca ningin cambio en las
configuraciones ionicas. De acuerdo con esto, se ha obtenido que el valor experimental de
M para las NPs de 6xido de hierro esta en el rango de 30-80 emu g%, menor que el valor de

la magnetita en escala macroscopica [59,61,62].

Aplicaciones de NPs superparamagnéticas

Las NPs superparamagnéticas de 6xidos de hierro, se han convertido en una herramienta
popular para el tratamiento de cancer e imagen molecular, debido a sus versatiles
propiedades fisicas y elevada biocompatibilidad [63]. EI empleo de NPs
superparamagnéticas como agentes terapéuticos se centra en su usoO como agentes
hipertérmicos bajo la accion de campos magnéticos alternos aplicados y como vehiculos
para la administracion de genes y farmacos. A continuacion, daremos una breve explicacion
de estas aplicaciones abordando mas detalladamente el uso de NPs superparamagnéticas

como agentes de contraste.

Hipertermia magnética.

La temperatura 6ptima de supervivencia de las células es de 37 °C, temperaturas mas altas
conducen a la perdida de la funcion celular e incluso la muerte celular. La hipertermia
magnética es una modalidad terapéutica local para el tratamiento del cancer que se basa en
el hecho de que las NPs magnéticas producen calor cuando se exponen a un campo
magnético alterno (AMF por sus siglas en inglés). La terapia comprende la administracion
de NPs magnéticas en el tumor, seguida de una exposicion al campo magnético alterno
como se muestra en la figura 3a. Las células cancerosas cargadas con NPs magnéticas
estaran sujetas a dafios irreversibles a consecuencia de alcanzar temperaturas superiores a
42-43 °C. En 2005 se llevo a cabo el primer ensayo clinico en un paciente con un tumor
prostatico recurrente en el que se concluyé que la hipertermia magnética es una modalidad
de tratamiento factible y bien tolerada [64]. Posteriormente, Ronny et al. realizaron un
estudio utilizando una combinacion de hipertermia magnética con radioterapia en 14

pacientes con cancer cerebral (glioblastoma multiforme). La termoterapia con NPs
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magnéticas fue bien tolerada por todos los pacientes con efectos secundarios menores o
nulos. Se midieron temperaturas promedio intra-tumorales de 44.6 °© C (42.4-49.5 ° C),
observandose signos de control local del tumor. Se concluyd que la terapia mediante
hipertermia craneal profunda utilizando NPs magnéticas podia aplicarse con seguridad en

pacientes con glioblastoma multiforme [65].

Administracion de genes.

La terapia génica es una gran promesa para el tratamiento del cancer pero sus aplicaciones
clinicas se ven obstaculizadas debido a la entrega y expresion incontrolada de genes
[66,67]. Los vectores virales se usan cominmente en la terapia génica debido a su alta
eficacia de administracion, pero a menudo exhiben efectos secundarios no deseados, tales
como la integracién aleatoria e inmunogenicidad. Recientemente, el uso de NPs funcionales
como portadores de un gen terapéutico ha recibido una atencién creciente por su potencial
para superar los problemas de toxicidad de la administracién viral. Sherer et al. asociaron
vectores de genes con NPs superparamagnéticas para la entrega de genes dirigidos
mediante la aplicacion de un campo magnético. Esto potencid la eficacia de cualquier
vector hasta varios cientos de veces, permitiendo la reduccién de la duracion del suministro
del gen a minutos. Méas importante aun, la alta eficacia de transduccion observada in vitro
fue corroborada también in vivo, con transfeccion local guiada por campos magnéticos en el
tracto gastrointestinal y en los vasos sanguineos. Se concluyd que la magnetofeccion
(transferencia génica asistida por campos magnéticos externos (figura 3b)) proporciona una
herramienta novedosa de alto rendimiento para la deteccién de genes in vitro y puede
ayudar a superar las limitaciones fundamentales de la terapia génica in vivo [67]. Por otro
lado, Pardo et al. estudiaron la eficiencia de la transferencia génica en células gliales B92
utilizando NPs magnéticas complejadas con vectores génicos en presencia de un campo
magnético externo. Las NPs magnéticas asociadas a adenovectores Rad-GFP (que expresa
la proteina fluorescente verde GFP) o Rad-DsRed (que expresa la proteina fluorescente roja

DsRed2) mostraron mejor eficiencia en la terapia génica en células cerebrales [68].
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Figura 3. Aplicaciones biomédicas de NPs superparamagnéticas, a) terapia por hipertermia
magnética, b) administracion de gentes mediada por campos magnéticos (magnetofeccion),
c) administracion especifica de farmacos y d) Agente de contraste por resonancia magnética
de imagen. Imagenes tomadas de referencias [69][70], respectivamente.

Administracion dirigida de farmacos.

La quimioterapia tradicional se ha usado durante mucho tiempo para mejorar el pronéstico
de los pacientes con cancer, especialmente aquellos con metastasis. A pesar de sus muchos
beneficios para los pacientes, algunas desventajas todavia estan asociadas con el método
tradicional, como la inespecificidad para las células malignas [63]. En estas circunstancias,
el uso de NPs magnéticas como sistema de suministro de farmacos bajo la influencia de un
campo magnético externo ha recibido mucha atencion como consecuencia de su
simplicidad, facilidad de preparacion y capacidad de adaptar sus propiedades para
aplicaciones biologicas especificas [71]. El principio del direccionamiento anticancerigeno
magnético se muestra en la Figura 3c. por ejemplo es bien conocida la complejidad de
direccionar sistemas de NPs a través de la barrera hematoencefélica y alcanzar tumores
cerebrales; en este sentido las NPs magneticas como sistemas administradores de farmacos
pueden ser de gran ayuda. Liu et al. desarrollaron NPs de Oxido de hierro (FesOa)

encapsuladas dentro poli [anilina-co-sodio-N-(1-uno-acido butirico) anilina], con el agente
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antineoplasico epirrubicina inmovilizado en su superficie. Este novedoso sistema de
administracion de farmacos magnéticos se dirigid al cerebro utilizando ultrasonidos
focalizados y orientacién magnética como un sistema de administracion sinérgico. Tanto el
ultrasonido como el campo magnético aplicado aumentaron activamente la concentracion
local de NPs. Sus resultados mostraron que los animales control no presentaban
acumulacion de NPs en la region tumoral incluso 6 h después de la administracion. Sin
embargo, al aplicar un campo magnético externo, las células tumorales absorbieron
aproximadamente 15 veces mas del rango terapéutico de epirrubicina por gramo de tejido
[72].

Aqgente de contraste por resonancia magnética de imagen (MRI)

La resonancia magnética de imagen (MRI) se basa principalmente en la resonancia
magnética nuclear de protones de hidrogeno extremadamente abundante en organismos
vivos, especialmente en forma de agua. La figura 4 muestra el fundamento de esta técnica
en la cual un fuerte campo magnético estatico (en diagndstico clinico normalmente se
utiliza un campo magnético entre 1.5 y 3 T) se utiliza para alinear los momentos
magnéticos nucleares de los protones, que luego se desvian selectivamente en el plano
transversal por la aplicacion de un pulso de radiofrecuencia (5-100 MHz). El tiempo
necesario para que los momentos magnéticos vuelvan a la direccion longitudinal original
del campo magnético estatico se define como el tiempo de relajacion. Se pueden considerar
dos tiempos de relajacion diferentes: T1, que corresponde a la recuperacion longitudinal, y
T2, que es la desintegracion transversal. Ambos tiempos de relajacion son la fuente de
contraste en la RM y se caracterizan por las relajaciones ry (1 /T1) y r2 (1/T2) [50,73,74].

14



Mxy

Transverse

Longitudinal

T1 time T2 time

Figura 4. Representacion esquematica de los fundamentos de la técnica de resonancia
magnética de imagen. Imagen tomada de referencia [73].

La MRI se ha convertido en una de las herramientas mas utilizadas y poderosas para el
diagndstico clinico no invasivo debido a su alto grado de contraste en tejidos blandos,
resolucion espacial, y profundidad de penetracion. Como ya se menciond, la intensidad de
la sefial de MRI esta relacionada con los tiempos de relajacion (T1, relajacién de espin-red y
T», relajacion espin-espin) de los protones de agua in vivo. Para aumentar el contraste se
administran compuestos magnéticos (agentes de contraste) antes del escaneo con el
objetivo de acelerar la relajacion del proton (ver figura 3d). El acortamiento de T1 y T»
aumenta las tasas de relajacion correspondientes, r1 y r2, produciendo sefiales hiperintensas
e hipointensas en tiempos mas cortos. Ademas, la relacion sefal/ruido se puede mejorar con
la adquisicion de un gran numero de mediciones. Los agentes de contraste utilizados
generalmente se basan en NPs de 6xido de hierro o ferritas, proporcionando un contraste
negativo en las imagenes ponderadas en T2, 0 complejos de metales lantanidos (que en su
mayoria contienen iones de gadolinio (Gd)), que proporcionan un contraste positivo en las
imagenes potenciadas en Ty [73-75]. Sin embargo, agentes de contraste basados en Gd son
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toxicos, y su toxicidad basicamente depende de la estabilidad termodinamica y la cinética
de disociacion de los complejos formados. Ademas, permanecen en el organismo durante
un periodo de tiempo més corto, lo que compromete la disponibilidad del paciente para el
analisis y limita la duraciéon del examen. Por estas razones, las NP de oxidos de hierro

emergen como una alternativa a los quelatos convencionales de Gd [73].

Las NPs de oxidos de hierro se han utilizado como agentes de contraste T, durante mas de
25 afnos. Dado que tanto la magnetita como la maghemita exhiben un comportamiento
superparamagnético, la pérdida de su magnetizacion neta en ausencia de un campo
magnético externo limita su tendencia a la auto-agregacion, y esto ayuda a obtener una
buena respuesta bioldgica [76]. Desafortunadamente, las omnipresentes fuerzas de Van der
Waals inducen la agregacion natural de las particulas y, para eludir este problema, existe
una gran variedad de alternativas para estabilizar las particulas. Estas alternativas incluyen
a los polimeros, que son los materiales estabilizantes mas ampliamente utilizados, ya que se
pueden adsorber o anclar en la superficie del éxido de hierro mediante enlaces de
hidrogeno, fuerzas electrostaticas o union pseudo covalente. Entre los materiales utilizados
se incluyen PEG, dextrano y sus derivados, alginato, quitosano, almidon, PVA, albdmina,
poli(etilenimina), siloxano orgéanico, estireno-di-vinil-benceno sulfonato y PLGA. Este

ultimo lo abordaremos mas adelante.

Recientemente, se han reportado una gran cantidad de trabajos utilizando NPs
superparamagnéticas de 6xido de hierro en aplicaciones in vivo como agente de contraste
por MRI. Por ejemplo, Patel et al. sintetizaron NPs de magnetita@PLGA como agente de
contraste por MRI. En sus ensayos in vivo aplicaron las NPs en higados de conejo y sus
resultados mostraron una mejora en el contraste después de la aplicacion de las NPs,
sugiriendo que las NPs localizadas en el higado interactGan con los nicleos de hidrégeno a
su alrededor y provocan el cambio en el tiempo de relajacion [77]. Ding et al. prepararon
NPs de 6xido de hierro conjugadas con el anticuerpo anti-HER2 de cadena simple (scFv),
como nuevos agentes de contraste por MRI dirigida al receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico (HER2). Los ensayos los llevaron a cabo utilizando modelos
murinos y los resultados revelaron la union especifica de las NPs al receptor HER2

expresado en las células tumorales, asi como la capacidad de obtener imagenes de RM del
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tumor in vivo. Asi, las NPs conjugadas con el anti-HER2 pueden ser utilizadas como agente
de contraste para el diagndstico preoperatorio de tumores malignos [78]. Por otro lado,
Chen et al. conjugaron NPs de oxido de hierro con el anticuerpo anti-CD3 (IOPC-CD3) con
el proposito de construir un agente de contraste (MRI) dirigido a células T. La utilidad de
IOPC-CD3 como agente de contraste fue evaluada in vivo en un modelo murino de artritis
reumatoide inducida por colageno tipo Il. Sus resultados mostraron que IOPC-CD3
presentaban una alta relajacion transversal, baja toxicidad celular y una alta eficiencia como
marcador para células T. Las células T marcadas con IOPC-CD3 fueron detectadas en el
modelo animal utilizando MRI, por lo tanto, se concluyé que las IOPC-CD3 pueden ser

utilizadas como una sonda molecular para su uso en aplicaciones clinicas.

Como se menciond anteriormente, las NPs de Oxido de hierro tienen variedad de
aplicaciones en biomedicina, sin embargo, muchas de las caracteristicas que les confieren
esa utilidad se ven afectadas cuando las NPs son cubiertas o encapsuladas en otros
materiales. Debido a que este trabajo va dirigido al desarrollo de una nanoplataforma
multifuncional y, por lo tanto, implica encapsular NPs de magnetita en una matriz

polimérica, este tema es importante y se abordara mas adelante.

Nanomateriales poliméricos

En la actualidad los nanomateriales a base de polimeros han sido ampliamente utilizados
como sistemas liberadores de farmacos, en regeneracion de tejidos y en herramientas de
diagndstico. El interés en este tipo de nanomateriales radica principalmente en dar solucién
a los problemas relacionados con la entrega controlada de farmacos [79]. Dependiendo de
la ruta de administracién (oral o parenteral) y la aplicacion (transporte de farmacos o
sistema de diagndstico) los materiales utilizados para la formulacion de las NPs deben

cumplir ciertos requerimientos fisioldgicos.

Los principales polimeros utilizados en la preparacion de NPs con aplicacion bioldgica se
dividen en tres grupos: i) polimeros naturales (biopolimeros), polimeros sintéticos
biodegradables (degradables por procesos quimicos o bioldgicos en el organismo), y

polimeros sintéticos no degradables [79].
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Polimeros sintéticos biodegradables

En contraste con los polimeros naturales cuyo peso molecular y distribucion dependen del
procedimiento de extraccion, los polimeros sintéticos pueden ser hechos a conveniencia.
Sus propiedades fisicoquimicas pueden variar en un amplio intervalo, particularmente
mediante copolimerizacion con mondmeros funcionales apropiados. Ademas, utilizando
técnicas de polimerizacion controlada, las caracteristicas macromoleculares se pueden
ajustar y se puede alcanzar una distribucion de peso molecular estrecha (PDI). Entre los
polimeros sintéticos para aplicaciones biologicas destacan los poliésteres alifaticos como el
acido polilactico (PLA), acido poliglicolico (PGA), el copolimero acido poli (lactico-co-
glicdlico) (PLGA), y la policaprolactona (PCL). Sin embargo, el PLGA tiene mayor
preferencia por encima de sus mondmeros PLA y PGA [80].

El PLGA es un copolimero lineal que puede ser preparado a diferentes relaciones entre los
mondmeros que lo componen, &cido lactico y glicdlico (figura 5). Este es el polimero méas
comunmente utilizado en la preparacion de NPs con aplicaciones biomédicas debido a: i) su
biocompatibilidad y biodegradabilidad; ii) su velocidad de biodegradacion adaptada (segun
el peso molecular y la proporcion de copolimeros); iii) estd aprobado para su uso clinico en
humanos por la Administracion de Drogas y Alimentos de EE. UU. (FDA por sus siglas en
ingles); y iv) su potencial para modificar las propiedades de superficie para mejorar su

interaccidn en aplicaciones biologicas [81].

o) o
OH )J\/C)H
HO * HO
CH,

Acido lactico I Acido glicolico

o) H
HO \]?[Tl/\o/]f
CH, e

Acido poli (lactico co glicolico)

Figura 5. Estructura quimica del &cido poli (lactico-co-glicélico) y los monémeros que lo
conforman. Imagen tomada de referencia [81].
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El PLGA se degrada por hidrdlisis de sus enlaces éster en ambientes acuosos. En detalle, se
pueden describir cuatro pasos durante su degradacion: (i) hidratacién: el agua penetra en la
region amorfa e interrumpe las fuerzas de Van der Waals y los puentes de hidrogeno,
causando una disminucion en la temperatura de transicion vitrea (la Tg esta por encima de
37 °C); (i) degradacion inicial: escision de enlaces covalentes, con una disminucién en el
peso molecular; (iii) degradacion constante: los grupos terminales carboxilicos
autocatalizan el proceso de degradacion, y la pérdida de masa comienza por la escision
masiva de los enlaces covalentes de la cadena principal, dando como resultado la pérdida
de integridad; (iv) solubilizacion: los fragmentos se dividen adicionalmente en moléculas
que son solubles en el medio acuoso. Después de la degradacion del PLGA, el acido lactico
y glicélico se forman como productos finales. Ambos &cidos son inocuos ya que se

incorporan al ciclo de Krebs y se excretan en forma de dioxido de carbono y agua [80,81].

Las tasas de degradacién pueden verse influenciadas por diferentes parametros del
polimero: (i) el peso molecular: aumentando el peso molecular de 10-20 a 100 kDa, las
tasas de degradacion varian de semanas a meses; (ii) la relacion de acido glicélico a lactico,
con un mayor contenido de &cido lactico son menos hidrdéfilos, absorben menos agua y, por
lo tanto, se degradan mas lentamente, como consecuencia de la presencia de grupos
laterales metilo en el acido polilactico que lo hace mas hidrofobo que el &cido poliglicolico
(una excepcién a esta regla es el copolimero 50:50 que exhibe una degradacion mas
rapida); (iii) estereoquimica: las mezclas de mondmeros de acido lactico D y L se usan con
mayor frecuencia para la fabricacion de PLGA, ya que la tasa de penetracion de agua es
mayor en las regiones D, L amorfas, lo que conduce a la degradacion acelerada del PLGA;
y (iv) funcionalizacion del grupo terminal: los polimeros que tienen un extremo limitado
con ésteres (a diferencia del &cido carboxilico libre) presentan una degradacién mas

prolongada [81].

Recientes investigaciones han utilizado los grupos terminales carboxilo libres en la
superficie de NPs de PLGA para realizar modificaciones fisicas y quimicas para modular su
velocidad de degradacion o sus velocidades de liberacion para la administracion de
farmacos. Entre una amplia gama de modificaciones de PLGA, se ha investigado la

interaccion electrostatica entre el grupo terminal carboxilo del PLGA con grupos amina
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presentes en el biopolimero quitosano con la intencién de solucionar la principal limitacion
para una interaccion efectiva de las NPs de PLGA con la membrana celular y, con ello,
obtener nanoplataformas para el diagnostico y tratamiento de enfermedades como el cancer
[82-87].

Polimeros naturales (biopolimeros)

Los polisacaridos representan el grupo mas importante de polimeros naturales [88,89].
Polimeros biocompatibles como el quitosano, dextrano y el acido hialurénico se han
utilizado en la modificacién de superficies de NPs con el fin de mejorar sus funciones en la
actividad bioldgica [27,82,90].

El quitosano es un biopolimero formado por glucosaminas y N-acetil glucosamina. Se
obtiene a partir de la desacetilacion parcial de la quitina, un polisacarido natural encontrado
principalmente en los crustaceos (ver figura 6) [91]. Debido a la naturaleza policationica
del quitosano, este se ha utilizado en gran medida ya sea para la formulacion de NPs o
como recubrimiento de estas, facilitando su administracion al tracto gastrointestinal, o por
via nasal, ocular, bucal y vaginal. La fuerte mucoadhesion del quitosano puede explicarse
por las interacciones ionicas entre esta molécula policationica y las subestructuras
anionicas, tales como restos de acido sialico en la mucosa. Ademas de sus propiedades
mucoadhesivas, el quitosano muestra baja toxicidad, degradabilidad por enzimas como la
quitinasa y la lisozima, propiedades anticoagulantes, y actividad antibacteriana y
antifungica. También se ha demostrado que es un promotor de la curacién de heridas en el
campo de la cirugia [82,88,89,92].
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Figura 6. Estructura quimica de quitina (a), monémero de quitosano (b) y estructura de
quitosano parcialmente desacetilado. Imagen tomada de referencia [91].

Como se menciond anteriormente, el quitosano se ha utilizado ampliamente en la
modificacion superficial de NPs con la finalidad de resolver principalmente problemas de
biocompatibilidad. Chronopoulou et al. sintetizaron NPs de PLGA cargadas con
dextrametasona modificadas superficialmente con quitosano, observando un cambio en la
carga superficial de las NPs de PLGA, de negativa a positiva, asociado a la adsorcion de
quitosano en la superficie de las NPs sin cambio aparente del tamafio de particula. También
investigaron el efecto de la presencia de quitosano en los perfiles de liberacién in vitro del
farmaco, donde encontraron que la presencia de quitosano prolonga la liberaciéon del
farmaco hasta 7 dias a diferencia de las NPs de PLGA sin recubrimiento que lo liberan en 2
horas [87]. Por otro lado, Guo et al. encapsularon el fa&rmaco 7-etil-10-hidroxicamptotecina
en NPs de PLGA modificadas superficialmente con quitosano. Sus resultados de estudios in
situ de perfusion intestinal de un solo paso (SPIP) indicaron una mejora en la absorcion del
farmaco como resultado del efecto sinérgico entre el quitosano y el PLGA sobre la
inhibicion de la P-glicoproteina (Pgp). Las NPs mostraron una captacion celular alta y un
eflujo bajo para los farmacos en células de adenocarcinoma colorrectal (Caco-2). Los
estudios de citotoxicidad revelaron que las NP de PLGA cubiertas con quitosano tenian un
efecto transitorio sobre la integridad de la membrana, pero que no tenian influencia sobre la

viabilidad celular. Por lo tanto, concluyeron que las NPs de PLGA cubiertas con quitosano
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serian una opcion viable como portadores inteligentes para la administracion oral de

agentes antineoplésicos [83].

Sintesis de NPs de PLGA

Como se menciono anteriormente, el PLGA en forma de NPs ha llamado la atencion para
aplicaciones biomeédicas debido a su biocompatibilidad y biodegradabilidad, capacidad para
proteger farmacos contra la degradacion, viabilidad para conseguir una liberacion
sostenida, posibilidad de modificaciones superficiales para conseguir interacciones
bioldgicas efectivas, enfoques de sintesis de acuerdo con varios tipos de farmacos (por
ejemplo moléculas pequefias 0 macromoléculas hidrofilicas o hidr6fobas) y la posibilidad
de dirigirse a 6rganos o células especificos [93].

Los métodos para la obtencion de NPs de PLGA se pueden dividir en 2 clases: técnicas
bottom-up (de abajo hacia arriba) y top-down (de arriba hacia abajo). Las técnicas bottom-
up, incluyen el proceso de polimerizacion a partir de un monémero como punto de partida,
mientras que las técnicas de emulsion evaporacion, emulsion difusion, nanoprecipitacion y
salting-out son técnicas top-down, donde las NPs se forman a partir de polimeros ya
fabricados [94].

Método de emulsion evaporacién del solvente
El método de emulsion evaporacion es el més utilizado para la formulacion de NPs de
PLGA y se divide en las metodologias de emulsion simple y doble (figura 7).

Emulsion simple (aceite/agua)

Este método es utilizado cominmente para encapsular compuestos hidrofébicos. Se basa en
la emulsificacién de una disolucion organica que contiene el polimero y el componente
activo en una fase acuosa, seguido por la evaporacion del disolvente. Se pueden utilizar
surfactantes como el PVA, SDS o Pluronic en la fase acuosa para ayudar a la estabilizacién
de las NPs formadas. La reduccion de tamafio de las gotas emulsionadas se realiza por
medio de agitacion, sonicacion o microfluidizacion [94]. El proceso de evaporacion se
requiere para eliminar el disolvente organico presente en la fase organica, conduciendo a la
precipitacion del polimero en forma de NPs con un diametro en el rango de unos cientos de

nanometros.
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Los parametros a considerar al utilizar este método de sintesis son: el peso molecular y
concentracion del polimero, la relacion de copolimeros y grupos terminales, la naturaleza
del surfactante, la relacion volumétrica de las fases, la naturaleza del solvente, la velocidad
de evaporacion, la capacidad de atrapamiento del farmaco, el estrés cortante y la

esterilizacion [94].

Emulsion doble (agua/aceite/agua)

La técnica de doble emulsion es ampliamente utilizada para encapsular farmacos
hidrofilicos, péptidos y proteinas. EI primer paso del método de doble emulsion es la
formacion de una emulsién agua/aceite, donde la disolucion acuosa contiene el componente
activo y es afiadida a una fase orgénica que contiene el PLGA. La emulsion es llevada a
cabo bajo fuerte estrés cortante por medio de sonicacion, microfluidizacion o altas
velocidades de homogenizacion. Posteriormente, la emulsion agua/aceite es afiadida a una
fase acuosa que contiene PVA como emulsificante, forméandose la doble emulsion
agua/aceite/agua. Finalmente, la emulsién es sometida al proceso de evaporacion del
disolvente [95].

El principal inconveniente del método de doble emulsion es el gran tamafio de las NPs
formadas y la fuga del componente activo hidrofilo, responsable de las bajas eficiencias de
atrapamiento. La coalescencia y la maduracion de Oswald son los dos mecanismos
importantes que desestabilizan las gotas de la emulsion doble, mientras que, la difusién a
través de la fase orgéanica del componente activo hidrofilo, es el principal responsable de
los bajos niveles de componente activo atrapado [94,95].

Los parametros importantes a considerar en este proceso sintético son: la relacion
polimero/agente surfactante, la concentracion de polimero, la naturaleza del agente
surfactante, la viscosidad, la naturaleza del disolvente, el esfuerzo cortante, la evaporacion,

los aditivos y las relaciones de primera fase/segunda fase [94].
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Figura 7. Esquematizacion de los procesos de obtencién de NPs mediante emulsion simple
y doble emulsion. Imagen tomada de referencia [96].

NPs superparamagnéticas en matrices de PLGA

Como se mencion6 anteriormente, las NPs superparamagnéticas de Oxido de hierro y
PLGA son ampliamente utilizadas en aplicaciones biomédicas como agentes de contraste y
sistemas de liberacion controlada de farmacos. Una gran cantidad de trabajos sobre la
encapsulacion de NPs superparamagnéticas dentro de NPs de PLGA han sido previamente
reportados [20,22,28,97-99]. Algunos dirigidos hacia el diagndstico y otros hacia la terapia

de enfermedades tales como el cancer.

Como el PLGA tiene la capacidad de encapsular compuestos hidrofilicos e hidrofébicos
mediante los métodos de emulsién simple o doble, por lo tanto, es relativamente facil
encapsular NPs superparamagnéticas hidrofobicas en su interior ya que estas presentan
tamarios de particula de menos de un par de decenas de nandmetros. Por ejemplo, Lee et al.
prepararon NPs superparamagnéticas de Oxidos de hierro encapsuladas dentro de NPs de
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PLGA. En este trabajo, estos investigadores reportaron la formulacion de tres tamafos
diferentes de NPs de PLGA, y encontraron que la susceptibilidad magnética de estas
incrementaba conforme disminuia el tamafio de las NPs, asociando este comportamiento al
aumento de la fraccion volumen de NPs superparamagnéticas conforme se reduce el
tamafo de las NPs de PLGA [100]. Por otro lado, Wassel et al. sintetizaron NPs de
magnetita cubiertas con acido oleico y las encapsularon dentro de NPs de PLGA utilizando
la técnica de emulsion doble. Las NPs hibridas obtenidas mostraron una disminucion en la
saturacion magnética con respecto a las NPs magnéticas puras; sin embargo, el valor
obtenido estuvo por encima de los reportados previamente por otros autores, lo que

permitiria su uso como agente de contraste [101].

Nanoplataformas multifuncionales

Recientemente, se han desarrollado sistemas de NPs poliméricas combinadas con otros
tipos de materiales, tales como, NPs magnéticas, marcadores fluorescentes, farmacos y
moléculas especificas con la intencion de expandir sus capacidades y producir lo que hoy
en dia se conocen como nanoplataformas multifuncionales. La co-encapsulacién de NPs
superparamagnéticas y farmacos dentro de NPs de PLGA modificadas con biopolimeros o
marcadores especificos ha despertado el interés de la comunidad cientifica, ya que este tipo
de nanoplataformas podrian presentar propiedades teragnoésticas, es decir, ser capaces de

proporcionar un diagnostico y terapia a la vez.

Schleich et al. desarrollaron NPs con propiedades teragndsticas a partir de la co-
encapsulacion de NPs magnéticas y el farmaco paclitaxel dentro de NPs de PLGA. En
cuanto a la actividad como agente de contraste, los resultados in vitro de relajacion e
imagenes MRI ponderadas en T2 mostraron que las NPs pueden ser utilizados como agentes
de contraste. Estos investigadores también evaluaron la actividad de las NPs como agente
terapéutico in vivo, encontrando que las NPs cargadas con paclitaxel retrasaban el
crecimiento del tumor CT26, asociado al cancer de colon. En conjunto, sus resultados
sugieren que estas NPs se pueden considerar una nanoplataforma multifuncional para la
obtencion de imagenes de orientacion y monitorizacion en tiempo real de la respuesta
terapéutica [102]. Por otro lado, Singh et al. prepararon y caracterizaron NPs magnéticas

embebidas en matrices de PLGA junto con farmacos hidrofébicos (paclitaxel y
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rampamicina) e hidrofilicos (carboplatino). El objetivo de su trabajo fue obtener un sistema
capaz de entregar dos farmacos a la vez en el sitio diana y que, ademas, pudiera servir
como agente de contraste. Sus resultados muestran la encapsulacion de uno y los dos
farmacos a la vez, y sus ensayos celulares in vitro evidenciaron la capacidad de las NPs
para liberarlos. En cuanto a su funcion como agente de diagndstico, los resultados
obtenidos mostraron un mejor efecto de contraste que los productos comerciales debido a
una mayor relajacion T,y una vida media de circulacion sanguinea de ~47 minutos en un

modelo murino [103].

Como mencionamos previamente, la co-encapsulacion de farmacos y NPs magnéticas en
matrices poliméricas para la formulaciébn de nanoplataformas multifuncionales
recientemente ha cobrado gran interés. En la literatura podemos encontrar trabajos donde se
co-encapsulan farmacos hidrofobicos e hidrofilicos; sin embargo, hay pocas evidencias
sobre trabajos relacionados con la co-encapsulacion de NPs magnéticas y cisplatino en NPs
de PLGA, siendo esta la principal motivacién para la realizacion de este trabajo.

Cisplatino

El cisplatino (cis-diaminodicloroplatino 1l o CDDP) es un compuesto metélico con
geometria plana. Es considerado uno de los méas potentes agentes quimioterapéuticos en la
actualidad, y es utilizado ampliamente para diferentes tipos de cancer tales como cancer de
pulmon de ceélulas pequefias, tumores de células germinales, linfoma y cancer de
ovario[104]. Si bien a menudo se lo considera un agente alquilante, no contiene grupos
alquilo ni instiga reacciones de alquilacién, por lo que se lo designa inadecuadamente como

un farmaco de tipo alquilante [104].

El cisplatino fue creado a mediados del siglo XIX, conociéndosele también como cloruro
de Peyrone. Sin embargo, fue hasta la década de 1960 cuando los cientificos empezaron a
interesarse por sus efectos bioldgicos, entrando en ensayos clinicos para la terapia del
cancer en 1971. A fines de la década de 1970 ya se usaba ampliamente, y hoy en dia es
considerado como “la penicilina del cancer” a pesar de los nuevos medicamentos de

quimioterapia desarrollados en las Gltimas décadas [104].
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Mecanismo de accion

La figura 8 muestra el mecanismo de accion de cisplatino, el cual esté relacionado con su
capacidad de entrecruzarse con el ADN provocando dafios que pueden terminar ya sea en
reparacion del dafio celular o bien en muerte celular por apoptosis. Para que ocurra la
interaccion del cisplatino con el ADN, este debe ser activado a través de una serie de
reacciones espontaneas, que implican el reemplazo secuencial de los ligandos cis-cloro del
cisplatino con moléculas de agua (ver figura 8). El cisplatino se activa cuando ingresa a la
célula, ya en el citoplasma los atomos de cloro son desplazados por moléculas de agua. Este
producto hidrolizado es un electrofilo potente que puede reaccionar con cualquier
nucledfilo, incluidos los grupos sulfhidrilo presentes en las proteinas y los atomos de
nitrdgeno en los &cidos nucleicos. La citotoxicidad del cisplatino se atribuye principalmente
a su interaccién con los sitios nucleo6filos N7 de las bases puricas (guanina) en el ADN para
formar entrecruzamientos ADN-proteina y entrecruzamientos intra-cadena ADN-ADN. Sin
embargo, la evidencia favorece fuertemente a los aductos intra-cadena como responsables

de la accidn citotdxica. [105,106].
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Figura 8. Mecanismo de accién de cisplatino. Imagen tomada de referencia [107].
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HIPOTESIS
La co-encapsulacién de NPs de magnetita y cisplatino dentro de una matriz polimérica
biocompatible y biodegradable permitira obtener una nanoplataforma con el potencial de

brindar un diagndstico y terapia simultaneas frente al cancer.
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OBJETIVOS

General

Obtener una nanoplataforma multifuncional compuesta de cisplatino y NPs de magnetita
encapsuladas en una matriz de PLGA estabilizada con quitosano con el fin de obtener un

sistema con propiedades teragnosticas.

Especificos

. Sintetizar y caracterizar NPs de oxido de hierro (magnetita) y evaluar sus

propiedades magnéticas in-vitro.

. Sintetizar y caracterizar nanoplataformas que serviran de vector de

transporte para sustancias activas (cisplatino) y NPs magnéticas.

. Evaluar el efecto del quitosano sobre la carga superficial de las

nanoplataformas.

. Evaluar el efecto de las NPs con diferente carga superficial sobre un modelo

de membrana.

. Caracterizar las nanoplataformas en cuanto a su tamafio, morfologia,
propiedades magnéticas, perfiles de liberacion y actividad citotoxica para

determinar su posible aplicacion como agente teragndstico.

. Evaluar la captacion celular de las nanoplataformas por células HelLa y
MDA-MB-231.
. Evaluar la citotoxicidad de las nanoplataformas obtenidas en células Arpe-

19, HeLa y MDA-MB-231.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales para la sintesis de la nanoplataforma

Para la sintesis de la nanoplataforma magnetita/PLGA/quitosano se utilizd acido
poli(lactico-co-glicdlico) (PLGA) 50:50 con peso molecular de 30.000-60.000 Da, cloruro
ferroso (FeCl, > 98%), cloruro de férrico (FeCls > 97%), acido oleico (> 99%), acido
acetico (> 99%), hidroxido de amonio (28-30 % wt.) y acetona (> 99%), todos adquiridos
de Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). Quitosano de baja viscosidad con grado de
acetilacion de 79% y peso molecular promedio de 150.000 Da fue adquirido de Fluka y

usado como se recibid.

Para los ensayos con el modelo de membrana se utilizé cloroformo (> 99%) y 1,2-
dipalmitoil-fosofatidilcolina (semisintético, >99%), adquiridos de Sigma Aldrich Co. (St.
Louis, MO, USA). Fosfatidilserina (>99%) y esfingomielina de cerebro porcino (>99%)
fueron adquiridos de Avanti Polar (Alabaster AL.).

El agua utilizada para todas las disoluciones fue agua ultra pura con una resistividad de
18.3 MQ-cm.

Sintesis de NPs de magnetita cubiertas con acido oleico

Las NPs de magnetita cubiertas con &cido oleico se sintetizaron utilizando el método de co-
precipitacién quimica propuesto por Racuciu et al. con algunas modificaciones [108]. En
una tipica reaccion de co-precipitacion quimica, una mezcla de cloruros de hierro (FeClz y
FeCls) fue colocada en 100 ml de agua desgasificada y luego se llevo a una temperatura de
80 °C y se mantuvo durante 10 minutos con agitacién mecanica moderada. Posteriormente,
se afladieron 10 ml de hidroxido de amonio (28%) y la reaccion se mantuvo en agitacion
constante durante 30 minutos. Después se afiadié &cido oleico a una relacion molar de
1:1,25 con respecto al Fe3* con el objetivo de asegurar una completa union del &cido oleico
a la superficie de las NPs de magnetita y, con esto, garantizar su hidrofobizacion. Las NPs
de magnetita fueron separadas utilizando un iméan y, posteriormente, lavadas con etanol
puro y, a continuacion, dos veces con una mezcla etanol/agua al 50 % (v/v) para finalmente

obtener como producto final un precipitado color negro brillante.
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Preparacion de NPs magnetita/PLGA

Una vez que las NPs de magnetita fueron recubiertas con acido oleico, estas fueron
incorporadas dentro de una matriz de PLGA mediante el método de emulsion simple
propuesto por Hoa et al. con algunas modificaciones [109]. Las NPs de magnetita fueron
suspendidas en acetona y mezcladas con 600 ul de una disolucién de PLGA 0.22 mM a
diferentes relaciones molares magnetita:PLGA (1:1, 3:1 y 5:1). Las tres diferentes
relaciones molares fueron depositadas gota a gota en 10 ml de agua desionizada bajo
agitacion moderada durante 5 minutos. Despues, la emulsion fue colocada en una campana
de extraccion durante 24 horas a 25 °C para la evaporacion del disolvente. Luego de
evaporar completamente el solvente las NPs fueron recuperadas por centrifugacion a 12000
rpm durante 30 minutos a 4 °C y, posteriormente, liofilizadas.

Determinacion de namero de particulas

La concentracion de NPs fue determinada utilizando un viscosimetro de tubo capilar
Ubbelohde y la ecuacién de Einstein-Stokes (4) como ha sido reportado por otros autores
[110].

N, =1+ 2.5¢ (4)

donde 7, es la viscosidad relativa y ¢ corresponde a:

—
$=" 5)
donde n es el nimero de NPs en disolucién, V; es el volumen la nanoparticula,
considerando que esta se comporta como una esfera rigida. EI volumen de una esfera se

determina mediante la expresion:

v, = 4mr3 (6)

donde r es el radio hidrodindmico de la NPs determinado por DLS.

Por lo tanto, sustituyendo en la ecuacion (4) los tiempos obtenidos de nuestro disolvente
puro contra nuestras NPs en el solvente obtenemos el valor de ¢, considerando que el valor
de r en la ecuacion (6) se determind mediante DLS y el volumen total de la solucién es

conocido, despejando n en la ecuacién (5) permite determinar la concentracion de NPs.
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Estabilizacion de NPs de magnetita/PLGA con quitosano

Las NPs de magnetita/PLGA fueron modificadas superficialmente utilizando diferentes
concentraciones de quitosano. Primero, se prepardé una disolucion stock de quitosano
disolviendo 40 mg de quitosano en 20 ml de &cido acético 10 mM. A continuacion, se
prepararon diferentes formulaciones de NPs de magnetita/PLGA utilizando diferentes
concentraciones de quitosano. Las NPs de magnetita/PLGA/quitosano fueron obtenidas
mediante la adicion gota a gota de la suspension de NPs de magnetita/PLGA en las
disoluciones con diferentes concentraciones de quitosano. Después de afiadir las NPs en la
disolucién de quitosano, la mezcla fue homogenizada mediante agitacion mecanica a
temperatura ambiente durante 60 min. Finalmente, las NPs de magnetita/PLGA/quitosano
fueron recuperadas por centrifugacion a 12000 rpm durante 30 minutos a 4 °C y

almacenadas a 25 °C.

Determinacion de la densidad de carga de quitosano

Con el objetivo de estudiar el efecto de la concentracién de quitosano sobre las propiedades
fisicoquimicas de las NPs de magnetita/PLGA, se determind la densidad de carga del
quitosano mediante una titulacién conductimétrica para conocer el nimero de grupos amino
libres por cadena de quitosano utilizando el protocolo reportado por Farris et al. [111] con
algunas modificaciones. El experimento se realizé colocando 0.2 g de quitosano en 100 ml
de agua desionizada bajo vigorosa agitacion magnética. Posteriormente, se afiadieron 0.25
ml de &cido clorhidrico 0.1 N cada dos minutos hasta alcanzar un volumen afiadido de 16
ml. Durante todo el experimento se midié el pH de la disolucion polimérica y su

conductividad utilizando un pH-metro (Jenway modelo 3540).

Termodinamica de formacion de la nanoplataforma magnetita/PLGA/quitosano

El estudio termodindmico de la interaccion entre NPs de magnetita/PLGA y quitosano se
llevé a cabo utilizando la técnica de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC por sus
siglas en inglés). Los experimentos de ITC fueron realizados con un microcalorimetro VVP-
ITC de MicroCal Inc (Northampton, USA). El experimento se realizd colocando la
suspension de NPs de magnetita/PLGA en la celda de muestra y la celda de referencia fue
rellenada con agua desionizada. Posteriormente, se inyectaron alicuotas de la disolucion de

quitosano (0.2 mg/ml), inicidndose el proceso con una inyeccion de 2 ul seguida por 26
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inyecciones de 10 ul con intervalos de 300 segundos entre cada una. EIl experimento para el
blanco de referencia fue realizado siguiendo el mismo protocolo, s6lo que la titulacion fue
hecha utilizando una disolucion acida (pH 5.1 + 0.1) libre de quitosano. Para evitar la
presencia de burbujas, todas las muestras fueron desgasificadas durante 10 minutos antes de
iniciar los experimentos. La velocidad de agitacion durante el experimento fue de 357 rpm

a una temperatura de 25 °C.

Caracterizacion en las diferentes etapas de formulacion de la nanoplataforma
magnetita/PLGA/quitosano
Difraccion de rayos X (XRD)

Los experimentos de XRD para determinar la fase cristalina de las NPs magnéticas se

realizaron en un difractometro de rayos X (Philips PW1710) con radiacion Cu-Kui (A =
1.5406 A). Las muestras se midieron, operando a 40 kV y 30 mA. El patron de difraccion
de rayos X en polvo (XRPD) se recolecté con una variacion angular 26 de 10 a 70° en

pasos de 0.02° cada 2 s.

Espectroscopia Raman

Los espectros Raman fueron obtenidos utilizando un espectrometro LabRAM HR equipado
con un microscopio, detector CCD enfriado por peltier y una linea laser He-Ne de 633 nm
para excitacion luminica. Alrededor de 5 ml de NPs de magnetita fueron colocadas en un
contenedor de alimina inmediatamente después de ser sintetizadas. El laser fue enfocado
sobre la superficie del fluido utilizando el objetivo de 50X y el tiempo de adquisicién fue
de 20 segundos. Las mediciones se realizaron a 25°C y presion atmosférica. Los resultados

se analizaron utilizando el software LabSpec 5.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR fueron obtenidos utilizando un espectrometro Spectrum two de Perkin-
Elmer equipado con un accesorio universal de reflectancia totalmente atenuada (ATR por
sus siglas en inglés). Los espectros fueron adquiridos antes y después del proceso de
recubrimiento de las NPs de magnetita con &cido oleico en el rango de 5000 a 440 cm™. Las
adquisiciones fueron realizadas por triplicado con una resolucion espectral de 4 cm? y

analizadas con el software Spectrum.
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Magnetometria de muestra vibrante (VSM)

Las propiedades magnéticas de las NPs de magnetita fueron determinadas utilizando un
magnetdmetro de muestra vibrante (VSM por sus siglas en inglés) en el sistema de medidas
de propiedades fisicas (PPMS por sus siglas en inglés) de Quantum Design. Los ciclos de
histéresis fueron medidos bajo un campo aplicado de + 45 kOe a 5 y 300 K con el objetivo
de evaluar el campo coercitivo y saturacion magnética. Las curvas de Zero-field-cooling
(ZFC) vy field-cooling (FC) fueron obtenidas a 500 Oe en un rango de temperatura de 5 a
300 K.

Microscopia electrénica de transmisién (TEM)

El tamafio y la forma de las NPs de magnetita, PLGA, magnetita/PLGA vy
magnetita/PLGA/quitosano fueron determinados mediante microscopia electronica de
transmision (TEM por sus siglas en inglés) utilizando un microscopio Phillips CM-12
operando a 120 keV. Para ello, 15 ul de la suspension de NPs fueron depositados sobre una
rejilla de cobre recubierta de carbono para luego dejarla secar, y posteriormente, obtener las
imagenes. Las NPs de PLGA fueron tefiidas con acido fosfotlngstico al 2%, secadas y

luego examinadas.

Microscopia de fuerza atébmica (AFM)

La morfologia de las NPs fue observada a través de un microscopio de fuerza atomica
(AFM por sus siglas en inglés) modelo JSPM-4210 (JEOL, Japan). Una gota de la
suspension de NPs fue depositada sobre mica recién cortada y secada durante 1 hora. Las
imagenes fueron obtenidas en el modo no contacto utilizando un cantiléver NSC15. Las

imagenes fueron analizadas con el software WSxM.

Dispersién dindmica de luz (DLS)

La distribucion de tamafios e indices de polidispersidad de las NPs de PLGA,
magnetita/PLGA 'y magnetita/PLGA/quitosano fueron determinados utilizando un
zetasizer-NanoZS de Malvern instruments (UK), equipado con un l&ser rojo de A= 633 nm
(He-Ne, 4 mW). Las muestras fueron diluidas y, a continuacién, colocadas en la celda de
medida. Las mediciones se realizaron por triplicado después de conseguir un equilibrio
térmico de 25 °C. El nimero de rondas en cada medicion fue determinado automaticamente

por el software.
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Potencial £
Las mediciones de potencial ¢ de las NPs de PLGA, magnetita/PLGA,

magnetita/PLGA/quitosano se llevaron a cabo utilizando un zetasizer-NanoZS de Malvern
instruments (UK). Las NPs en suspension fueron cargadas y medidas en una celda para
potencial {. Los valores obtenidos se muestran como una media + desviacion estandar de

tres medidas independientes.

Interaccion de NPs con un modelo de membrana

Las isotermas de z-A de las mezclas de tres fosfolipidos (1,2-dipalmitoil-fosofatidilcolina,
fosfatidilserina y esfingomielina), fueron obtenidas utilizando una balanza de Langmuir
(Model type 611, Nima Technologies Ltd, Coventry, EK), con precision de 0.1 mN m™.
Los fosfolipidos fueron disueltos en cloroformo a una concentracion final de 1 mg ml™ en
una proporcion 57:17:27 % peso, respectivamente, y fueron dispersados sobre la superficie
de la balanza de Langmuir. La presion superficial z = yo — y, es decir, la diferencia entre la
tension superficial del agua pura y la tension superficial de la superficie cubierta con los
fosfolipidos fue medida utilizando el método de la placa de Wilhelmy. Para ello, 50 ul de la
muestra de fosfolipidos fueron dispersados con una micro-jeringa Hamilton sobre la
superficie de agua pura o sobre diferentes suspensiones acuosas de NPs con una
concentracion final de 9.3x10® NPs/ml. Todos los experimentos fueron realizados dentro
de una cabina de vidrio libre de polvo. Después de limpiar la superficie de la cuba, 480 ml
de agua desionizada fueron depositados sobre esta y las disoluciones de cloroformo fueron
depositadas en la subfase. Las isotermas fueron realizadas 15 minutos después que los
fosfolipidos fueron depositados para permitir la evaporacion del cloroformo. Cuando se
utilizaron las suspensiones de NPs como subfase, las isotermas fueron realizadas después
de 1 hora. Las isotermas se hicieron por triplicado con un error relativo de 2% a una
velocidad de compresion de 20 cm? mint. Para evaluar la interaccion de NPs con diferente
carga superficial, se utilizé la misma cantidad de las NPs de magnetita/PLGA con
diferentes concentraciones de quitosano en la subfase: 0, 1.66x108, 2.66x10® M y 3.33x10°

8 de quitosano, respectivamente. Todos los experimentos fueron realizados a 25°C.
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Penetracion de las NPs en monocapas

Las monocapas de las mezclas de fosfolipidos en la interfase aire-agua fueron comprimidas
hasta 30 mN m. Después de mantener estable la presion superficial a 30 mN m durante
15 minutos, 5 ml de una suspension acuosa de nanoplataformas magnetita/PLGA/quitosano
(4.5 x10'3 NPs) fueron inyectados lentamente en la subfase y el control de la presion fue
liberado; posteriormente, el incremento en la presion superficial fue medido durante 3 horas
después de alcanzar el equilibrio. Los experimentos se realizaron por triplicado con un error

relativo promedio del 3%.

Materiales para la co-encapsulacion de cisplatino y NPs de magnetita en la
nanoplataforma y ensayos celulares in vitro.

Para la co-encapsulacién de cisplatino y NPs de magnetita en la nanoplataforma se
utilizaron cisplatino (peso molecular de 300.05 Da), acido poli(lactico-co-glicélico)
(PLGA) 50:50 (peso molecular de 30,000-60,000 Da), cloruro ferroso (FeCl, > 98%),
cloruro férrico (FeCls > 97%), isotiocianato de fluoresceina (FITC), polivinil alcohol
(peso molecular de 31000-50000 Da), &cido oleico (> 99%), &cido acético (> 99%),
hidroxido de amonio (28-30 % peso.) y acetona (> 99%), todos adquiridos de Sigma
Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). Quitosano de baja viscosidad con grado de acetilacion
de 79% y peso molecular promedio de 150,000 Da fue adquirido de Fluka y empleado tal

como se recibio.

Para los ensayos celulares, células HeLa, MDA-MB-231 y Arpe-19 fueron adquiridas de
cell Biolabs (San Diego, CA, USA). Prolong Gold Antifade con DAPI, medio DMEM,
suero fetal bovino, penicilina/estreptomicina, piruvato de sodio y aminoacidos no

esenciales fueron adquiridos de Invitrogen (Carlsbad, USA).

Co-encapsulacion de cisplatino y NPs de magnetita en la nanoplataforma

La co-encapsulacion de cisplatino y NPs de magnetita en la nanoplataforma (cisplatino-
MPNPs) se realiz6 siguiendo el mismo protocolo para la formulacion de la nanoplataforma,
con algunas modificaciones. Primero, diferentes cantidades de cisplatino (0.1, 0.2, 0.3, 0.4,
0.5, 1 mg) fueron afiadidos y mezclados con magnetita y PLGA (relaciéon molar 3:1) en
acetona. Después, esta disolucion fue dispersada gota a gota en 10 ml de agua desionizada

bajo agitaciébn mecanica durante 10 minutos. Posteriormente, esta suspension fue colocada
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en una campana de extraccion para la evaporacion del solvente (acetona) y, luego,
depositada gota a gota en una mezcla de quitosano (3.33x10°M), PVA (1, 1.5, 2, 2.5y 3%
peso) y 0.5 mg de cisplatino bajo agitacién mecénica durante 2 horas. Las nanoplataformas
cargadas con cisplatino y NPs de magnetita (cisplatino-MPNPSs) en suspension fueron
recolectadas por centrifugacion a 13500 rpm durante 45 min y lavadas dos veces con agua
desionizada. Finalmente, las cisplatino-MPNPs fueron liofilizadas y almacenadas para

futuras caracterizaciones.

Determinacion de cisplatino encapsulado en la nanoplataforma

La eficiencia de encapsulamiento (EE por sus siglas en inglés) de cisplatino dentro de
MPNPs fue determinada mediante el método de o-Fenilendiamina (OPDA) propuesto por
Basorta et al. [112], con algunas modificaciones. La suspension de cisplatino-MPNPs fue
centrifugada a 13500 rpm y, a continuacion, se tomaron 100 pl del sobrenadante que fueron
mezclados con 100 pl de PBS y 100 ul de una solucion de OPDA de concentracion de 1.4
g/l en dimetilformamida (DMF). Después, la mezcla se llevo a 90 °C durante 30 minutos
para conseguir una disolucion color azul-verde. Estas disoluciones fueron enfriadas a
temperatura ambiente y luego el volumen se llevé a 1 ml con DMF, finalmente la
absorbancia de las disoluciones finales fueron medida a 706 nm utilizando un
espectrofotometro UV-visible. El cisplatino encapsulado fue calculado a partir de la
diferencia entre la cantidad de cisplatino en el sobrenadante y la cantidad inicial de

cisplatino utilizado en la preparacion de cisplatino-MPNPs mediante la siguiente ecuacién
(7):

total amount drug—free amount drug in supernatant

EE (%)=

x 100% )

total amoun of drug

La eficiencia de carga (DL por sus siglas en inglés) fue determinada mediante el método de
SnCl, propuesto por Cafaggi et al. [27], con algunas modificaciones. Para ello, 5 mg de
cisplatino-MPNPs fueron disueltos en 1 ml de acido nitrico concentrado a una temperatura
de 120 °C durante 24 h. Después de que el &cido nitrico fue evaporado se agrego 1 ml de
agua regia para asegurar la completa solubilizacion de cualquier residuo de platino. A
continuacion, se aumentd la temperatura a 90 °C durante 2 h para evaporar el agua regia y
los residuos resultantes fueron disueltos con una disolucién de SnCl, 4 My HCI 0.4 M. la

concentracion de cisplatino contenido en la disolucion fue determinada con un
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espectrofotometro despues de 30 minutos a una longitud de onda de 403 nm, y de acuerdo a
la curva de calibracion previamente obtenida a partir de disoluciones estandar de cisplatino.
La eficiencia de carga fue calculada mediante la siguiente ecuacién (8).

weight of the drug in nanoparticles

DL (%)= x 100% (8)

weigh of the nanoparticles

Cinética de liberacion de cisplatino a partir de cisplatino-MPNPs

La liberacion de cisplatino de cisplatino-MPNPs fue evaluada mediante el método de
dialisis. En un tipico experimento, 5 mg de cisplatino-MPNPs fueron dispersados en 1 ml
de PBS (a pH 5.8, 6.8 y 7.4) y colocados dentro de varias bolsas de dialisis (Spectra/Por® 7
tubos de dialisis, 3.5 kDa de corte de membrana). Posteriormente, las bolsas de dialisis
fueron inmersas en 10 ml de PBS a diferentes pH a 37 °C con agitacion magnética de 150
rpm. A determinados tiempos, alicuotas de 1 ml fueron retiradas del medio de incubacion e,
inmediatamente, el mismo volumen de 1 ml repuesto con PBS. Después del muestreo, la
cantidad de cisplatino contenida en cada alicuota fue determinada mediante el método
OPDA [112], en relacion a la curva de calibracion obtenida a partir de disoluciones
estandar de cisplatino en PBS. La concentracion de cisplatino liberado a partir de las
MPNPs fue calculada como un porcentaje de la cantidad total de cisplatino contenido en la
MPNPs y representado en funcion del tiempo de incubacion bajo dialisis. Todas las

medidas fueron hechas por triplicado.

Determinacion de eficiencia de carga de NPs de magnetita

La eficiencia de carga de las NPs de magnetita dentro de la nanoplataformas fue determinada en un
equipo de plasma acoplado inductivo-espectrometria de masas (ICP-MS de sus siglas en inglés)
Varian modelo 820-MS (Agilent Technology, USA).

Susceptibilidad magnética (VSM) y resonancia magnética de imagen (MRI)

Las propiedades magnéticas de NPs de magnetita cubiertas con acido oleico y cisplatino-
MPNPs se determinaron mediante VSM. El ciclo de histéresis fue medido bajo un campo
magnético aplicado de + 45 kOe a 5 y 300 K, con el objetivo de evaluar el campo
coercitivo y la saturacion magnética (Ms). También se midieron las curvas de
magnetizacion para Zero field cooling (ZFC) y field cooling (FC) a 500 Oe, en un rango de

temperatura entre 5 y 300 K.
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Los tiempos de relajacion T2 se obtuvieron a 4.7 T mediante un instrumento Bruker Biospin
USR92/20 (Ettlingen Alemania). La evaluacion como agente de contraste MRI de
cisplatino-MPNPS se realiz6 adquiriendo una imagen eco gradiente 3D ponderada en T> a
varias concentraciones de Fe (0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 1.2 y 1.5 mM) en gel de agarosa al
1.6 % peso/volumen. Los pardmetros de imagen fueron: campo de visién 80 x 80 x 40;
tamafio de matriz de 512 x 512 x 256 puntos dando una resolucion espacial de 156 x 156 x
156 pum; tiempo eco (TE) de 7.89 ms y tiempo de repeticion (TR) de 100 ms; angulo de

inclinacion de 20° y se llevaron a cabo dos promedios.

Ensayos citotoxicos in vitro en lineas celulares Arpe-19, MDA-MB-231y HelLa

Se realizaron ensayos de citotoxicidad in-vitro para evaluar el potencial anticancerigeno de
las cisplatino-MPNPs en células de tejido epitelial retinal (Arpe-19), células de cancer de
mama (MDA-MB-231) y células de cuello de utero (HelLa), utilizando el ensayo MTT.
Todas las células fueron sembradas en placas de 96 pozos a una densidad de 10,000
células/pozo, y cultivadas durante 24 h bajo una atmosfera de 5% de CO, a 37 °C. las
células fueron cultivadas utilizando medio DMEM suplementado con 10% (v/v) de suero
fetal bovino (FBS), 1% de penicilina/estreptomicina, 1% de aminoacidos no esenciales y
1% de piruvato de sodio. Después de 24 h de incubacién, el medio celular fue reemplazado
por medio fresco, y las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de cisplatino
libre, MPNPs vacias y cisplatino-MPNPs contenidas en medio DMEN a 37°C. Después de
48 h de incubacion, el medio de cultivo fue retirado y se afiadieron 100 pl de medio nuevo
con 10% v/v de la disolucién de MTT (5 mg/ml en PBS, pH 7.4) en cada pozo y las células
fueron incubadas durante otras 4 h a 37°C. Posteriormente, 150 pl de isopropanol
acidificado al 2% (v/v) fueron afiadidos en cada pozo y estos fueron agitados
vigorosamente con el objetivo de disolver los cristales de formazan formados.
Inmediatamente después de la homogenizacion la viabilidad celular fue determinada
utilizando un lector de micro-placas BioRad (USA) a una longitud de onda de 650 nm.
Disoluciones de células en medio de cultivo y células en presencia de una disolucién de
cisplatino libre fueron utilizadas como controles negativo y positivo, respectivamente. El
porcentaje de viabilidad celular fue expresado en proporcion al grupo control. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.
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Modificacion de nanoplataforma con isotiocianato de fluoresceina (FITC)

Las MPNPs fueron modificadas con el fluor6foro FITC antes de realizar los ensayos de
internalizacion. La modificacion de las NPs se llevé a cabo aprovechando la reaccion entre
el grupo isotiocianato del FITC y el grupo amino del quitosano expuesto en la superficie de
las MPNPs [27]. La reaccion se realizé dispersando 5 mg de MPNPs en 10 ml de agua
desionizada; luego, 0.5 mg de FITC fueron afiadidos a la suspension de MPNPs y la mezcla
fue agitada a temperatura ambiente durante 24 h. Posteriormente la suspension fue
dializada durante 48 h utilizando bolsas dialisis semipermeables (Spectra/Por® 7 Dialysis
Tubing, 3.5 kDa de corte de membrana). Finalmente, las FITC-MPNPs fueron
centrifugadas a 13,500 rpm durante 45 min y lavadas dos veces con agua desionizada. Las
FITC-MPNPs fueron utilizadas inmediatamente después de su preparacion.

Internalizacién celular de FITC-MPNPs por células cancerosas

Los ensayos de internalizacion celular de las FITC-MPNPs se llevaron a cabo utilizando
células HeLa y MDA-MB-231. Las células fueron sembradas en placas de 6 pozos a una
densidad de 100000 células/pozo en 3 ml de medio DMEM suplementado con 10% (v/v) de
FBS, 1% de penicilina/estreptomicina, 1% de aminoacidos no esenciales y 1% de piruvato
de sodio. Las células fueron incubadas bajo una atmosfera de 5% de CO; a 37 °C hasta
obtener una confluencia del 90%. Después de alcanzar la confluencia necesaria, el medio
de cultivo fue retirado y las células fueron lavadas con PBS a pH 7.4. Posteriormente, las
células fueron expuestas a FITC-MPNPs (1.8x10'2 NPs) presentes en 3 ml de DMEM.
Después de 4 h de incubacién el medio con FITC-MPNPs fue aspirado, y las células fueron
fijadas con paraformaldehido al 4% (w/v) durante 10 min, lavadas con PBS tres veces,
permeabilizadas con Triton X-100 al 0.2% (v/v) durante 10 min, lavadas 3 veces con PBS,
y tefiidas con BODIPY faloidina (Invitrogen, USA) durante 30 min. Finalmente, las células
fueron lavadas con PBS tres veces, y despues montadas en porta muestras para su tincion
con DAPI (ProLong® Gold antifade DAPI, Invitrogen), y posteriormente almacenadas
durante 24 h a -20 °C antes de ser visualizadas en un microscopio confocal (Leica TCS
SP5, Germany).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES
Sintesis de la nanoplataforma

Sintesis y caracterizacion de NPs de magnetita cubiertas con &cido oleico

Las NPs de magnetita cubiertas con &cido oleico se obtuvieron mediante el método de co-
precipitacion quimica. La figura 9 muestra el patron de difraccion de las NPs de éxido de
hierro sintetizadas. Se observan picos bien definidos a 18.4°, 30.2°, 35.5°, 37.3°, 43.1°,
53.5°, 57.1° y 62.7°, correspondientes a los planos (111), (220), (311), (222), (400), (422),
(511) y (440) respectivamente, que pueden ser indexados a la estructura de espinela inversa
de la magnetita [55]. La ausencia de picos adicionales indica que las NPs de magnetita
sintetizadas tienen alta pureza; sin embargo, con el método de co-precipitacién quimica es
inevitable la formacion trazas de otras fases cristalinas como hematita y maghemita
[49,55,62].
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Figura 9. Patron de difraccion de NPs de magnetita.
A partir de los resultados de XRD, se realizd una estimacion del tamafio de cristal

utilizando el pico de mayor intensidad (311) y la ecuacion de Scherrer (9) [53,113]:
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donde 4 es la longitud de onda (1.5406 A), B es el ancho a media altura del pico con mayor
intensidad (311) (FWHM por sus siglas en inglés), € es el angulo de Bragg y K es un
pardmetro de forma (alrededor de 0.9 para magnetita). El tamafio de cristalito obtenido fue
de 9 + 0.7 nm.

La espectroscopia Raman fue utilizada para complementar los resultados obtenidos por
XRD vy confirmar el tipo de 6xido de hierro que compone las NPs. La figura 10 muestra el
espectro Raman de las NPs sintetizadas. Se observa una fuerte banda a 671 cm™ que es
atribuida a vibraciones de estiramiento de los atomos de oxigeno en el enlace Fe-O; este
estiramiento es asignado al modo Azig [38]. Por otro lado, las bandas débiles presentes a
321, 439 y 549 cm? son asignadas al modo vibracional Tig [39]. Estos resultados

concuerdan con los reportados para magnetita por otros autores [38-42].
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Figura 10. Espectro Raman de NPs de magnetita.
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Se realizaron mediciones de FTIR para confirmar la adsorcion del &cido oleico en la
superficie de las NPs de magnetita. La figura 11 muestra los espectros FTIR del &cido
oleico puro (a) y de NPs de magnetita cubiertas con &cido oleico (b). El espectro
correspondiente al acido oleico puro presenta dos bandas agudas a 2856 y 2929 cm
correspondientes a los estiramientos -CH> simétrico y asimétrico, respectivamente [114].
La intensa banda observada a 1709 cm™ fue asignada al estiramiento asimétrico -C=0y la
banda a 1285 cm™ corresponde al estiramiento -C-O del grupo carboxilico [115,116]. Las
bandas exhibidas a 1463 y 936 cm™ representan los estiramientos -O-H dentro y fuera de
plano, respectivamente [117]. Por otro lado, el espectro de las NPs de magnetita cubiertas
con acido oleico muestra una fuerte banda de absorcién en el rango de 630-550 cm™,
correspondiente a la vibracion (vi) asociada con el enlace Fe-O [118]. La banda de
absorcion observada a 442 cm™ corresponde al desplazamiento de la banda v, del enlace
Fe-O de la magnetita, que sucede a mayor nimero de onda si se compara con el de la
magnetita con dimensiones macroscépicas (375 cm™) [116,119,120]. También se observan
cambios en las posiciones de las bandas correspondientes a los estiramientos -CH:
simétrico y asimétrico, que cambian a 2849 y 2918 cm™, respectivamente. El
desplazamiento a una menor frecuencia indica que las moléculas de &acido oleico fueron
adsorbidas sobre la superficie de las NPs. Otras evidencias de la presencia del &cido oleico
en la superficie de las NPs magnéticas es la ausencia de la banda a 1709 cm™ y la presencia
de dos nuevas bandas a 1629 y 1528 cm, atribuidas a los estiramientos -COO"™ asimétricos
y simétricos, respectivamente. La presencia de estas bandas es consecuencia de la unién
entre los 4&tomos del 6xido de hierro de las NPs de magnetita y los grupos carboxilato del
acido oleico [115,117]. Estos resultados confirman la adsorcion del &cido oleico sobre la
superficie de las NPs de magnetita y, por lo tanto, de la formacion de una capa sobre la
superficie de estas, lo que les confiere cierta hidrofobicidad que facilitara su incorporacion
dentro de la matriz de PLGA [121,122].
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Figura 11. Espectros FTIR de &cido oleico puro (a) y NPs de magnetita cubiertas con acido
oleico (b).

La morfologia y tamafio de las NPs de magnetita fueron determinados utilizando AFM y
TEM. La figura 12 muestra la apariencia de las NPs de magnetita recubiertas con &cido
oleico. La micrografia de AFM muestra la presencia de cllsters de diferente tamafio,
producto de la agregacién de NPs de magnetita. Este fendbmeno de agregacion puede ser
atribuido a las propiedades magnéticas intrinsecas de las NPs; sin embargo, algunos autores
mencionan que la formacion de agregados es producto del proceso de preparacién de la
muestra para su analisis asociado a fendmenos de secado. Por otro lado, la micrografia
TEM muestra NPs con morfologia esférica y tamafo de particula de aproximadamente 10
nm. Este resultado concuerda con el tamafio de cristal obtenido a partir del patron de
difraccion de rayos-X utilizando la ecuacion de Debye-Scherrer. Por lo tanto, los resultados
obtenidos mediante XRD, FTIR, Raman, AFM y TEM confirman que las moléculas de
acido oleico fueron adsorbidas en la superficie de las NPs de magnetita otorgandoles
hidrofobicidad y que el tamafio de particula es adecuado para utilizarse en aplicaciones
biomédicas [45-47].

44



Figura 12. Micrografias AFM y TEM de NPs magnetita recubiertas con &cido oleico.

Las propiedades magnéticas de las NPs de magnetita fueron determinadas mediante VSM.
La figura 13 muestra las curvas de histéresis, FC y ZFC derivadas de las medidas de las
NPs de magnetita sintetizadas. Las figuras 13a y 13b muestran las curvas de magnetizacion
a 5y 300 K, respectivamente. La curva de magnetizacion a 5 K indica un comportamiento
ferromagnético con baja coercitividad. Sin embargo, en la curva a 300 K no se observa
histéresis, ni coercitividad, ni remanencia, indicando que las NPs sintetizadas exhiben un
comportamiento superparamagnético. La magnetizacion de saturacién (Ms) fue de 66.7
emu/g, valor mas pequefio que el reportado para la magnetita macroscopica (98 emu/qg).
Esta diferencia puede ser atribuida a factores que desencadenan una disminucion del
momento magnético efectivo como el efecto de tamafio, la gran relacion superficie-
volumen, el efecto de inclinacion de spin presente en los limites de grano y/o la incompleta

cristalizacion de las NPs [55].

La figura 13c muestra las curvas de ZFC y FC a 500 Oe en el rango de temperatura de O a
300 K. La curva de ZFC exhibe un maximo indicando una transicion de un estado
ferromagnético a un estado superparamagnético. Este maximo define la temperatura de
bloqueo, donde la energia térmica es comparable a la barrera de la energia de anisotropia
[123]. La temperatura de bloqueo para las NPs de magnetita fue de aproximadamente 116
K, muy similar a la reportada previamente [55,56] para el mismo tipo de particula con un

tamafo aproximado de 10 nm.
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Figura 13. Curvas de magnetizacién vs campo magnético de NPs de magnetita a 5 (a) y 300
K (b). Los recuadros muestran un aumento de la regién bajo campo magnético. c¢) Curvas
de ZFC y FC indicando la presencia de la temperatura de bloqueo Tsg.

NPs de magnetita/PLGA

El caracter hidrofébico y el tamafio de particula inferior a 10 nm de las NPs de magnetita
son caracteristicas muy importantes para facilitar su incorporacién en la matriz polimérica
de PLGA. Liu et al. reportaron previamente la sintesis de nanoesferas de PLGA con de
NPs de magnetita hidrofilicas e hidrofébicas embebidas mediante el método de emulsion
simple tipo aceite/agua [124]. El porcentaje de carga obtenido para las NPs de magnetita
hidrofobicas estuvo entre 40 y 60% wi/w, mientras que, para el caso de las hidrofilicas el
porcentaje fue de aproximadamente el 1% w/w. La baja eficiencia de carga cuando se
utilizaron NPs hidrofilicas probablemente se deba a la naturaleza hidrofébica del PLGA
[125].
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Diversos factores relacionados con el proceso de emulsificacion en la formacion de NPs de
magnetita/PLGA pueden influir en sus caracteristicas fisicas y quimicas [28]. Por ejemplo,
la cantidad de NPs de magnetita es un factor importante que puede afectar el tamafio de
particula, indice de polidispersidad y potencial { de la matriz polimérica de PLGA [126].
Con el objetivo de determinar la 6ptima concentracion de magnetita para la elaboracion de
las NPs de magnetita/PLGA, se evaluaron tres diferentes relaciones molares. La figura 14
muestra micrografias de TEM de NPs de magnetita/PLGA sintetizadas con relaciones
molares de magnetita;PLGA 0:1, 1:1, 3:1 y 5:1, respectivamente. Para todas las
formulaciones se observaron tamafios de particula comprendidos entre 80 y 100 nm con
morfologia esférica. La figura 14a muestra el resultado de la sintesis de NPs de PLGA sin
magnetita en su formulacién, donde se puede observar claramente la tendencia a la
morfologia esférica. Todas las micrografias de las distintas formulaciones donde se
utilizaron NPs de magnetita muestran que estas fueron atrapadas en la matriz polimérica, ya
que se observan dominios oscuros dentro de las NPs poliméricas. Cuando se utiliz6 una
relacion molar 1:1 (figura 14b) se observan NPs de magnetita inmersas en la matriz de
PLGA, sin embargo, también se observan NPs de PLGA sin NPs de magnetita en su
interior. La figura 14c, corresponde a la sintesis de NPs de magnetita/PLGA utilizando una
relacion molar 3:1; esta micrografia muestra una completa incorporacion de las NPs de
magnetita en la matriz de PLGA, sin la presencia de magnetita fuera de estas. La figura 14d
muestra la micrografia de NPs de magnetita/PLGA sintetizadas con una relacion molar 5:1,
donde se observan NPs de forma irregular y, aparentemente, se presenta el fendmeno de
coalescencia entre las particulas posiblemente como consecuencia del exceso de NPs de
magnetita en el proceso de sintesis. Es importante mencionar que cuando se realizd la
sintesis utilizando una relacién molar de 3:1, las NPs conservaron su morfologia esférica.
El analisis de las micrografias sugiere que el incremento de la concentracién de NPs de
magnetita no afecta significativamente el tamafo de particula; sin embargo, ciertos cambios

en la integridad y morfologia de las NPs si fueron evidentes.
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Figura 14. Micrografias de TEM de las NPs de magnetita/PLGA sintetizadas a diferentes
relaciones molares: a) NPs de puro PLGA, b) relacién molar 1:1, ¢) relacion molar 3:1 y d)
relacién molar 5:1.

La tabla 1 muestra el diametro hidrodinamico, indice de polidispersidad y potencial ¢ de
NPs de magnetita/PLGA en funcion de la relacion molar magnetita:PLGA. El diametro
hidrodinamico promedio para todas las relaciones molares utilizadas estuvo comprendido
entre 130-140 nm con un indice de polidispersidad entre 0.07-0.09, indicando una estrecha
distribucion de tamarios, por tanto, sumamente monodispersa. El potencial  de las NPs
hibridas fue de aproximadamente de -26 mV para todas las formulaciones, sin diferencia
significativa entre las NPs de PLGA vacias y las NPs de magnetita/PLGA. Este potencial
negativo es atribuido a la presencia de grupos carboxilo terminal del PLGA en la superficie
de las NPs [127]. La cantidad de NPs de magnetita utilizadas en las tres diferentes

relaciones molares evaluadas no afecta el tamafio y carga superficial de las NPs de
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magnetita/PLGA [28,124,125]. Los resultados obtenidos en cuanto a tamafio y forma de
particula sugieren que las NPs sintetizadas con una relacion molar 3:1 son las mas
adecuadas para realizar el recubrimiento con quitosano.

Tabla 1. Resumen de las diferentes relaciones molares utilizadas en la preparacion de NPs
de magnetita/PLGA: Tamafio hidrodinamico, indice de polidispersidad y potencial {.

Relacién molar Diametro Diametro Potencial ¢ PDI
magnetita:PLGA promedio promedio (mV)
TEM (nm) DLS (nm)
1:0 90 133 -26 0.07
1:1 85 137 -26 0.09
3:1 90 140 -27 0.08
5:1 90 135 -25 0.09
*n=3

Estabilizacién de NPs de magnetita/PLGA con quitosano

Con el objetivo de estudiar el efecto de la concentracion de quitosano sobre las propiedades
fisicoquimicas de las NPs de magnetita/PLGA, primero se determiné la densidad de carga
del quitosano mediante una titulacion conductimétrica para conocer el nimero de grupos
amino libres por cadena de quitosano [111]. La figura 15 muestra las gréaficas de
conductividad y pH en funcion del volumen de acido clorhidrico (HCI). A partir de estos
dos pardmetros se puede determinar la concentracién de HCI necesaria para protonar los
grupos aminos disponibles en las cadenas de quitosano. este biopolimero es completamente
insoluble a pH neutro y conforme se incrementa el volumen de HCI gradualmente
incrementa su solubilidad. Esto es debido a la protonacién de los grupos amino (-NHs*) que
promueven el despliegue de las moléculas de quitosano por repulsion electrostatica. La
grafica muestra una disminucion del pH al inicio de la titulacion atribuida a la
estabilizacion del sistema [111]. Posteriormente, el valor del pH en la dispersion se
mantiene estable a pH 5 debido a la continua protonacion de los grupos -NHa, mientras que
los valores de la conductividad incrementan ligeramente debido a la liberacién de iones CI
producto de la disociacion del HCI. El final de la zona marcada con el numero 1, donde se
observa el inicio tanto de la disminucion del pH como el incremento de la conductividad, es

considerado el punto donde se consigue una completa protonacion de los grupos amino. La
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adicion de HCI después de este punto promueve un incremento en la conductividad debido
a la presencia de cationes hidrogeno (H*) libres en el medio, los cuales presentan una
conductividad de 350 S cm? mol?, que es mucho mayor con respeto al anién CI-, que
presenta una conductividad de 75.5 S cm? mol™® [111]. A partir de estas observaciones se
obtiene el volumen de HCI necesario para protonar el total de grupos aminos en la solucién

de quitosano y, con esto, el nimero de grupos amino por cadena de quitosano.
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Figura 15. Experimento de titulacion conductimétrica para determinar la densidad de carga
del quitosano.
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52.

Una vez determinada la densidad de carga del quitosano, se realiz6 la estabilizacion de las
NPs de magnetita/PLGA utilizando diferentes concentraciones de quitosano. El proceso de
estabilizacion fue conducido por la interaccion electroestatica entre los grupos carboxilo
expuestos en la superficie de las NPs de magnetita/PLGA, que presentan carga superficial
negativa, y los grupos amino presentes en las cadenas de quitosano, con carga positiva.
Como previamente se ha reportado, la adsorcién de polielectrélitos sobre particulas
coloidales con carga opuesta da lugar a un efecto de inversion de carga [128]. Este efecto
fue observado mediante la determinacion de potencial ¢, donde el valor inicial de la carga
superficial para NPs de magnetita/PLGA es negativa y modificada conforme incrementa la
concentracion de quitosano, pasando a través del punto isoeléctrico hasta conseguir una
carga positiva, lo que indica que el quitosano adsorbido ha invertido la carga de las NPs.

Las propiedades fisicoquimicas de las NPs de magnetita/PLGA estabilizadas con quitosano
fueron caracterizadas mediante DLS, AFM vy potencial . La figura 17 muestra los
resultados de DLS y AFM para NPs de magnetita/PLGA con una relacion molar 3:1
estabilizadas con diferentes concentraciones de quitosano. En la gréfica se observa como el
diametro hidrodinamico de la particula incrementa sostenidamente conforme la

concentracion de quitosano incrementa de 8.33x10° a 3.33x10® M. Cuando las NPs fueron
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preparadas utilizando concentraciones de quitosano entre 8.33x10° y 1.06x10° M, el
didmetro de las NPs aumentd aproximadamente entre 10 y 60 nm comparado con el
didmetro promedio de las NPs de magnetita/PLGA sin quitosano (135 nm); por otro lado,
para NPs preparadas utilizando concentraciones mayores a 1.59x10® M, el incremento en
el tamafio fue mas significativo, obteniéndose un tamafio de 793 nm para la mayor
concentracion de quitosano utilizada. La figura 17 muestra también iméagenes de AFM de
las NPs de magnetita/PLGA recubiertas con quitosano. La figura 17a muestra NPs de
magnetita/PLGA sin quitosano, en las que se observa una tendencia a la morfologia esférica
y un tamafio de particula de aproximadamente 130 nm. Las figuras 17b, 17c y 17d
muestran imagenes de AFM de NPs recubiertas con bajas concentraciones del biopolimero
(entre 8.33x10° a 1.06x10° M), en las que se aprecian tamafios de particula entre 130 y
220 nm de morfologia pseudoesférica, pero con cierta deformacion e irregularidades en su
superficie. El incremento de tamafio de particula a bajas concentraciones del biopolimero es
producto de la adsorcion de molécula de este en forma de bucles o trenes, resultando en la
formacion de una capa uniforme sobre la superficie de la particula [82]. La figura 17c
muestra NPs de magnetita/PLGA/quitosano con tamafios de particula de aproximadamente
160 nm y morfologia esférica, justo como las NPs de magnetita/PLGA sin quitosano. En
esta concentracion de quitosano (3.33x10®° M) se obtiene un recubrimiento total de la
superficie de las NPs de magnetita/PLGA. En el caso de NPs de
magnetita/PLGA/quitosano preparadas con concentraciones superiores a 1.59x10° M
(figura 17e y 17f), la adsorcion de quitosano en la superficie de las NPs continGa incluso
después de formarse la primera capa, dando lugar a la formacion de multicapas o agregados
en forma de ovillos sobre la primera capa de quitosano. Por lo tanto, el diametro de
particula incrementa significativamente observandose NPs con ciertas irregularidades. Las
multicapas pueden estar formadas por quitosano adsorbido en forma de bucles y colas, o

bien por cadenas de quitosano enlazadas unas con otras [82].
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Figura 17. Comportamiento del didmetro hidrodindmico obtenidos por DLS e iméagenes de
AFM de NPs de magnetita/PLGA modificadas con diferentes concentraciones de
quitosano. a) NPs de magnetita/PLGA sin quitosano, b) 1.66x10% M, c) 3.33x108 M, d)
2.66x107 M, e) 2.13x10° M y f) 3.33x10° M.

A partir de los resultados obtenidos, se puede inferir que las NPs de
magnetita/PLGA/quitosano sintetizadas utilizando una concentracion de quitosano de
3.33x10® M, se consideran pues, como las mas adecuadas para futuros trabajos dirigidos al
diagnostico y liberacion controlada de farmacos contra enfermedades como el céncer
[83,129]. Ademas, la presencia de NPs magnéticas abre la posibilidad para su uso en lo que

se conoce como terapia dirigida mediante campos magnéticos externos.

Estudio termodinamico de la interaccion NPs de PLGA-quitosano

Con el objetivo de determinar los parametros termodindmicos involucrados en la
interaccion de las NPs de magnetita/PLGA-quitosano se realizaron dos experimentos de
ITC. En un primer experimento, las NPs de magnetita/PLGA fueron colocadas dentro de la
celda de muestra y fueron tituladas con una disolucion de quitosano. En el segundo

experimento, el cual fue tomado como blanco, las NPs de magnetita/PLGA fueron
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colocadas en la celda muestra y, posteriormente, fueron tituladas con una disolucién acida
libre de quitosano de pH 5.1, igual al de la disolucion de quitosano. Los datos de la union
del ligando entre las NPs de magnetita/PLGA y quitosano se analizaron siguiendo el
protocolo descrito por Robles et al. [130] utilizando el modelo de un solo e idéntico sitio

de union proporcionado por el software de MicroCal.

Recientemente, la calorimetria ITC ha sido utilizada para determinar los parametros
termodinamicos de formacion de NPs de quitosano hidrofobizado [130,131]. Estos estudios
calorimétricos demostraron que las interacciones electrostaticas son las principales fuerzas
que intervienen en la formacion de NPs de quitosano; sin embargo, las interacciones por
puentes de hidrégeno pueden contribuir a la formacion de NPs y complejos poliméricos
[132]. La figura 18 muestra el comportamiento del calor integrado de la interaccion de las
NPs de magnetita/PLGA-quitosano para diferentes relaciones molares quitosano/NPs. La
entalpia exotérmica correspondiente a las interacciones electroestaticas entre las NPs y el
quitosano, mostrd un valor mas alto en comparacion con los obtenidos por Robles et al.
[130] para la interaccién insulina-quitosano o respecto a la formacién de complejos

poliméricos reportados por otros investigadores [131-133].

A partir de la de curva obtenida (linea solida), y asumiendo sitios de union idénticos e
independientes, se puede deducir que la adsorcion de las moléculas de quitosano sobre la
superficie de las NPs estd mediada por interacciones electroestaticas. El valor de la
constante de union obtenida resultd del orden de 1.19x10% + 2.23x107, similar a la
reportada por Ma et al. [133] y Alatorre-Meda et al. [132] para la interaccion de quitosano
con ADN. El nimero de sitios de unién fue de 3.4, que corresponde al nimero de cadenas
de quitosano por NP. Finalmente, el cambio de entropia calculado fue de -9.0x10% cal mol,
que corresponde a un incremento de orden en el sistema de NPs, confirmando asimismo

que el proceso de unién es eminentemente entalpico.
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Figura 18. Calor integrado de la interaccion entre nanoparticulas de magnetita/PLGA y
quitosano. La linea sélida representa el ajuste al modelo de un sitio de union de los datos
experimentales.
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Potencial {

La figura 19 muestra el comportamiento del potencial { de las NPs de magnetita/PLGA a
diferentes concentraciones de quitosano, observindose la presencia de una meseta a
concentraciones entre 2.8x10® y 1.38x10" M. Estos resultados son muy similares a los
reportados por Guo y Gemeinhart [82]; sin embargo, estos investigadores obtuvieron este
comportamiento a concentraciones de quitosano entre 4.5x10° y 6.8x10° M. Como se
observa en la figura 19, las NPs de magnetita/PLGA presentan una carga superficial
negativa de -27 mV, similar a los valores reportados por Bootdee et al. [22] de -26 mV, y al
de Guo et al. [82] de -20 mV, para NPs de PLGA puro. La diferencia observada en el
potencial { respecto al trabajo de Guo et al. probablemente se deba a que, en este caso, las
cadenas de PLGA alrededor de las NPs de magnetita presentan una mayor proporcion de

grupos carboxilos.

El comportamiento de potencial { muestra que conforme se incrementa la concentracion del
biopolimero hasta aproximadamente 3x108 M, el potencial " incrementa hasta el desarrollo
de una pequefia meseta alrededor de 25 mV, también descrita por Guo et a.l para NPs de
PLGA sin magnetita [82]. Sin embargo, esta ultima se presentd a valores cercanos de 55
mV y mayores concentraciones de quitosano, como se mencion6 previamente. La presencia
de esta meseta significa que incluso cuando la concentracién de quitosano se incrementa, el
tamafio de particula y la carga de superficie no presentan cambios significativos
probablemente debido a que el biopolimero es adsorbido parcialmente en la superficie de
las NPs de magnetita/PLGA. A la concentracion de quitosano 3x10® M, el diametro
promedio de particula aumento a 300 nm (ver figura 17), y el valor de potencial { alcanza
los 52 mV (figura 19). Después de alcanzar este valor, incluso cuando se aumenta la
concentracion de quitosano, el valor de potencial { no presenta mas cambios significativos.
Guo et al. Asignaron esta ausencia de variaciones a que, probablemente, las Gltimas capas
de quitosano alrededor de las NPs no se forman ordenadamente, estas se repelen unas a
otras debido a las interacciones electrostaticas pero, al mismo tiempo, son atraidas por otras
cadenas mediante la formacion de puentes de hidrogeno o interacciones de Van der Waals
dando lugar a la formacion de agregados alrededor de la NP, provocando que la carga
superficial no aumente, pero si se presente un incremento significativo en el tamafio de

particula.
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Diversos grupos de investigacion han intentado correlacionar el tamafio de particula y la
concentracion de polimero con el valor de potencial { observado experimentalmente
[134,135]. Por ejemplo, recientemente, Leroy et al. [136] analizaron el comportamiento de
potencial en NPs de silice en base al modelo de Stern. En el presente trabajo se analiza el
comportamiento del potencial { de las NPs obtenidas con diferentes concentraciones de
quitosano, comparandose con el comportamiento de NPs ideales utilizando, para ello, la
ecuacion de Grahame (10) [29].

1
0 = (8RTeey,C™)z sinh(% (10)

donde o, R, T, ¢, €0,C*, Z, €, w y k son la densidad de carga superficial de las NPs, constante
de los gases ideales, temperatura absoluta, permitividad dieléctrica del agua, constante
dieléctrica en el vacio, concentracion de co-iones, valencia de los iones, carga del electron,

potencial { y constante de Boltzmann, respectivamente.

Utilizando una concentracion de co-iones de 1 M m, una valencia de 1, la densidad de
carga del quitosano obtenida mediante titulacion conductimétrica [111] (600 grupos aminos
disponibles por cadena de quitosano) y el valor del didmetro de particula obtenido por DLS,
se determiné la densidad de carga para una particula ideal para diferentes concentraciones
de quitosano y, a partir de la ecuacion (10) se ajustaron los valores del potencial " a los

valores experimentales. La figura 19 muestra el ajuste de la curva.
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Figura 19. Medidas de potencial { para NPs de magnetita/PLGA cubiertas con diferentes
concentraciones de quitosano. La linea solida representa el ajuste de la curva obtenido con
un modelo tedrico basado en la ecuacion de Grahame.

A partir de la densidad de carga de las NPs (o) y los valores experimentales de potencial
en la ecuacion (10) también se puede obtener el nimero de cadenas de quitosano adsorbidas
en la superficie de las NPs. La figura 20 muestra una comparacion entre el nimero de

cadenas de quitosano experimental y teGricamente.

Se puede observar que la diferencia entre ambos valores se hace méas evidente conforme
incrementa la concentracién de quitosano, donde la carga de superficie no presenta cambios
apreciables, es decir, cuando las cadenas de quitosano forman agregados aislados, como se
mencionod anteriormente. Asimismo, a partir de los resultados obtenidos mediante ITC, se
encontré que por cada NP se adsorbian 3.4 cadenas de quitosano a su alrededor para una
concentracion de quitosano de 2.66x107 M; a esta misma concentracion, utilizando el
modelo tedrico a partir de la ecuacion de Grahame se obtiene un total de 3.6 cadenas de

quitosano alrededor de cada NPs, como se observa en la figura 20.
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Figura 20. Representacion de nimero de cadenas por NP de magnetita/PLGA obtenidas ()
y mediante el modelo tedrico utilizando la ecuacion de Grahame ().

Interaccion de NPs con un modelo de membrana celular

La figura 21 muestra las isotermas de la mezcla de fosfolipidos en la interfase aire-agua y
una subfase que consiste en una suspension de NPs magnetita/PLGA/quitosano con
diferente carga superficial. La isoterma correspondiente a la mezcla de fosfolipidos con
agua pura en la subfase muestra una pequefia meseta alrededor de 15-20 mN m™, muy
similar a la previamente reportada por Valencia et al. para 1,2-dipalmitoil-fosofatidilcolina
(DPPC) [137]. EI éarea molecular promedio de la mezcla de fosfolipidos fue de 64
A?/molécula, un valor mayor en comparacion con los resultados reportados por Ldpez
Oyama et al. [138] para el DPPC (55 A%/molécula), probablemente como consecuencia de

la presencia de los otros fosfolipidos en la mezcla.

Cuando se colocaron las NPs con diferente carga superficial en la subfase, se observo que
conforme se incrementa la carga superficial de las particulas el area por molécula

aumentaba. Los valores de area por molécula encontrados para las NPs con potencial ' de -
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27, 0.7 y 24 mV fue de 85, 92 y 95 A%/molécula, respectivamente. Este comportamiento
demuestra que las NPs se mantienen en la monocapa de fosfolipidos incluso a presiones
altas, y la interaccion de estas con el modelo de membrana es mayor para las que presentan
carga positiva. Similares resultados fueron reportados por Schulz et al. [139], quienes
concluyeron que las NPs cargadas positivamente interactian con las terminaciones fosfato
de los lipidos. Otro efecto observado en las isotermas en presencia de las NPs es la ausencia
de la pequefia meseta observada en la isoterma de la mezcla de fosfolipidos en ausencia de
NPs en la subfase. Este fendmeno también se ha observado en monocapas de DPPC
utilizando NPs hidrofobicas [140], péptidos cationicos [138] y quitosano hidrofobizado
[141] en la subfase. Este hecho también concuerda con los resultados de Schulz et al., que
notaron el cambio del equilibrio liquido condensado/liquido expandido (LC/LE) y la
eliminaciéon de la fase LC a medida que se incrementa la concentracion de polimero

interaccionando con el modelo de membrana.

Para grandes areas, correspondientes a la fase gaseosa o fase LE, se ha observado que antes
de iniciar la compresion de la monocapa las nanoplataformas estaban presentes en esta,
incrementando la presion superficial conforme la carga superficial de estas era mas

positiva.

El modulo de compresibilidad, definido como Cs'=-Adn/dA para cada presion (z), y area
(A) de la isoterma, es utilizado por varios autores para caracterizar la compresibilidad de las
monocapas en la interfase aire-agua [136-138]. Los resultados observados en el recuadro
de la figura 21 muestran el efecto de las NPs con diferente carga superficial sobre la
flexibilidad de la membrana. Se ha observado que para las NPs con carga superficial méas
positiva (24 mV) que interaccionan con la monocapa presentan un modulo de
compresibilidad méas pequefio a todas las presiones. Particularmente, a una presion
superficial de 30 mN m* el modulo de compresibilidad cae de 77 mN m™ para la mezcla de
fosfolipidos a 64, 56 y 24 mN m cuando las nanoplataformas con potencial ¢ de -27, 0.7 y
24 mV estan presentes en la subfase acuosa, respectivamente. Esto confirma que las NPs
cargadas positivamente inducen una membrana mas fluida, de acuerdo con los estudios de

Wang et al. [142] y Camara et al. [143] con un modelo de membrana de fosfolipidos.
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Figura 21. Isotermas de presion superficial para monocapas extendidas y mddulos de
compresibilidad para NPs de magnetita/PLGA/quitosano con diferente carga superficial
presentes en la subfase para un modelo de membrana constituido por una mezcla de
fosfolipidos en la interfase aire-agua.

Penetracion de NPs en monocapas

Finalmente, se muestra el comportamiento de la adsorcion de NPs dentro de la mezcla de
fosfolipidos en la interface aire-agua. El efecto de la adsorcion de NPs con diferente carga
superficial en la mezcla de fosfolipidos en la interface aire -agua, se muestra en la figura
22. En esta figura, se observa una débil estabilidad en la mezcla de fosfolipidos. Similar
inestabilidad fue observada previamente por Almada et al. [140] para una mezcla de dos
fosfolipidos y por Barzyk et al. [144] para un solo fosfolipido en la interfase aire-agua. Es
importante notar que la disminucion de la presion superficial fue menor cuando las NPs
fueron depositadas en la subfase, es decir, se obtuvo un incremento en la presion con las
NPs adsorbidas en la monocapa. El incremento de presion para las NPs con potencial { de -
27, 0.7, 24 y 34 mV fue de 10, 13, 20 y 21 mN m, respectivamente. Estos resultados

muestran que NPs con carga positiva y negativa fueron capaces de interaccionar con el
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modelo de membrana, incluso cuando la proporcion de fosfolipidos con carga negativa en
la mezcla fue baja (aproximadamente 17%), siendo este porcentaje suficiente para la

adsorcion de NPs con carga positiva en la monocapa de fosfolipidos.
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Figura 22. Isotermas de adsorcion para NPs de magnetita/PLGA/quitosano con diferente
carga superficial en un modelo de membrana compuesto por una mezcla de tres
fosfolipidos en la interface aire-agua.

Una vez establecido el método para la formulacion de la NPs magnetita/PLGA/quitosano
(nanoplataforma) con carga superficial modulable y realizar ensayos para obtener una
buena aproximacion sobre la interaccion de estas con modelos de membrana, informacion
muy importante para determinar posibles interacciones con células y para el desarrollo de
sistemas efectivos para liberacion controlada de farmacos, se procedié a la incorporacion de
cisplatino como agente anticancerigeno en la nanoplataforma y se realizaron ensayos para
evaluar su potencial citotoxicidad e internalizacién celular. Los resultados se presentan a

continuacion.
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Co-encapsulacion de cisplatino y NPs de magnetita en la nanoplataforma y ensayos

celulares.

Caracterizacion fisicoquimica de co-encapsulamiento de NPs de magnetita y cisplatino
en la nanoplataforma (cisplatino-MPNPs)

Como se menciond en la seccidn anterior, se han determinado las condiciones 6ptimas para
preparar nanoplataformas de magnetita/PLGA/quitosano (MPNPs) con carga superficial
modulable. Asi, se preparé una nanoplataforma multifuncional compuesta de NPs de
magnetita y cisplatino, cargados en una matriz de PLGA recubierta con quitosano para
modificar su superficie. Ademé&s, se empleé polivinil alcohol (PVA) como agente
surfactante para favorecer la estabilidad de las MPNPs. La formulacién de la
nanoplataforma se llevo a cabo utilizando varias relaciones peso/volumen de PVA (1, 1.5,
2, 2.5y 3%) para evaluar su efecto en las propiedades fisicoquimicas. La figura 23 muestra
el comportamiento del tamafio de particula, indice de polidispersidad (PDI) y potencial ¢ de
las MPNPs sintetizadas en presencia de PVA. Cuando este polimero fue utilizado se
observa un incremento en el tamafio de la nanoparticula comparado con el tamafio de
MPNPs sintetizadas en ausencia de PVA (160 nm). Toda las MPNPs preparadas a
diferentes relaciones peso/volumen de PVA mostraron tamafos similares, entre 202 y 213
nm, con un indice de polidispersidad de 0.1, lo que indica una estrecha distribucién de
tamafos. Por otro lado, conforme la concentracion de PVA aumenta, el potencial { de las
particulas disminuye. Este efecto se debe a la interaccion entre los grupos hidroxilo del
PVA y los grupos amino y oxidrilo del quitosano dando lugar a la formacion de puentes de
hidrégeno, lo que implica una reduccién de la carga superficial [145,146].

El tamafio de particula y el potencial ¢ son muy importantes cuando se pretende utilizar
sistemas de NPs en liberacion controlada de farmacos. La tabla 2 muestra los resultados
para las NPs sintetizadas utilizando 1.5% peso/volumen de PVA, en las que se observa un
tamafo de particula y potencial { de 205 + 4 nm y 13 + 2 mV, respectivamente. Los
estudios evaluando la internalizacion celular de particulas en funcion de su carga
superficial han demostrado que el potencial eléctrico negativo en la superficie de células
cancerosa es desfavorable para la interaccion con NPs cargadas negativamente; por lo
tanto, NPs con carga superficial positiva son mejores que NPs neutras y con carga

superficial negativa [147-149]. Sin embargo, NPs con carga superficial muy positiva
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provocan dafios en la membrana celular como perforaciones en la bicapa lipidica celular
para ingresar a las células, evitando las vias endociticas [150]. Por ello, se ha considerado
que el tamafio de esta nanoplataforma esta dentro del limite para su uso por via parenteral,
y su moderada carga superficial positiva facilita la interaccion con la membrana celular
garantizando una mayor captacion por parte de las células sin comprometer la integridad
celular [151].
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Figura 23. Variaciéon del tamafio y potencial { de MPNPs formuladas con diferentes
relaciones peso/volumen de PVA.

Con el objetivo de conseguir la cantidad 6ptima de cisplatino para una alta eficiencia de
encapsulamiento se utilizaron diferentes cantidades iniciales del farmaco (0.1, 0.2, 0.3, 0.4,

0.5y 1 mg) durante la sintesis de la nanoplataforma.

Las nanoplataformas cisplatino-MPNPs se evaluaron para determinar su tamafio (mediante
DLS), indice de polidispersidad (PDI) y potencial {. En la tabla 2 se puede observar que no
hay cambios significativos en cuanto a tamafio, PDI y potencial { entre las MPNPs y las

cisplatino-MPNPs. Resultados similares fueron reportados por Moreno et al. y Portaccio et
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al. para cisplatino encapsulado en NPs de PLGA utilizando una emulsion doble
agua/aceite/agua [152,153].

Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica de nanoplataformas MPNPs y cisplatino-MPNPs.

MPNPs CDDP-MPNPs
Size (nm) 205+4 208 +4
¢ potential (mV) 13+2 10+1
PDI 0.051 0.084
EE % e 32+3
DL % — 6+1
Iron loading % 90 +5 85+6

La figura 24a muestra la morfologia y tamafio de las nanoplataformas obtenidas por
micrografias de SEM. Las cisplatino-MPNPs exhiben forma esférica con didmetros de
aproximadamente 100 nm, mas pequefios que los encontrados por DLS. No se encontraron
diferencias en cuanto al tamafio y forma de particula entre las nanoplataformas MPNPs y
cisplatino-MPNPs [15,152,153]. En la figura 24b, la micrografia TEM muestra claramente
que las NPs de magnetita fueron exitosamente atrapadas dentro de la matriz de PLGA, ya
gue se observan dominios oscuros dentro de las NPs de PLGA, como se menciono en la
seccion anterior. La eficiencia de carga de las NPs de magnetita en la matriz de PLGA se
determind utilizando espectroscopia de masas por induccion de plasma (ICP-MS). La tabla
2 muestra las eficiencias de carga de 90 + 5 % y 85 + 6 % para las nanoplataformas MPNPs
y cisplatino-MPNPs, respectivamente. La alta eficiencia de encapsulacion se debe a la
presencia de acido oleico en la superficie de las NPs de magnetita, que les confiere un
caracter hidrofobico permitiendo su encapsulamiento en la matriz de PLGA. Por otro lado,
la figura 24c muestra la curva de magnetizacion a 300 K para las cisplatino-MPNPs, donde
se observa claramente un comportamiento superparamagnético ya que no se observa ciclo
de histéresis, muy similar al de las NPs de magnetita libres. La Ms fue de 26.5 emu/g, mas
pequefia que la obtenida para NPs de magnetita libres (66.7 emu/g). Esta disminucion en la
magnetizacion es producto de un efecto de apantallamiento tanto de la matriz polimérica
donde se encuentran atrapadas las NPs de magnetita, como de los polimeros que estabilizan

y modulan la carga de la nanoplataforma [86,90]. Singh et al. encapsularon NPs de
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magnetita dentro de PLGA y también observaron que la Ms fue mas pequefia cuando las
NPs de magnetita se encontraban dentro de la matriz de PLGA [103]. Sin embargo, estos
valores de Ms aunque sean méas pequefios permiten su uso como agentes de contraste. Por
ejemplo, Ling et al. obtuvieron NPs poliméricas magnéticas con Ms de 23.3 emu/g y con
excelente contraste negativo en secuencias de MRI ponderadas en T2 en células PC3 [16].
Por otro lado, Patel et al. formularon NPs de magnetita@PLGA como agente de contraste
para MRI, con Ms de 22.5 emu/g. En este trabajo las NPs fueron dirigidas al higado de
conejo como modelo animal, mostrandose que el contraste en la imagen MRI fue mejorado
después de la aplicacion de las NPs, confirmando que una vez que las NPs estan en el
higado estas interactan con los nacleos hidrdgeno de su alrededor, dando lugar al cambio
de tiempo de relajacion de espin [77]. Por lo tanto, la Ms que poseen nuestras cisplatino-

MPNPs es suficiente para su uso en aplicaciones bioldgicas como agente de contraste.

En la figura 24d podemos observar un incremento en la Tg para las nanoplataformas
cisplatino-MPNPs con respecto a las NPs de magnetita libres. La Ts depende de las
interacciones inter-particula, del estado de la superficie de las particulas, del tamafio de
particula y la distribucion de tamafios. Por lo tanto, el incremento en la Tg podria atribuirse
a la formacioén de agregados de NPs de magnetita dentro de la matriz polimérica, lo que da
lugar a una menor separacion entre particulas, incrementando la interaccion magnética

dipolo-dipolo y por tanto, dando lugar al incremento de la Tg observada [55].
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Figura 24. Caracterizacion de cisplatino-MPNPs a) micrografia SEM, b) micrografia TEM,
c) curva de magnetizacién a 300 Ky d) ZFC y FC.

Determinacion de cisplatino en MPNPs y perfiles de liberacion In-vitro.

La tabla 2 muestra la eficiencia de carga y eficiencia de encapsulamiento de la
nanoplataforma cisplatino-MPNPs, con valores de 32 % y 6.4%, respectivamente. Estos
valores se consiguieron después de saturar la fase acuosa de PVA-quitosano con 0.5 mg de
cisplatino. Previamente Avgoustakis et al. [154] y Moreno et al. [153] reportaron que
cuando no se realizaba la saturacion con cisplatino el porcentaje de encapsulamiento se
reducia considerablemente, con una importante pérdida de cisplatino durante el proceso de
preparacion de las NPs. La técnica de emulsion simple es poco utilizada para encapsular
farmacos hidrofilicos dentro de NPs de PLGA. Sin embargo, existen trabajos previos en
que se reporta el uso de esta técnica para la encapsulacion de cisplatino. Asi, Li et al. [30]
prepararon cisplatino cargado en microesferas de PLGA mediante esta técnica, con una
eficiencia de encapsulamiento y eficiencia de carga de 68.7 % y 6.83 % respectivamente.

Sin embargo, aunque el porcentaje de farmaco encapsulado es alto, desafortunadamente el
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tamafo de particula es demasiado grande para su posible uso como sistema de liberacion

controlada.

Por otro lado, la técnica de emulsion doble es ampliamente utilizada para la encapsulacion
de cisplatino, obteniendo diferentes eficiencias de carga, dependiendo del protocolo
utilizado para la formulacion de las NPs. Por ejemplo, Portaccio et al. [152] y Nejati et al.
[155] sintetizaron NPs de PLGA con cisplatino en su interior, obteniendo una eficiencia de
encapsulamiento del 47 y 70%, respectivamente; sin embargo, encontraron dificultades
para controlar el tamafio de particula. Por tanto, los resultados del presente trabajo muestran
que las cisplatino-MPNPs presentan una cantidad de farmaco en su interior comparable a
estudios previos que emplean la técnica de emulsion doble y, especialmente, poseen un
tamafo de particula apropiado para su uso como sistema de liberacion controlada de
farmacos. La tabla 3 muestra una comparacion entre las cisplatino-MPNPs y las NPs
obtenidas por otros grupos de investigacion.

Tabla 3. Comparacion de tamafio, potencial 'y EE% de nuestras cisplatino-MPNPs con
otras obtenidas por otros grupos de investigacion.

Ibarra et al Ref 23 Ref 50 Ref 16
Tamafio (DLS) 208 +4nm - 19%5+2n¢$m -
Tamafio (TEM) 100 + 5 nm 190-300 nm 197 + 16 nm > 100 ym
Potencial ¢ 10+1mv. - -202+05mv. -
EE % 32 +3 70 47.1+5.3 68.7 + 0.37

La figura 25 muestra los perfiles de liberacion de cisplatino liberado de las cisplatino-
MPNPs a tres diferentes pH, 5.8, 6.8 y 7.4, que aproximadamente se corresponden a los pH
de diferentes compartimentos intracelulares. Para los tres diferentes pH, la liberacion de
cisplatino ocurre en 2 fases: una fase inicial de liberacion rapida (burst), seguida por una
segunda fase de liberacion sostenida hasta una zona casi de constancia después de 10 dias
de dialisis. La concentracion liberada del farmaco a partir de las cisplatino-MPNPs a pH 7.4
fue de alrededor del 16% de la carga total durante las primeras 6 horas de incubacion,
inferior al previamente reportado [30,154,156]. Este resultado sugiere que este efecto se
debe a la presencia de PVA y quitosano en la superficie de las nanoplataformas que acttan
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como una barrera fisica, provocando una liberacion mas lenta. Por otro lado, la velocidad
de liberacion del cisplatino fue mayor a pH 5.8 y 6.8, lo que confirma una liberacion
dependiente del pH. Estos resultados confirmaron nuestra hip6tesis de considerar a la capa
de PVA/quitosano como una barrera fisica, ya que a pH acido los grupos amino presentes
en la capa de quitosano estdn mayormente protonados, extendiendo sus cadenas y
permitiendo la difusién del cisplatino al exterior de la particula [87]. A manera de
comparacion, en la figura 25 también se muestra el perfil de liberacion para cisplatino libre
en disolucion tampon de PBS pH 7.4, donde se observa una liberacion del farmaco de mas

del 90% en las primeras 24 h de incubacion.
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Figura 25. Perfiles de liberacion de cisplatino encapsulado en cisplatino-MPNPs a
diferentes pH. Como control se muestra el perfil de liberacion del cisplatino libre en el
mismo experimento de dialisis.
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Caracterizacion de cisplatino-MPNPs como agente de contraste por MRI

Las NPs de magnetita son comiUnmente utilizadas como agentes de contraste T> en MRI.
Este tipo de NPs pueden disminuir la intensidad de la sefial por el desfase proton-espin. Se
realizaron medidas de relajacion de protdn para evaluar la capacidad de cisplatino-MPNPs
como agente de contraste T2 en MRI. Como se muestra en la figura 26a, existe una relacion
lineal entre la velocidad de relajacion T2 (1/T2) y la concentracion de Fe contenida en las
cisplatino-MPNPs. La relajatividad (r2), que se obtiene a partir del valor de la pendiente de
la representacion grafica de velocidad de relajacion espin-espin frente la concentracion
molar de atomos Fe, fue de 10.6 mMs™. Los resultados indican que las cisplatino-MPNPs
pueden incrementar la velocidad de relajacion, lo que permite que estas NPs sean Utiles
como agentes de contraste para MRI. Por otro lado, varias concentraciones de Fe
contenidas en las cisplatino-MPNPs fueron estudiadas mediante resonancia magnética
ponderada en T para evaluar su capacidad de mejora de contraste en imagenes T.. Como se
puede ver en la figura 26b, las cisplatino-MPNPs muestran un aumento en el contraste
negativo dependiente de la concentracion de Fe contenido en las NPs, lo que sugiere su

posible uso como agente de contraste T».
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Figura 26. Caracterizacion de las cisplatino-MPNPs como agente de contrate. a) Velocidad
de relajacion T2 en funcion de la concentracion de Fe; b) Imagenes ponderadas en T2 de
cisplatino-MPNPs en gel de agar en funcién de la concentracion de Fe.

70



Ensayos de internalizacion celular de FITC-MPNPs

Como se menciond anteriormente, las propiedades fisicoquimicas como el tamafio, forma y
carga superficial de las NPs juegan un rol importante en la captacion e internalizacion
celular. Especificamente, la interaccion de NPs con la membrana celular esta determinada
en parte por la carga superficial de las mismas. Su variacion/cambio/modulacion pueden
mejorar potencialmente la interaccion con las células y permitir su internalizacion en el
interior celular [151]. Debido a que los niveles de citotoxicidad de las NPs pueden verse
afectados por su grado de internalizacion en las células cancerosas, en primer lugar, se
procedio a evaluar la internalizacion de la nanoplataforma MPNPs modificada con la sonda
fluorescente FITC en células cancerosas HeLa, y MDA-MB-231. La internalizacion de
FITC-MPNPs en las células cancerosas después de un tiempo de incubacion de 4 h, se
visualizo utilizando un microscopio confocal. Las figuras 27 y 28 muestran la correcta
internalizacion celular de las FITC-MPNPs en ambas lineas celulares. Se observa
claramente patrones granulares de fluorescencia dentro y fuera de las mismas con una
distribucion de las FITC-MPNPs no nuclear y, principalmente en el citoplasma. Las figuras
27f y 28f muestran imagenes de una reconstruccion 3D, correspondientes a delgadas
secciones opticas a lo largo del eje z, lo que nos permite confirmar la presencia de las
FITC-MPNPs en el interior celular. La internalizacion celular probablemente se inicia por
interacciones no especificas entre las FITC-MPNPs y la membrana celular. El potencial
positivo, de las NPs permite su interaccion electrostatica con los dominios negativos
presentes en la membrana celular, en concordancia con el estudio previo realizado acerca
de las interacciones biofisicas entre NPs de magnetita/PLGA/quitosano y con un modelo de
membrana endotelial, en el cual, se determin6 una fuerte interaccion electrostatica entre los
componentes negativamente cargados del modelo de membrana y la superficie de las NPs
con carga positiva. Previamente, Huang et al. [157] observaron que la captacion celular de
NPs de quitosano@MNPs por parte de celulas A549 de cancer de pulmén se produce
predominantemente por endocitosis adsorptiva mediada en parte por clatrina, pero no por
difusion pasiva o endocitosis en fase fluida. Por lo que es esperable que un mecanismo
bastante similar se produzca con las NPs aqui desarrolladas. Por lo tanto, los resultados
obtenidos sugieren que las FITC-MPNPs pueden ser utilizados como buenos vehiculos para

liberacion intracelular de agentes terapéuticos.
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Figura 27. Imagenes de microscopia de fluorescencia demostrando la captacion e
internalizacion celular de las FITC-MPNP dentro de células MDA-MB-231. En todas las
imagenes el nucleo celular fue tefiido con DAPI (azul). a) Imagen de microscopia de campo
brillante; b) Canal DAPI (canal azul, A= 355 nm), c¢) Canal FITC (canal verde, A= 495 nm);
d) Canal BODIPY phalloidin (canal rojo, A= 633 nm); €) imagenes superpuestas y f)
reconstruccion 3D de secciones Opticas a lo largo del eje z. Barra de escala es 20 pm.
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Figura 28. Imagenes de microscopia de fluorescencia demostrando la captacion e
internalizacion celular de las FITC-MPNP dentro de células HeLa. En todas las imagenes el
nacleo celular fue tefiido con DAPI (azul). a) Imagen de microscopia de campo brillante; b)
Canal DAPI (canal azul, A= 355 nm), c¢) Canal FITC (canal verde, A= 495 nm); d) Canal
BODIPY phalloidin (canal rojo, A= 633 nm); e) imagenes superpuestas y f) reconstruccion
3D de secciones dpticas a lo largo del eje z. Barra de escala es 20 um.
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Citotoxicidad de cisplatino-MPNPs en células MDA-MB-231y células HelLa.

A continuacion, se evaluo la actividad citotoxica de MPNPs, cisplatino-MPNPs y cisplatino
libre, en células Arpe-19, Hela y MDA-MB-231 mediante el ensayo MTT. En un primer
ensayo, las células Arpe-19 fueron expuestas a diferentes concentraciones de MPNPs. La
figura 29a muestra como la citotoxicidad aumenta conforme la concentracion de MPNPs se
incrementaba, encontrando un ICso de 9.78x10% NPs/ml. A partir de estos resultados, se
utilizaron concentraciones de MPNPs que daban lugar a una viabilidad celular superior al
90% (menor que 9.78x10* NPs/ml) para minimizar el efecto citotoxico de las MPNPs vy,
asi, evaluar la actividad anti-proliferativa del cisplatino cargado en las MPNPs. Las figuras
29b y 29¢c muestran la citotoxicidad inducida en células HeLa y MDA-MB-231 tratadas con
cisplatino libre y cisplatino-MPNPs, respectivamente. Se puede ver claramente que la
citotoxicidad es dependiente de la concentracion de farmaco para ambos tipos de células.
Cabe recordar que el cisplatino es principalmente considerado con un farmaco
anticancerigeno que actta sobre el ADN, y su citotoxicidad es atribuida a su interaccion
con los sitios nucledfilos N7 de las bases puricas del ADN para formar entrecruzamientos
ADN-proteinas y ADN-ADN, que resulta en la induccion de apoptosis [106]. Para células
HelLa, a concentraciones por debajo de 6 uM de cisplatino-MPNPs se observd mayor
actividad citotdxica del fa&rmaco cuando se libera que en su forma libre (figura 2.10b). El
ICso para el cisplatino libre y cisplatino-MPNPs fue de 4.8 y 3.9 uM, respectivamente. Por
lo tanto, las cisplatino-MPNPs inducen una mayor actividad citotxica que el cisplatino
libre en células Hela, sugiriendo el potencial uso de estas NPs para el tratamiento del

cancer cervical [158].

Por otro lado, en el caso de las células MDA-MB-231 se determinaron valores de IC50 de
6.59 y 12.25 uM para el cisplatino libre y las cisplatino-MPNPs, respectivamente (figura
2.10c). Las cisplatino-MPNPs mostraron una menor citotoxicidad que el cisplatino libre a
todas las concentraciones analizadas. Este hecho podria ser debido a la liberacion sostenida
del farmaco a partir de la nanoplataforma, provocando que la concentracion de farmaco
disponible se insuficiente para alcanzar valores de toxicidad similares a los del farmaco
libre. Como se mencioné anteriormente, la capa de PVA/quitosano depositada sobre las
NPs acta como una barrera fisica impidiendo la pronta liberacion del cisplatino; por lo

tanto, se requiere mas tiempo para conseguir una mayor concentracion de cisplatino en el
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medio celular, y como consecuencia una mayor citotoxicidad [159]. Previamente,
Wawruszak et al. evaluaron la actividad antiproliferativa del cisplatino frente a diferentes
lineas celulares de céancer de mama, obteniendo una ICso de 8.23 uM para células MDA-
MB-231 expuestas a cisplatino libre, similar al valor aqui obtenido y en contraposicion a
los determinados por Fuller et al., quienes analizaron el incremento de la citotoxicidad del
cisplatino en la presencia de Terbio también en células MDA-MB-231, obteniendo una ICsg
de 43.5 + 3 uM [160]. En base a estos resultados algo contradictorios se realiz6 un ensayo
comparativo del efecto citotoxico de las cisplatino-MPNPs y disoluciones de cisplatino
libre con un 50 y 100% del farmaco teorico liberado después de 48 h de incubacion en las
dos lineas celulares cancerigenas mencionadas anteriormente. La figura 29d muestra como
las cisplatino-MPNPS presentan mayor efecto citotoxico que la disolucion de 100% de
cisplatino tedricamente liberado tras la incubacién, en concordancia con el trabajo de
Jayasuriya et al. quienes emplearon cisplatino encapsulado en NPs de PLGA en células de
cancer de ovario A2780 [29]. Estos investigadores encontraron que el cisplatino
encapsulado en NPs de PLGA presentaba el mismo nivel de apoptosis celular que la
disolucién de cisplatino libre al 50% de anticancerigeno teorico liberado. En resumen, los
presentes resultados muestran que las cisplatino-MPNPs presentan mayor efecto citotoxico
que el cisplatino libre, y pueden ser utilizadas para el tratamiento de cancer de cuello de

utero y de mama.
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Figura 29. Citotoxicidad celular de MPNPs y cisplatino-MPNPs: a) MPNPs en células
Arpe-19; b) cisplatino-MPNPs en células Hela; c) cisplatino-MPNPs en células MDA-MB-
231 y d) citotoxicidad celular empleando cisplatino-MPNPs y concentraciones tedricas de
cisplatino liberado a 48 h, en células Hela y MDA-MB-231.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se sintetizo un novedoso nanosistema multifuncional basado en
cisplatino, magnetita, PLGA y quitosano con posibles aplicaciones como agente
terapéutico y de diagndéstico de cancer de cuello de utero y de mama.

Durante el proceso de formulacion de la nanoplataforma, se prepararon e
hidrofobizaron NPs de magnetita mostrando tamafios de particula y propiedades
magnéticas caracteristicas de un material superparamagnético.

Se establecieron las condiciones para la sintesis de NPs de magnetita encapsuladas
en una matriz de PLGA estabilizada con quitosano, y a partir de experimentos de
potencial 'y estudios calorimétricos se determin6 que es posible modular la carga
superficial de las NPs y el tipo de interacciones que se presentan en la interaccion
de las NPs de PLGA-quitosano.

A partir de los resultados obtenidos en el estudio de interacciones biofisicas entre
NPs de magnetita/PLGA/quitosano con diferentes cargas superficiales y un modelo
de membrana (mimetizando células endoteliales), se obtuvo una aproximacion de la
interaccion entre NPs y células cancerosas; informacion critica para el desarrollo de
nano-vectores efectivos para aplicaciones biomédicas.

Se incorporaron simultaneamente cisplatino y NPs magnéticas en la
nanoplataforma y los resultados obtenidos en cuanto a tamafo, forma, carga
superficial, propiedades magnéticas, perfiles de liberaciéon y ensayos celulares de
internalizacion y citotoxicidad, sugieren que la nanoplataforma cisplatino-MPNPs
tiene potencial para ser considerara como un sistema para la obtencion de imagenes
de deteccién, administracion controlada de farmacos y monitorizacion en tiempo
real de la respuesta terapéutica para el cancer de cuello de Utero y de mama de

forma simultanea, esto es, una nanoplataforma teragnostica.

77



ANEXOS

78



10P Publishing

@ CrossMark

RECEIVED
25May2015

REVISED
10July 2015

ACCEPTED FOR PUBLICATION
31July 2015

PUBLISHED
11 September 2015

Mater. Res. Express2(2015) 095010 doi:10.1088/2053-1591/2/9/095010

Materials Research Express

PAPER

Synthesis and characterization of magnetite/ PLGA/ chitosan
nanopatrticles

Jaime Ibarra', Julio Melendres', Mario Almada', Maria G Burboa?, Pablo Taboada’, Josué Juarez' and
Miguel A Valdez'

' Departamento de Fisica, Posgrado en Nanotecnologfa, Universidad de Sonora, Rosales y Transversal, 83000 Hermosillo, Sonora, México

> Departamento. de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas, Universidad de Sonora, Rosales y transversal, 83000, Hermosillo, Sonora,
México

* Departamento de Fisica de la Materia Condensada, Facultad de Fisica, Universidad de Santiago de Compostela, Espafia

E-mail: miguel.valdez@correo.fisica.uson.mx

Keywords: hybrid nanoparticle, magnetite nanoparticles, PLGA nanoparticles, chitosan, zeta potential, model membrane

Abstract

In this work, we report the synthesis and characterization of a new hybrid nanoparticles system
performed by magnetite nanoparticles, loaded in a PLGA matrix, and stabilized by different
concentrations of chitosan. Magnetite nanoparticles were hydrophobized with oleic acid and
entrapped in a PLGA matrix by the emulsion solvent evaporation method, after that, magnetite/
PLGA/chitosan nanoparticles were obtained by adding dropwise magnetite/PLGA nanoparticles in
chitosan solutions. Magnetite/PLGA nanoparticles produced with different molar ratios did not show
significant differences in size and the 3:1 molar ratio showed best spherical shapes as well as uniform
particle size. Isothermal titration calorimetry studies demonstrated that the first stage of PLGA-
chitosan interaction is mostly regulated by electrostatic forces. Based on a single set of identical sites
model, we obtained for the average number of binding sites a value of 3.4, which can be considered as
the number of chitosan chains per nanoparticle. This value was confirmed by using a model based on
the DLVO theory and fitting zeta potential measurements of magnetite/PLGA /chitosan nanoparti-
cles. From the adjusted parameters, we found that an average number of chitosan molecules of 3.6 per
nanoparticle are attached onto the surface of the PLGA matrix. Finally, we evaluated the effect of
surface charge of nanoparticles on a membrane model of endothelial cells performed by a mixture of
three phospholipids at the air—water interface. Different isotherms and adsorption curves show that
cationic surface of charged nanoparticles strongly interact with the phospholipids mixture and these
results can be the basis of future experiments to understand the nanoparticles- cell membrane
interaction.

Introduction

Polymeric nanoparticles (NPs) composed of biocompatible and biodegradable synthetic polymers, such as poly
(lactide acid) (PLA), poly(e-caprolactone) (PCL), and poly(lactide-co-glycolide acid) (PLGA), have been
investigated by the scientific community because of their potential uses in medicine as biodegradable and
biocompatible support materials and drug delivery vehicles [1, 2].

PLGA-based NPs systems are one of the most successful and interesting colloidal systems. One of the main
advantages of PLGA NPs is their capability of encapsulating therapeutic agents, protecting them, and increasing
their stability so that therapeutic agents can be released in the body as the polymeric matrix progressively
degrades, improving pharmacokinetic and pharmacodynamics profiles [3]. Moreover, the effectiveness of these
NPs can be improved by encapsulating inside other material, which offers an additional functionality [1].
Magnetite NPs are particularly of great interest due to their superparamagnetic properties allowing their use in
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Abstract

In this work, we report the synthesis, characterization and biological evaluation of a multifunctional
hybrid biocompatible nanoplatform consisting of a biodegradable poly(lactic-co-glycolic acid)
(PLGA) matrix functionalized with a polyvinyl alcohol/chitosan mixed surface layer, and co-loaded
with superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) and the anticancer drug cisplatin. In
this manner, problems associated with cisplatin low aqueous solubility are precluded as well as a
sustained controlled release of the drug is obtained. The hybrid nanoplatforms displayed slightly
positive charges and spherical shapes, with an average diameter of ca 100 nm and very low
polydispersity. This size range makes these particles suitable a priori to avoid extensive macrophage
recognition whilst ensures exploitation of passive targeting in tumoral cells by the enhanced
permeation and retention effect and successful interaction with cell surfaces. SPIONs and drug
loading extents were determined by inductively coupled plasma mass spectrometry and UV—vis
absorption spectroscopy, respectively. The presence of the magnetic nanoparticle in the hybrid
platform should enable their intended use as T, imaging contrast agents as denoted from magnetic
imaging measurements in vitro. Furthermore, in vitro release profiles of cisplatin from nanoplat-
form showed an initial burst release of about 16% in the first 6 h, followed by a sustained release
over 10 days ensuring a slow delivery of the drug in the site of action to enhance chemotherapeutic
activity. This was confirmed by in vitro cytotoxicity assays denoting that the chemotherapeutic
effect of cisplatin on both cervical HeLa and breast MDA-MB-231 cancer cell lines is largely
improved when encapsulated in the nanoplatform. Thus, the present characterization and in vitro
biological evaluation data indicate that this nanoplatform can be considered as a promising
theragnostic nanoplatform for combined imaging and therapy of several tumors. Moreover, its
design using different biocompatible materials approved by regulatory agencies might open further
expectatives to clinical translation once performing additional in vivo experiments currently on
development.

Introduction

Cervical and breast cancer are the most frequent type of cancer among women and they are the leading cause of
women death over any other forms of cancer in developing countries [ 1, 2] with approximately 200 000 deaths
each year around the world, especially due to the lack of diagnosis of women with early cervical cancer

tumors [3].
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