Garcia MC, Calderon Montaiio JM, Rueda M, Longhi M, Rabasco AM, Lopez Lazaro M, Prieto Dapena F, Gonzdlez Rodriguez ML - Nu-

cleolipido incorporado...

REVISTA

ESPANOLA DE

CIENCIAS

— FARMACEUTICAS

Nucleolipido incorporado en liposomas funcionalizados
con nanoparticulas de oro y sensibles a estimulos de pH y
temperatura para liberacion controlada de doxorubicina

Garcia Moénica C.*'??, Calderon Montafio José Manuel?, Rueda Manuela®, Longhi
Marcela'?, Rabasco Antonio Maria®, Lopez Lazaro Miguel*, Prieto Dapena Francisco®,

Gonzalez Rodriguez Maria Luisa®

! Departamento de Ciencias Farmacéuticas, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba,
Ciudad Universitaria, Haya de la Torre y Medina Allende, Ed. Cs. I,

X5000HUA Coérdoba, Argentina.

2 Unidad de Investigacion y Desarrollo en Tecnologia Farmacéutica, CONICET, Consejo Nacional de Investiga-
ciones Cientificas y Técnicas, UNITEFA, X5000HUA Cérdoba, Argentina
* Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica, Facultad de Farmacia, Universidad de Sevilla. C/ Prof.

Garcia Gonzalez 2, 41012 Sevilla, Espafia.

* Departamento de Farmacologia, Facultad de Farmacia, Universidad de Sevilla. C/ Prof. Garcia Gonzalez 2,

41012 Sevilla, Espana.

®> Departamento de Quimica-Fisica, Facultad de Quimica, Universidad de Sevilla. C/ Prof. Garcia Gonzalez s/n,

41012 Sevilla, Espana.

*Correspondencia: mgarcia@unc.edu.ar , malugoro@us.es

1. Introduccion

Los liposomas (Lip), fueron el primer tipo
de sistema de liberacion de farmacos de base
nanotecnolodgica, reportado en los afios 70. Desde
entonces, han sido ampliamente estudiados
y se consideran una de las herramientas mas
utiles para desarrollar nanosistemas orientados
al transporte y liberaciéon de farmacos [1].
Ademas, los Lip pueden ser funcionalizados con
nanoparticulas de oro (AuNPs), de utilidad en el
diagnostico y tratamiento del cancer.

El gradiente de pH existente entre los tejidos
y fluidos normales en comparaciéon con los
tejidos tumorales, sumado al metabolismo
rapido que presentan las células tumorales, el
cual genera hipertermia, ha motivado, en los
altimos afios, el desarrollo de Lip con capacidad
de responder a cambios de pH o temperatura
como nanosistemas portadores de farmacos
anticancerigenos [2].

Recientemente, los nucleolipidos se han
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estudiado como materiales
de los Lip. Las estructuras supramoleculares
que incorporan nucleolipidos presentan
capacidades de reconocimiento molecular hacia
la base complementaria del ADN, lo que las hace
utiles como nanosistemas para el transporte y
liberacién de farmacos, particularmente contra
el cancer [3].

constituyentes

En este trabajo presentamos, por primera vez, la
incorporacién del nucleolipido (1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-(citidina difosfato)) (DP-CDP) en
Lip constituidos por dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) vy fueron,
posteriormente, AuNPs
PEGiladas y cargados con doxorubicina (Dox),
con vistas a su aplicacion en la nanomedicina del

colesterol, los cuales

decorados  con

cancer.

2. Materiales y métodos

Previo al desarrollo de los Lip, se analizaron
termodindmicamente las isotermas de Langmuir
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en monocapas lipidicas mixtas con el fin de
determinar la composicion optima de DPPC y
DG-CDP, y la proporcion de colesterol a utilizar.

2.1. Obtencion de los AuNPs-Lip-Dox

Los Lip fueron obtenidos mediante rehidratacion
del film lipidico. Se utilizaron cantidades
predeterminadas de DPPC, DG-CDP y colesterol
en proporcion 94:3:3 mol %. La encapsulacion
de Dox se realizo mediante carga remota por
gradiente de pH transmembrana utilizando
(NH,)2S0,.

Los Lip y Lip-Dox se funcionalizaron con AuNPs
PEGiladas cargadas positivamente.

2.2. Caracterizacion de los AulNPs-Lip-Dox

Se evalué el diametro hidrodinamico (Dh),
indice de polidispersion (PDI), potencial
electrocinético (Z), eficiencia de encapsulacién
(EE%), morfologia por FE-SEM, liberacién de
Dox en celdas de Franz (medios receptores:
solucion tampon de fosfatos pH 7,4 y acetato
pH 5, simulando condiciones fisioldgicas y
microambiente tumoral, respectivamente) a
37 °C y 42 °C, temperaturas fisioldgicas y de
hipertermia, respectivamente). Se analizaron
las cinéticas y mecanismos de liberaciéon. Se
evaluo la actividad biolégica antitumoral frente
a células de cancer de mama y ovario (MDA-
MB-231 y SK-OV-3, respectivamente).

3. Resultados y Discusion

Los Lip presentaron Dh entre 400 y 650 nm con
PDI aceptables (<0,35). El anclaje de las AuNPs
o la incorporaciéon de la Dox incrementaron el
Dh comparado con los Lip blanco, lo que se
corresponde con un aumento de la complejidad
del sistema [4]. El anclaje de las AuNPs
PEGiladas se hizo por complejacion debido al
Z negativo conferido por los grupos fosfato del
DG-CDP. Los Lip blanco y cargados con Dox,
antes y después de la funcionalizacién con las
AuNPs, presentaron Z negativos (-23 - —6,6 mV).
Sin embargo, el anclaje de las AuNPs produjo un
aumento en el Z de ambas muestras.
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Lip-Dox presenté una mayor encapsulacion
de Dox (EE=82 %) comparado con AuNPs-
Lip-Dox (EE=78 %), lo que se explica por la
desestabilizacion que pueden inducir las AuNPs
en la bicapa de los Lip, facilitando la pérdida de
parte de la Dox encapsulada [5].

El analisis mediante FE-SEM mostr6 que los Lip
presentaron forma aproximadamente esférica, en
la escala nanométrica, con tamafios comparables
a los observados mediante espectroscopia de
correlacion fotdnica.

Los Lip con y sin funcionalizacién con AuNPs
modularon la liberacion de Dox en todos
los medios evaluados, siendo la difusion del
farmaco el principal mecanismo de liberacién. En
el medio acido y en condiciones de hipertermia
se produjo una activacion de la liberacion,
demostrando la capacidad de los sistemas
liposomales para responder a ambos estimulos.
La sensibilidad frente a estos estimulos fue mas
marcada en el sistema AuNPs-Lip-Dox.

La Dox encapsulada en los Lip preservo su
actividad antiproliferativa contra las células
tumorales evaluadas, presentando una eficacia
comparable a la exhibida por Dox pura.

4. Conclusiones

Los Lip desarrollados incorporaron
adecuadamente el nucleolipido y la Dox,
exhibieron respuesta frente a ambos estimulos
(pH y temperatura) y presentaron propiedades
prometedoras para ser utilizados en la

nanomedicina del cancer.
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