EVALUACION DE NANOPARTICULAS
DE POLI(ETIL-2-CIANOACRILATO)
CON NUCLEO MAGNETICO COMO

SISTEMAS DE LIBERACION
CONTROLADA DEL ANTINEOPLASICO
5-FLUOROURACILO

DEPARTAMENTO DE FARMACIA Y
TECNOLOGIA FARMACEUTICA

UNIVERSIDAD DE GRANADA

TESIS DOCTORAL
José Luis Arias Mediano
(Granada, 2003



EVALUACION DE NANOPARTICULAS
DE POLI(ETIL-2-CIANOACRILATO)
CON NUCLEO MAGNETICO COMO

SISTEMAS DE LIBERACION
CONTROLADA DEL ANTINEOPLASICO
5-FLUOROURACILO

DEPARTAMENTO DE FARMACIA Y
TECNOLOGIA FARMACEUTICA
UNIVERSIDAD DE GRANADA

TESIS DOCTORAL
José Luis Arias Mediano

Granada, 2003



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: José Luis Arias Mediano

D.L.: Gr. 44 - 2007

ISBN: 978-84-338-4222-0



D? Visitacion Gallardo Lara, Profesora Titular del Departamento de Farmacia y
Tecnologia Farmacéutica de la Universidad de Granada, y D. Angel V. Delgado Mora,
Catedratico del Departamento de Fisica Aplicada de la Universidad de Granada,

CERTIFICAN:

Que el trabajo de investigacion que se presenta en esta memoria, titulado

EVALUACION DE NANOPARTICULAS DE
POLI(ETIL-2-CIANOACRILATO) CON NUCLEO MAGNETICO
COMO SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA DEL
ANTINEOPLASICO 5-FLUOROURACILO

ha sido realizado en el Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica y Fisica
Aplicada de la Universidad de Granada, bajo nuestra direccion, por el Licenciado D.

Jos¢ Luis Arias Mediano, y constituye su Tesis Doctoral.

Con esta fecha autorizamos su presentacion ante la Comision de Doctorado de la

Universidad de Granada.
Granada, 9 de abril de 2003.

Fdo. Visitacion Gallardo Lara.

Fdo.: Angel V. Delgado Mora.

El doctorando,

José Luis Arias Mediano



A mi madre Rita Maria

A [a memoria de mi abuelo Juan



Este trabajo de investigacion no podria haberse realizado sin la colaboracion de las personas
que a continuacion se indican. Llegado este momento, aprovecho para mostrarles mi mds sincera
gratitud.

En primer lugar al Dr. Angel V. Delgado Mora, por su ayuda incansable, paciencia y sabio
consejo. Su ejemplo ha sido fundamental en mi formacion como investigador.

A la Dra. Visitacion Gallardo Lara, por su sequimiento y orientacion. Gracias a ella no he
olvidado mis raices farmacéuticas.

AL Dr. Fernando Gonzdlez Caballero, por su confianza en mi investigacion y tratarme “casi”
como a un fisico mds.

AL Dr. Juan de Dios Garcia Durdn, por su desinteresada ayuda siempre que lo he necesitado.

Al “futuro” ©r. Salvador A Gémez-Lopera, compariero de viaje en el fascinante mundo de
los transportadores magnéticos coloidales. Su apoyo y amistad han facilitado todo.

A mis compatieros: Juan de Vicente, Maria del Mar, Marisa, Mari Carmen, Paco, Julidn,
Modesto, Manuel, Silvia, Cecilia, Juan, Rosario y Arturo, por su ayuda y comparierismo.

A mi madre Rita Maria. Baste decir que si he llegado hasta aqui ha sido gracias a ella.

A mis tios jfnge[ y Concha, y primos Carmen y Manuel, por convertirme en uno mds desde mi
llegada a Granada. Nunca podré agradecerles lo suficiente todo lo que me han dado estos afios.

Al resto de mi familia: mi padre José, mi hermana Rita Maria, mi abuela Rita, mis tios Juan

Pedro y Rosa, y primos Juampe y Rosilla. De ellos también es este trabajo.

La gota horada la piedra, no por la fuerza, sino cayendo a menudo

OVIDIO.






Indice i

INDICE

CAPITULO 1: INtrOdUCCION w.veeeeverererereeerenensesessnensessesnsnssesasasnses 1

1.1, Generalidades ........ccueeiiiiiiiiiieiieee e 3
1.2. Contribucion del trabajo propuesto.......cceeccveeerveeeriieeerieeerieeerieeeeveeeiveeens 15
1.3, ODJELIVOS .ttt ettt ettt sttt et 16

CAPITULO 2: Sintesis y caracterizacion de particulas
compuestas de nucleo magnético y recubrimiento polimérico

biodegradable .........coueiinvvriinisnicnssnnicsssnicsssnsicssssicssnnsesssnssesssssccss 19

2.1. Sintesis y estudio MOrfolOZICO......cccvieriiriiiiieeiieeeee e 21
B B R I 04 1< L USRS 21

a) Metodologia de 1a SINtESIS .....eeeueieriieriieiieeieeieeeee e 21

b) Aspectos fisicos y quimicos de 12 1€acCiOn.........c.ccvevveervieieiieiieneeie e 24

C) Forma y tamamio........coceeiiiiiiiniieiiee e 28

2.1.2. Poli(etil-2-c1anoacrilato).........ceeervieeieeeiieeeieeeiieeeeieeeveeeiee e e reeeseveesree s 30

a) Aspectos generales de 1a SINteSiS.......c.eevvveeciierieeiienieeieenie e 30

o) I (10T 1) (o4 - USRS 33

c) Analisis de las reacciones de SINteSIS .......cccueerveeriierieeeiieenieeiieenenenn, 34

d) FOrma y tamamio.........ccccuireriiieiiieeiie ettt 36

2.1.3. Particulas COMPUESLAS.......c.eeervieriieeiieerieeeieeeite e e sreeesereesereesreesnneeseneeens 37

a) Metodologia de 1a SINEESIS.......eeieriieriieieeieciierieerie ettt 38

b) FOorma y tamamio........cccueeiuieriieiiieiie et 39

2.2. Estructura y cOmpoSiCiOn QUIMICA .......cevueeeveeriieeiieniieeiienereeieeseeeseeseneenens 43
2.2.1. Superficie eSPeCifiCa.......ccvuiriiieiiieiieiererte et 43

a) Fundamentos tEOTICOS. ....cuierieriieiieriieeieeete ettt eve e 43

b) Metodologia experimental y resultados .........cccccveeervieeeiieeiieeniiens 46




il Indice

2.2.2. Difractometria de TaY0S X ....ccccvvverierierriienireieesieesreesieeseeseeeseeesenesssesseesseens 48

a) Fundamentos tEOTICOS .....uuiiriireriieeiiieeiee et ete e eeee e e 48

b) Metodologia experimental y resultados..........ccceeeeeeevieriienienieenen. 50

2.2.3. Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier.......................... 52

a) Fundamentos tEOTICOS ....ccuiiriieriierieeiie e eiee et eiee e et e eere e saveens 52

b) Metodologia experimental...........cccccovuieeriieeiiieeniieeieeee e 53

c) Interpretacion del €SPECtrO........ccuveeeiieeriieeeiiieeieeeie e 53

2.2.4. Resonancia magnética NUCICAT..........c.eevveereereeireereereeteesieeseeeseneseneseneesneens 57

a) Fundamentos tEOTICOS ......uiivuuiieeeiieeeiiie ettt 57

b) RMN de protones ("H-RMN) ........coovuoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseseseeeeeeeae 58

¢) RMN de carbono 13 (PC-RMN) ... 61

2.2.5. Espectrometria de masas de i0n secundario...........c.ecvevverivereenvennesneanneens 63

a) Fundamentos tEOTICOS .....uuiiviieeiiieeiiieeciee et et e 63

b) Metodologia experimental y resultados..........cccceevvierieiciienieeieenen. 65

2.2.6. Propiedades MagnétiCas........cceevueerueerieeriieniienieeieete et eieeieeseeeseeesaeesanesaneens 67

a) Fundamentos teOTICOS ......eevuiriiriiiieieeieeee e 67

b) Metodologia experimental y resultados..........cccceeveenieniiiniencnen. 70
CAPITULO 3: Propiedades eléctricas superficiales.........c.cunee.. 77
3.1 INErOAUCCION ...t et 79
3.2. Descripcion clasica de la doble capa eléctrica..........coveveverieriienieniieienne, 80

3.3. Fenomenos electrocinéticos. Potencial zeta .........ccccoeveveeviirieneenienienenee. 88

3.3.1. Electroforesis: teoria elemental............ccccooerirriininienenieieneeeeseeeseeene 89

3.3.2. Electroforesis: tratamientos mas elaborados............cecevereereneniencneneenne. 96

3.4. Metodologia experimental...........ccceeiiiiiiiiiieniinieeie e 98

3.5. Efecto del pH y de la fuerza i6nica sobre la movilidad electroforética....... 99
3.6. Estabilidad de las propiedades eléctricas superficiales ...........ccccveeeveennennnen. 103
3.6.1. Estabilidad del recubrimiento polimeérico ............ecvevvverieerieneerceenieeieeeeenns 103

I O\, e s 1<] 5 PSR 105




Indice 111

CAPITULO 4: Termodiniamica superficial........c.ceeeveererereeereeres 111

4.1 INETOAUCCION ..ttt st ettt et et 111
4.2. Interacciones SUPErficiales ........oceevuieriieiiiiiiieiieeeee e 112
4.2.1. Interacciones diSPEISIVAS .....c.ueervierieeerieerrieeiteeesreesreeestreesseeesaeessseessseessnes 112
4.2.2. Interacciones N0-DL VO ........cooiiiiiiiiiiiiiiii ettt 115

4.2.3. Contribuciones a la energia libre superficial. Teoria de van Oss,

GOOA J COLS. riiitiiiiiiieeiie ettt ettt e et e et e e st e e e bt eesabeeesbaeessseeesraeesseesnseeensseens 117
4.3. Metodologia experimental ............cccceecuieriiiiiieniieieeie e 123
4.4. Componentes de la energia libre superficial de las nanoparticulas.............. 128
4.5. Anélisis de la naturaleza hidrofila/hidrofoba..........ooeiiiii 129

4.6. Mecanismo de formacion de la capa de polimero en las particulas

COMMPUESLAS 1.vvveeeuetieeuiteeeiteeeiteeeteeestteesteeesaseeesaseeensseeensseessnseesnsseesnseesnnseesnsseenas 131

CAPITULO 5: Evaluacién de la capacidad de vehiculizacion de

B 1 LT 0] 1 T | R 133
5.1 INrOAUCCION vttt et e 135
5.2. 5-fluorouracilo: generalidades ...........cccecveeerieeiienieniiieieee e 137
5.3. Determinacion experimental de la absorcion..........cceccveeeeveeeeieeeniieceiveeenee, 142
5.3.1. FUndamentos tEOTICOS .......ueruieuierieruieienieeeierie st eete et ettt et e e et esteseeeneenaeas 142
5.3.2. Absorbancia optica de las disoluciones de 5-fluorouracilo...........ccceevvevevennenne 145
5.3.3. Influencia de la exposicion a la luz ambiental ...........ccccoeeveeeeriiiviiinieeeieeenee, 150
5.3.4. Influencia del pH del medio de polimerizacion ...........ccocceeecverevveenieeenveennne. 152
a) Sobre la estabilidad del 5-fluorouracilo ............cccceeeeveieiieeeciieeeieeeee. 152
b) Sobre la estabilidad del poli(etil-2-cianoacrilato) ...........ccceeeveerrrennnennee. 154
5.3.5. Justificacion de la metodologia de determinacion de la
INCOTPOTracion de FATMACO.........ccverieriieiieieeieereeseeeee e re et et ee e e eeesesesnseenseas 164
5.3.6. Otros ensayos de determinacion del 5-fluorouracilo incorporado .................. 173
5.4. Incorporacion superficial del 5-fluorouracilo ...........cccceeveieiieiiienienieenen. 177
5.4.1. Determinacion espectrofOtOMELIiCa ......c.veeevveercreeeriiieciie et eree e 177

5.4.2. Determinacion €leCtrOfOrEtICA ... ...uuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieeeeeeeeeeeeeee e e e eeeeeeeeeeaees 179




v Indice

5.5. Incorporacion del 5-fluorouracilo a la matriz polimérica.............cccuveeneee. 181
5.5.1. Efecto de la concentracion de etil-2-cianoacrilato ...........ceceeceeeeceeneeeeeenne. 182
5.5.2. Efecto de la concentracion de dextrano-70 ...........ccoeceveeveneeieneneenieseeneenee. 185
5.5.3. Efecto de la concentracion de HCl ........cc.coooiiiiiiiiiiiiiiiecceeeen 187
5.5.4. Efecto de la concentracion de 5-fluorouracilo..........cccoceenieniiniiniincniceen. 191
5.5.5. Incorporacion en condiciones OPtIMAS .........ceceveeerveeerveeereeerieeereeesereesreeenes 193

5.6. Incorporacion del 5-fluorouracilo en las particulas compuestas.................. 197

CAPITULO 6: CONCIUSIONES ceveveeererereererenerseresencesesenssssssensssesncces 203

CAPITULO 7: Bibliorafia.......cecoeuvererereenerrerenesensessesesesensesenseneas 211




Capitulo 1.
INTRODUCCION






Capitulo 1. Introduccion 3

1.1. GENERALIDADES.

La actividad biologica de un principio activo depende fundamentalmente
de la naturaleza de la interaccion entre éste y el tejido diana. Sin embargo, para
poder ejercer dicho efecto, el farmaco debe estar presente en su lugar de accion en
cantidad suficiente como para provocar la respuesta deseada. Por lo tanto, es
esencial que sea liberado en el lugar apropiado del organismo a una velocidad
adecuada. Esto puede controlarse mediante el modo en que el principio activo es
preparado (formulado) antes de su administracion como medicamento: todas las
formas de dosificacién contienen excipientes que, aunque por si mismos carecen
de actividad bioldgica, aportan unas caracteristicas al medicamento que facilitan
su proceso de fabricacién y, lo que es mas importante, pueden modificar la
manera en la que el farmaco interacciona con el organismo. La obtencion de
medicamentos a partir de los principios activos es, por lo tanto, un amplio e
importante campo dentro de las ciencias farmacéuticas que incorpora elementos
de la Ingenieria y Ciencia de los Materiales, de la Quimica Fisica, de la Ciencia de

Polimeros, de la Quimica de Disoluciones y de la Bioquimica, entre otros.

Aunque la mayoria de los principios activos son administrados mediante
formas de dosificacion convencionales (tabletas, céapsulas, disoluciones
inyectables, etc.), determinados tipos de farmacos precisan otras formas
adecuadas a sus caracteristicas. La necesidad de mantener una concentracion de
farmaco que garantice y mantenga un efecto terapéutico, implica la administracion
cronica de estas formas de dosificacion convencionales. Sin embargo, esta pauta
de tratamiento puede constituir un inconveniente para el paciente y podra
provocar un bajo indice de cumplimiento terapéutico. Ademas, la administracion
cronica puede provocar considerables fluctuaciones en las concentraciones
sanguineas de farmaco entre dosis, pudiendo dar lugar a efectos adversos toxicos
0 a una respuesta inapropiada cuando los niveles se encuentran en un maximo o
en un minimo, respectivamente. Una forma de resolver estos problemas es el

desarrollo de sistemas de liberacion controlada de farmacos que garanticen una
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velocidad de liberacion constante (o casi constante) durante un periodo de tiempo

prolongado.

Por otro lado, no so6lo se produce la difusion del farmaco dentro del tejido
de interés, sino que una proporcion importante se distribuird por otras zonas del
organismo. Esto puede provocar su accion en regiones diferentes a las deseadas,
aumentando asi la probabilidad de aparicion de reacciones adversas. Ademas, la
concentracion de farmaco en el lugar de accién serd baja, debido a una
distribucion inapropiada o a una pobre absorcion. Por lo tanto, es preferible la
concentracion del farmaco en el tejido o células de interés antes que su libre

distribucion por el sistema circulatorio.

Un ejemplo de la importancia de lograr la localizacion de la accion de un
farmaco es el tratamiento de tumores solidos. Entre las diferentes formas de
tratamiento, la farmacoterapia intenta explotar las diferencias entre las células
sanas y las cancerosas, ademas de permitir la selectividad toxica frente a tumores.
Sin embargo, debido a la similitud intrinseca entre estas células, a menudo es sélo
posible explotar la rdpida velocidad de division de estas células tumorales, no
pudiéndose desarrollar firmacos que reconozcan caracteristicas bioquimicas
especificas que no se encuentren en un tejido sano. Estos fairmacos, conocidos
como agentes citotoxicos, destruyen las células que se encuentran en una fase de
division rapida. Desgraciadamente, las células sanas que también estan en fase de
rapida division (células del intestino, de los foliculos pilosos, de la médula oOsea,
de los testiculos y del feto) también se ven afectadas. Ademas un problema
importante de los tumores solidos es que el farmaco debe estar presente en una
concentracion suficientemente alta como para penetrar en el tumor. Por lo tanto, el
desarrollo de sistemas que maximicen la concentracion de fidrmaco en las
cercanias del tumor constituye una alternativa prometedora para solventar

eficazmente estos problemas.

Mediante el uso apropiado de sistemas transportadores de farmaco se

puede lograr la concentracion de éste en una region especifica del organismo y su
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liberacion modificada. Los sistemas dispersos han sido extensamente utilizados
con ambos fines, particularmente para lograr la localizacion especifica. Estas
formas de dosificaciéon son sistemas coloidales, que estdn constituidos por
suspensiones acuosas de particulas que contienen farmacos y que, generalmente,
se administran mediante inyeccion. Las caracteristicas que debe cumplir un

sistema coloidal para poder ser utilizado son (1):

1. El farmaco debe acumularse selectivamente en el lugar de accion
requerido, con concentraciones residuales muy pequefias en la
circulacion.

2. Las particulas portadoras deben ser capaces de transportar una cantidad
apropiada de fArmaco.

3. El farmaco debe liberarse a una velocidad adecuada en el lugar de
accion.

4. El coloide debe ser estable in vitro y en su transito al lugar requerido in
Vivo.

5. El sistema debe presentar una toxicidad e inmunogenicidad minimas,
ademads de ser biodegradable para prevenir su acumulacion.

6. El sistema debe ser relativamente simple de producir a gran escala.

7. Las autoridades sanitarias deben reconocer los materiales que

constituyen el coloide como no toxicos.

Tras su administracion como sistema inyectable, el destino de las
particulas coloidales en el sistema circulatorio dependera de la via de

administracion y del tamafo y caracteristicas superficiales de las particulas (1).

En cuanto a la via de administracion, a pesar de indicarse a menudo la
administracion intraarterial como un método para dirigir los principios activos a
los organos objetivo, diversos riesgos asociados con esta ruta hacen que la
administracion intravenosa, intramuscular o subcutanea sean preferibles en la gran

mayoria de los casos.
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Respecto al tamano, las particulas con un didmetro superior a unas 7 pm se
acumulardn en los pulmones, ya que estos Organos poseen la primera red de
capilares que se encontraran las particulas. Por lo tanto, las particulas mas grandes
quedaran atrapadas en los capilares sanguineos de diametro pequefo. Sin
embargo, las particulas de pequefo tamafio seran retiradas de la circulacion
sanguinea principalmente por el sistema inmune. Este sistema comprende una
serie de procesos muy complejos e interactivos, cuya mision es la de proteger al
organismo de los cuerpos extrafios que lo invaden. Los tejidos y células
responsables de la retirada fisica de las particulas de la circulacion constituyen el
sistema fagocitico mononuclear (SFM). Este sistema representa la principal
barrera para el uso de sistemas coloidales transportadores de farmacos, ya que
cualquier coloide inyectado serd captado y eliminado de la circulacion
rapidamente. Esto puede ser aprovechado en el tratamiento de las enfermedades
donde el objetivo terapéutico son las células del propio sistema inmune, por

ejemplo: lepra, tuberculosis, leishmaniosis y leptospirosis.

Para que se produzca el reconocimiento por el SFM y los macrofagos
realicen la fagocitosis, se requiere una fase previa en la que son importantes el
tamafo, la carga superficial y la naturaleza quimica del coloide. Esta fase previa
recibe el nombre de opsonizacién y en ella estan implicados determinados
componentes de la sangre (opsoninas) que interaccionardn con la superficie del
coloide, haciéndolo menos hidréfilo y, por lo tanto, mas susceptible de ser
captado por el SFM. A pesar de ser dificil, es posible prevenir (o retrasar) el
proceso de opsonizacion mediante la modificacion de las caracteristicas
superficiales de las particulas. La utilizacién de tensioactivos para recubrir las
particulas coloidales permitird hacer que sean mas hidrofilas, lo que retrasara su
reconocimiento por el SFM y generara una estabilizacion estérica que reducira la

adhesion particula-macrofago.

Otro problema a salvar es la necesidad que tienen las particulas de
abandonar la circulacion sanguinea para penetrar en el 6rgano diana. Esta salida

de la circulacién general se conoce como extravasacion. Sin embargo, si las
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particulas van a ser retenidas de forma fisica en la red capilar del 6rgano y se
produce la liberacion lenta del farmaco, la extravasacion no es un problema, ya
que el farmaco difundira a través de los capilares mientras las particulas quedan

atrapadas en el sistema sanguineo.

Dentro de los diferentes sistemas coloidales disefiados para el transporte
especifico de farmacos destacan, por sus grandes posibilidades, los tranportadores
magnéticos coloidales. La Tecnologia de Transportadores Magnéticos se origin6
en la década de 1940 a partir de estudios sobre el tratamiento de aguas residuales,
donde se pretendia absorber materia organica en pequeias particulas de magnetita
y separar magnéticamente la magnetita cargada de materia organica del resto de
liquido procesado. Dentro de las aplicaciones biologicas de esta tecnologia
destacan el tratamiento de aguas residuales, la inmovilizacion enzimatica, la
separacion magnética por afinidad de biomoléculas, la selecciéon de un tipo de

células entre una poblacion celular, el transporte de farmacos y los biosensores

2).

Con el desarrollo de los métodos fisicos y quimicos para la caracterizacion
del 6xido de hierro coloidal durante la década de los 60, comenzaron a aparecer
las primeras aplicaciones biomédicas de los “fluidos magnéticos” en
radiodiagnoéstico (3) y emboloterapia (4). La aparicion de microcapsulas
magnéticas como soportes de moléculas bioldgicas (5, 6) dio lugar al uso de
matrices y de numerosos recubrimientos poliméricos biologicos (7) y sintéticos
(8), para ser utilizados como transportadores magnéticos en dispositivos
biomédicos, agentes de contraste superparamagnéticos orales (9) e intravenosos

(10), y transportadores de farmaco (11-13).

Los principales beneficios de estos sistemas dentro del campo terapéutico
(13) son la eliminacion de reacciones adversas que frecuentemente derivan de la
distribucion sistémica de los farmacos y la posibilidad de reducir la dosis precisa
de un agente terapéutico por peso corporal, disminuyendo los posibles efectos

adversos derivados de las dosis tradicionales. Ademas, se solucionan los
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problemas de inestabilidad en los fluidos biologicos o in vivo del farmaco (14);
podriamos pensar, por ejemplo, en la utilidad de estos sistemas en la terapia
antiparkinsoniana, como vehiculos que faciliten el paso de la levodopa a través de
la barrera hematoencefalica para poder llegar a su lugar de accion en el cerebro y
evitar la degradacion de ésta en el resto del organismo. Por otro lado, el
reconocimiento y eliminacion del sistema coloidal por el SFM se vera retrasado,
al estar concentradas las particulas en un lugar determinado del organismo por
accion de un campo magnético, que impedird su libre distribucion. Asi, las

particulas veran retrasada su llegada al higado.

Las caracteristicas que idealmente debe tener un transportador magnético

de farmaco son (13):

1. Pequefio tamafno (inferior a 1.4 um), para permitir la distribucion a
nivel capilar y la perfusion uniforme al lugar de carga deseado.

2. Una respuesta magnética adecuada a los campos y gradientes
magnéticos técnicamente alcanzables, a la velocidad de flujo presente
en los sistemas fisiologicos.

3. Capacidad para transportar una amplia variedad de agentes
terapéuticos, en cuantia suficiente para permitir un transporte adecuado
de cantidades biologicamente activas, sin hacer que el organismo se
cargue demasiado de material magnetizable.

4. Velocidad de liberacion de farmaco controlable (o predecible) en el
lugar deseado.

5. Propiedades superficiales que permitan una maxima biocompatibilidad
y una minima antigenicidad.

6. Biodegradabilidad, con eliminacion y toxicidad minima de los

productos de degradacion.

La accioén del farmaco liberado de un transportador magnético en el lugar

diana puede desarrollarse mediante varios mecanismos (15):
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= El farmaco es liberado del transportador detenido por el campo
magnético en la pared del vaso y ejerce su accidon segun su mecanismo
de accion habitual.

= El farmaco (de caracter enzimatico) actua al mismo tiempo que estd
unido al transportador inmovilizado en la pared del vaso.

= El fairmaco es transportado junto con su transportador desde el vaso

sanguineo directamente al tejido o a las células objetivo.

Los microtransportadores magnéticos de farmaco pueden diferenciarse en

dos categorias principales segun el origen de su recubrimiento (14):

e Celular: Eritrocitos, neutréfilos y linfocitos.
e Sintético:
- Capsular: Matriz de nanocapsulas, matriz de microcapsulas y
microcapsulas reservorias.

- Vesicular: Emulsiones y liposomas.

La utilizaciéon de microtransportadores celulares magnéticos fue sugerida
inicialmente por Zimmerman (7); en este sentido los eritrocitos pueden
comportarse como microrreservorios de un sistema de liberacion lento (16) y la

técnica preferida para su obtencion es la dialisis hipotonica (17, 18).

Las nanocédpsulas magnéticas pueden prepararse mediante la
polimerizacion del correspondiente mondmero [p.ej.: alquilcianoacrilato (19) o
glutaraldehido (20)] en presencia de las particulas magnéticas. La matriz de tipo
microcapsula magnética se prepara mediante la adicion de una mezcla acuosa
caliente de albimina (12) o almidén (21, 22), particulas de magnetita y el
farmaco, en una fase oleosa en agitacion continua, y enfriando a una temperatura
de 20 °C o inferior. El tamafio de particula puede controlarse en un intervalo
amplio, y la ultrasonicacion permite la preparacion de microcapsulas en el rango

de tamafio de 0.2 a 2 um. La preparacion de microcépsulas reservorias se realiza,




10 Capitulo 1. Introduccion

entre otros métodos, mediante coacervacion. De esta manera se obtienen
microcapsulas grandes (200 a 500 um) y las particulas magnéticas presentes en la

mezcla inicial pueden tener hasta 1.6 pm.

Las emulsiones magnéticas o/w se obtienen mediante la utilizaciéon de
magnetita en acido oleico (23) o en oleato de etilo (23-25) como fase dispersa.
Proteinas como la caseina, la albimina sérica bovina o la gelatina pueden
utilizarse como estabilizadores en la fase continua acuosa. Los liposomas
magnéticos (26, 27) se preparan mediante la evaporacion de una dispersion en
cloroformo o éter de un lipido y particulas de magnetita, y la hidratacion de la

capa lipido/magnetita con un buffer.

Los componentes magnéticos mds utilizados son el hierro, la magnetita y
la ferrita de bario, altamente dispersados. La seguridad de la magnetita y la ferrita
de bario finamente dispersadas es bien conocida (28). La toxicidad de la magnetita
ha demostrado ser muy baja [DLs en ratas: 400 mg/kg (29)] y es un material bien
tolerado por el organismo humano (30). Ademas, la magnetita recubierta de
polimero no ha provocado una toxicidad aguda o subaguda en animales de
experimentacion (29). Con respecto a su biodegradacion, se ha demostrado que si
las particulas de magnetita son muy pequeias (superparamagnéticas), €sta tendra
lugar en los lisosomas de las células del SFM generandose hierro libre, que se
unird finalmente a la ferritina y la transferrina (31). En el caso de las particulas
sintetizadas en este trabajo, con un diametro medio de 80 nm (ver mas adelante),
este proceso probablemente no degradara la cantidad total de magnetita y la
mayoria de las particulas permanecerdn en el organismo, siendo eliminadas

fundamentalmente mediante filtracion renal (31).

Los farmacos utilizados en el transporte magnéticamente controlado
pueden clasificarse segun su peso molecular en farmacos de peso molecular bajo
(inferior a 1000 Da) y, en péptidos y proteinas (superior a 1000 Da). En la Tabla 1

se indican algunos ejemplos de estudios sobre la utilizacion de
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microtransportadores magnéticos de farmaco. Los anticancerigenos que mas han
sido microencapsulados son la adriamicina (8, 32-36), la doxorrubicina (37-39) y
la plasmina (21, 22) en albimina; la dactinomicina (19) y el conjugado poli-L-
lisina-metotrexato (20) en poliglutaraldehido; la mitomicina C (40, 41) en
etilcelulosa; la metilCCNu (25) en emulsiones; y la inulina (27) en liposomas. Los
eritrocitos magnéticos también han sido utilizados para el transporte local de
acetilsalicilato para prevenir la agregacion plaquetaria (42) y, para el transporte de
diclofenaco sodico para tratar las articulaciones inflamadas doloridas (18, 43).
Entre los farmacos de elevado peso molecular en los que ha sido ensayado un
guiado magnético destacan la insulina y, otros péptidos y proteinas con posible

uso en endocrinologia (44-46).

La eficacia terapéutica de un sistema de liberacion modificada depende del
mecanismo y velocidad de liberacion del farmaco en el lugar diana. Hasta ahora,
la eficacia de los transportadores vesiculares y celulares estd limitada por
problemas relacionados con el pobre arrastre magnético, la baja estabilidad y la
rapida liberacion in vivo. A pesar de que estos sistemas de transporte desarrollan
algunas propiedades deseables como la biodegradabilidad y la no
inmunogenicidad, su ejecucion in vivo debe ser mejor estudiada. También, la
reactividad quimica y la no degradabilidad de los componentes utilizados en la
preparaciéon de algunas nanocapsulas magnéticas, parecen complicar su

aprobacion para el transporte intravascular (12).

Se ha demostrado el potencial de las microcapsulas magnéticas en el
tratamiento experimental en pacientes con carcinomas (47-52), tumor de vejiga
(53) y hepatomas (54). Las microcapsulas de albiimina magnéticas han resultado
ser eficaces en el tratamiento del sarcoma de Yoshida trasplantado en ratas (38,

55, 56).

Por otro lado, la oclusion de los vasos sanguineos de un tumor mediante
embolizaciébn permite la eliminaciéon de este sin necesidad de intervencion

quirtrgica. Entre los diferentes agentes oclusivos, se ha investigado la utilizacion
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de microparticulas magnéticas para el tratamiento de los aneurismas intracraneales
(4) y de los hipernefromas (57). Se ha demostrado que los coloides magnéticos
son superiores a otros agentes que, principalmente, obliteran los vasos sanguineos
principales y producen una circulacion colateral (58). Para alcanzar la diminuta
red vascular de los vasos sanguineos pueden utilizarse pequefias particulas, pero
¢stas pasaran mds facilmente a través de las desviaciones arteriovenosas dando
lugar a una embolizacion pulmonar o de otro tipo, indeseables (58). La
administracion magnéticamente controlada de particulas de hierro carbonilo (59),
microesferas de ferropolisacarido (58) y microcapsulas de etilcelulosa magnética
(40), representa una alternativa eficaz para confinar las particulas magnéticas en
los vasos sanguineos diana. El efecto terapéutico de los preparados coloidales para
embolizaciéon puede potenciarse mediante un calentamiento inducido de las

particulas magnéticas, para calentar selectivamente el tumor (54).

Tabla 1: Ejemplos de estudios sobre el uso de transportadores magnéticos coloidales.

Farmaco / Resultados Diana Transportador Campo Refs.
magnético / magnético
Nicleo magnético | (Gauss)
Inulina / Localizacién en Sarcoma de Liposomas / 2000 - 6000 | 26
el tumor Yoshida (rata) | Magnetita (20 %)
Azul brillante FCF / Cancer esofagico Granulos 1900 60
Localizacion en la region (conejo) bioadhesivos /
diana tras 2 horas Ferrita (50 %)
Doxorrubicina / Remision Sarcoma de Microcapsulas de 5500 38
total en el 75 % de los Yoshida (rata) albtimina /
animales Magnetita
Tumor de Microcapsulas de 3500 50, 53
Mitomicina C / Remision | vesicula VX2 etilcelulosa /
completa (conejo) Ferrita de zinc
(16 - 50 %)
Doxorrubicina / Aumento | Metastasis de Microcapsulas de 6000 61
supervivencia un 44 % | pulmén AH 7974 albumina /
(rata) Magnetita (47 %)
Hierro / Porcentaje alto de Hepatoma Microcapsulas de - 54
supervivencia (ensayo clinico) polisacarido
Hierro / Convalecencia Hipernefroma Ferrosilicona - 57
sin reacciones adversas | (ensayo clinico)
durante un afio
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En cuanto al campo magnético aplicado, se cree que posee unas
propiedades biotropicas responsables de una accidon antiinflamatoria, analgésica e
hipotensora y de unos efectos positivos sobre la homeostasis, el metabolismo y la

reparacion de los tejidos dafiados (15, 28).

El proceso de guiado magnético de este tipo de transportadores esta basado
en el equilibrio entre las fuerzas ejercidas sobre el microtransportador por el flujo
sanguineo y la fuerza de un campo magnético aplicado externamente. La

localizacién de las particulas in vitro estd determinada por la relacion entre la
fuerza (F), el gradiente del campo magnético (VB) y la imanacién de las

particulas (M ), de acuerdo con la siguiente ecuacion:

F=M-VB (1)

Cuanto mayor sea la imanacién de saturacion (M;) de las particulas, menor
sera el campo magnético precisado para la retencion del microtransportador
magnético, y mayor sera la eficacia del guiado magnético. A pesar de que el
comportamiento de las particulas magnéticas en los liquidos viene dado por
ecuaciones ferrohidrodinamicas (62), diversos factores bioldgicos pueden afectar
a las caracteristicas farmacodinamicas del transportador in vivo. En particular, el
reconocimiento de las particulas por las células del sistema reticuloendotelial
generalmente provoca la localizacion no especifica del farmaco en el higado y

otros 6rganos de este sistema.

Para el transporte magnéticamente controlado de farmaco y la
emboloterapia, el transportador magnético puede ser retenido en el érgano diana si
las fuerzas magnéticas contrarrestan las velocidades de flujo lineal de la sangre en
el tejido vascular (> 10 cm/s en las arterias, > 0.05 cm/s en los capilares) (63). Se
ha sugerido que a velocidades de flujo sanguineo arteriocapilar de 0.05 — 0.1 cm/s,
un campo magnético aplicado de 0.8 T es suficiente para permitir la localizacion

deseada del 100 % de un transportador magnético que contenga un 20 % de
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magnetita (13). Generalmente, el campo magnético es aplicado directamente sobre

el tumor o el tejido diana durante al menos 10 minutos.

Las microcapsulas magnéticas también permiten el transporte ritmico de
péptidos mediante el control de la difusion desde el transportador. El desarrollo de
microcapsulas para la liberacion controlada de moléculas grandes (Mg > 1000 Da)
es aun un objetivo primordial en el transporte de farmacos. Se ha demostrado que
la velocidad de liberacion puede incrementarse mas de 30 veces mediante
sistemas poliméricos de farmaco que contienen nanoparticulas magnéticas
expuestas a un campo magnético externo oscilatorio (44). El mecanismo puede
implicar el desplazamiento de las cadenas poliméricas con (45), o sin (46) la

entrada de agua, la cual induce una mayor disolucion del farmaco.

Diversos factores influyen en la distribucion tisular de este tipo de
transportadores (64, 65). Pardmetros como el tamafio, que afecta a la
biodistribucion de transportadores de farmaco no magnéticos, influyen igualmente
en el guiado de transportadores magnéticos. El tamafio parece ser un factor critico
en la localizacion de las microcapsulas magnéticas de 3 um en el pulmon, y la
distribucion de las particulas de 1 um en el higado, el bazo y los rifiones no se ve
afectada por la intensidad del campo magnético (66). Otros estudios (40, 67)
sugieren que los transportadores magnéticos pueden ser dirigidos mediante

campos magnéticos inferiores a 0.8 T.

Otra forma de incrementar la respuesta magnética es aumentar el
contenido magnético de las microcapsulas. Sin embargo, esta aproximacion esta
limitada por la reduccion proporcional en contenido de farmaco (32) y, en el caso
de los eritrocitos y otras células sanguineas, por la resistencia al shock osmético y

la turbulencia (43).

La evaluacion experimental de la distribucion tisular de este tipo de

transportadores ha sido fundamentalmente documentada mediante la utilizacion
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de microcapsulas de albumina que contienen en torno a un 20 % de particulas de
magnetita (63). Por ejemplo, comparado con la disoluciéon de adriamicina de
administracion intravenosa, se ha demostrado que la administracion intrarterial de
un 1 % de la dosis normal de este firmaco mediante microcapsulas magnéticas de
albimina en presencia de un campo de 0.8 T logra la misma concentracion de
farmaco en el lugar diana (67). A excepcion de los polimeros bioadhesivos y de
las microcapsulas de etilcelulosa, todos los experimentos han sido realizados con
campos externos inferiores a 0.4 T y se han observado diferentes perfiles
farmacocinéticos y de distribucion segtin el tamafio de particula, el tipo de campo

magnético y la profundidad y permeabilidad del lugar diana (63, 68).

Se ha demostrado que se puede lograr un incremento de entre 8 y 25 veces
en la concentracion de farmaco en el tejido diana con un tercio de la dosis
convencional administrada. Sin embargo, el uso de transportadores magnéticos
estd restringido por la necesidad de un campo magnético (con intensidad de
campo apropiada, gradientes de campo constantes y con la geometria adecuada), y

por las dificultades propias del acceso al lugar diana (63, 69).

1.2. CONTRIBUCION DEL TRABAJO PROPUESTO.

En el ambito de la Tecnologia de los Transportadores Magnéticos, la
contribucion esencial de este trabajo es el disefio de un sistema de liberacion
controlada constituido por un nicleo magnético y un recubrimiento polimérico
biodegradable, que permita el transporte magnéticamente controlado de un
farmaco anticancerigeno hasta el 6rgano diana de interés. En principio, usando
este tipo de sistemas se minimizaran las reacciones adversas derivadas de la
distribucion sistémica y de la baja especificidad del farmaco, y se precisaran dosis
inferiores para lograr el mismo efecto terapéutico. Este campo de investigacion es
amplio y estd en rapido crecimiento, por lo que un trabajo como el que

proponemos ha de centrarse en algunos aspectos concretos del mismo.
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Especificamente, creemos que nuestra investigacion podria contribuir en los

siguientes aspectos:

» Sintesis y estudio morfoldgico de las particulas compuestas de ntcleo
magnético (magnetita) y recubrimiento polimérico biodegradable

[poli(etil-2-cianoacrilato), PE-2-CA].

» Determinacion de la estructura, composicion quimica y propiedades
magnéticas de este tipo de particulas, y caracterizacion eléctrica y

termodindmica superficial de las mismas.
» Analisis de la capacidad de las particulas poliméricas y compuestas

como transportadores de farmaco, en concreto del antineoplasico

5-fluorouracilo.

1.3. OBJETIVOS.

En este trabajo de investigacion pretendemos alcanzar los siguientes

objetivos:

1. Sintesis de particulas compuestas de un nticleo magnético (magnetita)
y un recubrimiento polimérico biodegradable (PE-2-CA). Nos
basaremos en el método de polimerizacion en emulsion utilizado
previamente en la obtencion del polimero. Se investigaran la forma,
tamafio, propiedades magnéticas, composicién quimica y estructura, de
las particulas sintetizadas. Se analizaran las condiciones (proporcion
monomero:magnetita) en las que se obtenga el mejor recubrimiento, la

maxima homogeneidad de tamafio y una redispersabilidad adecuada.
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2. Estudio comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de las
particulas compuestas con las de sus componentes, magnetita y
PE-2-CA, mediante electroforesis. Estudio de la estabilidad de las

propiedades eléctricas superficiales.

3. Andlisis comparativo de las propiedades termodindmicas superficiales
de los tres tipos de particulas, mediante la determinacion del angulo de
contacto de liquidos seleccionados. Uso de modelos tedricos para
evaluar  dichas propiedades. Estudio de la  naturaleza
hidrofila/hidrofoba de las particulas, e investigacion del mecanismo de

formacion del revestimiento polimérico de los nicleos magnéticos.

4. Estudio de la influencia de las condiciones de manipulacion y
conservacion (concentracion, pH, temperatura y exposicion a la luz
ambiental) de las disoluciones de 5-fluorouracilo sobre su estabilidad
y su perfil espectrofotométrico. Determinacion del coeficiente de

absorcién molar del antineoplasico.

5. Disefio de una metodologia reproducible de determinaciéon de la
incorporacion de farmaco en nuestros materiales, basada en técnicas

espectrofotométricas.

6. Determinacion de la capacidad de incorporacion de 5-fluorouracilo por
las particulas poliméricas mediante medidas espectrofotométricas y de
movilidad electroforética. Analisis de la contribucion de la superficie y
de la matriz polimérica a esta captacion de farmaco. Estudio de la
influencia de las condiciones de polimerizacién (concentracion de
farmaco, HCI, agentes estabilizantes y mondémero) sobre la capacidad

de vehiculizacion y las caracteristicas de las suspensiones obtenidas.
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7. Analisis de la incorporacion de 5-fluorouracilo bajo las condiciones
Optimas de sintesis por las particulas poliméricas y compuestas.

Estudio comparativo con otros sistemas transportadores.
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2.1. SINTESIS Y ESTUDIO MORFOLOGICO.

2.1.1. Magnetita.

a) Metodologia de la sintesis.

La magnetita (Fe’*Fe;'0,) es uno de los 6xidos mas abundantes y

extendidos. Se ha encontrado en diversos entornos geoldgicos y en algunos
depositos en cantidad suficiente como para constituir un mineral de hierro
importante (70). En organismos vivos como las abejas, los delfines, las palomas o
los microorganismos se han encontrado pequefios dominios individuales

ferromagnéticos (31).

Los procedimientos de sintesis desarrollados para la preparacion de

magnetita pueden clasificarse principalmente en tres categorias (71):

e Mc¢étodos secos: generalmente deben realizarse a altas temperaturas (de

200 °C a 1500 °C).

- Oxidaciéon de hierro metdlico por oxigeno u otros agentes
oxidantes.
- Desproporcion de 6xido ferroso.

- Descomposicion de diferentes sales férricas o ferrosas.

e Envejecimiento de mezclas estequiométricas de hidroxidos férricos y

ferrosos en medio acuoso.

e Oxidacion parcial de suspensiones acuosas de hidroxido ferroso con

diferentes agentes oxidantes.
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En nuestro trabajo vamos a seguir el método desarrollado por Sugimoto y
Matijevi¢c (71) que permite la obtencién de particulas de magnetita de
morfologia bien definida y distribucion estrecha de tamafios, segin las
condiciones de reaccion utilizadas. Esta técnica se basa en la precipitacion de
hidréxido ferroso amorfo y posterior envejecimiento del gel acuoso a 90 °C

en presencia de ion nitrato, dando lugar a la formaciéon de magnetita.

En nuestro proceso de sintesis quedan claramente definidas cuatro

etapas:

1. Preparacion del gel de hidroxido ferroso.

Para su formacién partimos de una disolucion constituida por 2.5 mL de
KOH 5 M (KOH para analisis, Merck, Alemania), 25 mL de KNO; 2 M (KNO;
para andlisis, Merck, Alemania) y 216 mL de agua (agua ultrapura obtenida del
dispositivo Milli-Q Academic, MILLIPORE). Para garantizar la formacion
exclusiva de hidroxido ferroso purgamos el agua empleada durante 15 minutos
con nitrogeno para expulsar el oxigeno disuelto. Por otro lado, se prepard una
disolucion 1 M de FeSOs, utilizando para ello 100 mL de agua ultrapura purgada
previamente con N, durante 15 minutos, 27.8 g de FeSO4H,O (FeSO4H,O
purisimo, Panreac Quimica, S. A., Espafa), cuya deshidratacion se fuerza
inicialmente con 0.1 mL de H,SO4 1:1 en agua (H2SO4 96 % purisimo, Panreac,

S. A., Espana).

Ambas disoluciones se mantuvieron durante 2 horas bajo una corriente de
N, para eliminar el O, disuelto. Una vez transcurrido este periodo se tomaron 6.5
mL de la disolucion de FeSO, 1 M y se afiadieron a la otra disolucion,
observandose la formacion inmediata del gel de hidréxido ferroso Fe(OH), de
color verde oscuro. Antes de pasar a la siguiente etapa, a este gel se le hizo pasar
de nuevo una corriente de N, durante 10 minutos. Con el desplazamiento del O,
disuelto por el N,, pretendemos evitar la formacion de goetita [FeO(OH)] como

subproducto de la reaccion.
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2. Envejecimiento del gel.

Esta fase se llevo a cabo en un bafio de aceite (Memmert, Alemania)
precalentado a 90 °C + 1 °C. El periodo de envejecimiento fue de 4 horas y tras su

finalizacion se detuvo la reaccion en frio.

3. Limpieza de la suspension y separacion de las particulas no deseadas.

La separacion de las particulas de magnetita de las de goetita se puede
realizar mediante ultrasonidos, sedimentacion diferencial o mediante el uso de un
iman permanente. En nuestra rutina de limpieza, tanto la eliminacion de los iones
no deseados producto de la sintesis, como la separacion de las particulas de
magnetita y de goetita se realizan al mismo tiempo. La técnica consiste en la
repeticion sucesiva de las siguientes operaciones: agitacion manual de la
suspension, redispersion en un bafio de ultrasonidos durante 5 minutos (Ultrasons,
J. P. Selecta, S. A.), sedimentacién sobre iman permanente de 0.42 T, extraccion

del sobrenadante y sustitucién con agua ultrapura.

Los primeros sobrenadantes obtenidos son de color amarillo verdoso (o
amarillo anaranjado); este color nos revela la presencia de goetita que no ha sido
atraida por el imén ya que posee baja susceptibilidad magnética. Es importante
tener en cuenta que en la sedimentacion magnética hay que dejar el tiempo
suficiente para que todas las particulas de magnetita sedimenten, incluso las mas
pequefias. Este proceso de limpieza fue controlado midiendo la conductividad del
sobrenadante con un conductimetro digital (Conductimeter 525, Crison) y se
consider6 finalizado cuando la conductividad eléctrica del sobrenadante era

inferior a 2 uS/cm.
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4. Secado y almacenamiento de las particulas.

Una vez que la suspension esta limpia, procedimos a secar las particulas
para su almacenamiento. El secado se realizd en una estufa con circulacion
forzada de aire (Digitronic, J. P. Selecta, S. A.) a 60 °C. Las particulas secas se
almacenaron en recipientes de polietileno y, posteriormente, se mantuvieron en un
desecador para evitar la exposicion de las particulas a la humedad. De esta manera
evitamos en lo posible la facil oxidacion de la magnetita de tamaiio coloidal en el

aire o en suspension neutra o alcalina por quimisorcion de oxigeno.

b) Aspectos fisicos y quimicos de la reaccion.

La complejidad de las reacciones y la sensibilidad a las condiciones
experimentales de los procesos de precipitacion y recristalizacion en los que estan
implicados los oxihidroxidos férricos y la magnetita, hacen necesario un analisis
pormenorizado de esta sintesis. Esta sensibilidad es debida en parte a la
hidrolizabilidad extrema del 16n férrico, particularmente a altas temperaturas, y a
la variedad de complejos de este cation con diferentes aniones. Ademas, no
deberia sorprender que la corrosion y el endurecimiento puedan producirse por
muchos caminos alternativos, dando lugar a numerosos productos de diversa

conformacion, morfologia y dispersidad.

% Aspectos fisicos.

Respecto a la morfologia, bajo nuestras condiciones de sintesis (exceso de
Fe") se produce la formacion de particulas esféricas como consecuencia de un
mecanismo de coagulacion. Las particulas muy pequenias nucleadas en el gel de
Fe(OH),, primero se agregan y por un mecanismo de contacto/recristalizacion dan
lugar a las particulas de mayor tamafio. La adiciéon de nuevas particulas a las
esferas ya cristalizadas provocara la continuacion del crecimiento. Si la reaccion

hubiera tenido lugar bajo un exceso de OH™ se habrian obtenido particulas ctiibicas
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con una constitucion bien definida, lo que sugeriria un mecanismo de crecimiento

cristalino directo.

La coagulacion de las primeras particulas de magnetita resulta de las
fuerzas magnéticas y de Van der Waals bajo condiciones de repulsion débil. En
presencia de exceso de especies ferrosas (Fe®"), la repulsion electrostatica entre
las particulas de pequeiio tamafio es pequeia o despreciable y, en consecuencia, se

espera la facil coagulacion de las particulas iniciales muy pequenas.

La uniformidad de las esferas de magnetita obtenidas puede entenderse si
consideramos el papel del Fe(OH); en el proceso de cristalizacion. Parece que las
primeras particulas generadas se acumulan (en su formacion) en la superficie de
las plaquetas de Fe(OH),, donde se agregan y recristalizan. Las particulas de
magnetita de mayor tamafo quedan atrapadas en el gel y crecen mediante la
atraccion de las particulas pequefias, recién generadas, que las rodean. Cuando
dejan de existir pequenas particulas en las proximidades de las particulas grandes,
¢éstas dejan de crecer. En su lugar, se formardn nuevas particulas donde se
localicen clusters de unidades finamente dispersadas. Ademds, al agotarse la
cantidad de gel Fe(OH),, no podréd realizarse més nucleacién o agregacion de
magnetita. Por lo tanto, los sélidos mas uniformes se obtendran en medios
estabilizados y, cualquier agitacion podra afectar la agregacion de las particulas y,

consecuentemente, la distribucion de tamarios final.

El exceso de concentracion de Fe®" afecta al didmetro modal, a la
distribucion de tamafios y a la rugosidad superficial de las particulas de magnetita
finales. En sistemas donde hay un exceso de Fe", la distribucion final de tamafios
es bastante estrecha a pesar de que hay un cambio bastante dramético en el
diametro modal por encima de un intervalo de concentracion muy pequeio de
exceso de FeSO,. Este cambio esta asociado con una variacion igualmente intensa
en el pH por encima de las mismas condiciones establecidas. Este marcado
incremento de pH por encima del punto isoeléctrico provocara la carga de las

particulas iniciales de magnetita, ademas de prevenir su agregacion.
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El cambio en el tamafio de particula y el ensanchamiento de la distribucion
de tamafios que ocurre al aumentar la concentracion en exceso de Fe**, es debido
a la competencia entre el crecimiento de las particulas provocado por la adhesion
de las particulas iniciales de magnetita a los agregados ya formados y la
agregacion de las particulas ya crecidas. A excesos muy pequefios de soluto Fe*”,
COmo €s nuestro caso ([Fe+2]exceso = 0.001 M), las particulas grandes de varias
distribuciones de tamafio se forman unicamente mediante un crecimiento rapido
de adhesion como el ya descrito. De esta forma, se consigue una reduccion del
tamafo de particula y de su distribucion, una morfologia esférica, un aumento de
la velocidad de conversion del gel de Fe(OH), y la generacion de menos goetita.
A mayor concentracion de Fe’', la velocidad de formacion de magnetita se
ralentiza y podra producirse el crecimiento simultdneo de las agrupaciones mas
pequeiias, dando lugar a particulas mas grandes mediante adhesion y coagulacion,
particularmente en vista de la mayor fuerza idnica del medio. Esto justifica el
ensanchamiento de la distribucion de tamafios y el incremento de la rugosidad

superficial de las particulas de magnetita finales.

En cuanto al color, el Fe(OH), (originalmente blanco) se vuelve verde
cuando adsorbe incluso una pequefia cantidad de O,. Esto es lo que observamos
en nuestra sintesis a pesar de haber purgado las disoluciones con N, y, por lo
tanto, cabia la posibilidad de formacion de goetita, como asi ocurridé. Ademas, a
temperatura ambiente el color del gel cambia al afladirse KNOj: ante un exceso de
FeSO,4, como es nuestro caso, el solido se vuelve verde oscuro.

R

¢ Aspectos quimicos.

A continuacion, mostramos un resumen de las reacciones, incluyendo los
pasos intermedios, para la oxidacion de Fe(OH), a magnetita mediante las

interacciones con NO;™ (71):
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3 Fe(OH),; + NO3” — Fe;04 + NO; + 3 H,O
3 Fe(OH); + 2 NO;” — Fe;04 + 2 NO + 2 H,O +2 OH
15 Fe(OH); + 2 NO — 5 Fe;O4 + 2 NH;3 + 12 H,O

. . .y + . 7 .
y para la correspondiente oxidacion de Fe?" en disolucion a magnetita:

3 Fe’* + NO5 + 3 H,O —> Fe;04 + NO, + 6 HY
3Fe? +2NO, +2 H,0 —> Fe;0, +2NO + 4 H'
15 Fe*" + 2NO + 18 H,0 — 5 Fe;04 + 2 NH; + 30 H'

La velocidad de formacion de la magnetita también se ve afectada por la
concentracion de KNO; en la mezcla. Una concentracion inferior a 10" M
ralentiza el crecimiento, mientras que una concentracion superior no acelera
significativamente el proceso. De esta manera, se evita la formacion de particulas
de gran tamafio. El KNOj; se reduce a amoniaco por el Fe(OH),, y de esta manera
controla la reaccion porque, de agotarse, no habria ninguna especie que se
redujera en la reaccion redox. Sin embargo, el Fe(OH), en disoluciones neutras o
débilmente alcalinas es incapaz de reducir nitratos a nitritos, pero esta reduccion
puede producirse con la cooperacion de oxigeno. De esta manera, el Fe(OH),
activo estd en forma de peroxihidréxido ferroso (Fig. 1) mediante la absorcion de

oxigeno.

Fe(OH) ,

I
|-

Fig. 1: Representacion del peroxihidroxido ferroso.

El nitrito producido mediante la reduccion de nitrato contintia su reduccién
a amoniaco por el Fe(OH), hidratado. Mientras tanto, el oxigeno liberado en la

reaccion del peroxihidroxido ferroso con nitrato puede reaccionar de nuevo con
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Fe(OH),. Por lo tanto, una pequefia cantidad de oxigeno juega el papel de
catalizador en la iniciacion y mantenimiento del proceso redox. El proceso de
cristalizacion que da lugar a magnetita debe implicar la oxidacion de los iones
Fe*". Durante el periodo de tiempo en el que cristaliza la mayor parte de la
magnetita, el pH se mantiene esencialmente constante o se reduce ligeramente.
Simultadneamente, la cantidad de gel contintia decreciendo. Ademas, el hierro que
constituye la magnetita debe generarse principalmente a partir del gel Fe(OH)s,.
En el transcurso del proceso, el sistema entero estd supersaturado con respecto a
magnetita, pero poco saturado con respecto a Fe(OH),. Este ultimo contintia
disolviéndose y como consecuencia se mantiene un cuasiequilibrio provocando la
casi constancia del pH. Una vez que la mayor parte del Fe(OH); se ha disuelto, el
hierro necesario para el posterior incremento en el contenido de magnetita debe

ser aportado por solutos complejos. Esto podra provocar un descenso del pH.

Un medio fuertemente oxidante (KNOs; + O,) provocaré la precipitacion
simultanea de magnetita y goetita [FeO(OH)]; esta es la razéon de que intentemos
la eliminacién del O, disuelto mediante purgado con N, para buscar la formacion
exclusiva de magnetita. Todos los factores que impidan la disolucion del gel,
también reduciran la fraccion de goetita en los solidos recristalizados, excepto en
un medio fuertemente alcalino donde la goetita se genera de forma rapida y
exclusiva. La goetita acicular se genera principalmente en aquellos sistemas que

sufren una hidrolisis lenta.

¢) Forma y tamafo.

Las condiciones establecidas para la sintesis de magnetita discutidas
anteriormente, nos permiten predecir la forma esférica de las particulas de
magnetita y el pequeio tamafio de éstas (del orden de nanometros). Esto se
confirma al observar las fotografias de microscopia electronica de transmision
(TEM) obtenidas en el Centro de Instrumentacion Cientifica de la UGR, que
presentamos en la Fig. 2a. Antes de su observacion, una suspension diluida de las

particulas [en torno al 0.1 % (p/v)] fue sonicada durante 5 minutos y se
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depositaron unas gotas en rejillas de cobre con pelicula de formvar. A
continuacion, se secaron a 40 °C en un horno de conveccion. A pesar de las

condiciones de la sintesis, se produjo la formacion de goetita acicular (Fig. 2b)

como subproducto.

— .’_. —

Fig. 2: Microfotografia electronica de transmision de: a) magnetita, y b) goetita.

Longitud de barras: 200 nm (a) y 100 nm (b).

En cuanto al tamafio, se realizaron medidas sobre 100 particulas de
magnetita para obtener el histograma de la Fig. 3. Su didmetro medio y

desviacion tipica se obtuvieron ajustando al histograma una distribucion

logaritmica. El resultado obtenido fue Epz 80 =25 nm.

Como puede observarse, existe cierta polidispersion en la distribucion de
tamafios que pudiera ser debida a una leve agitacion en la manipulacion durante la
sintesis. A pesar de todo, hemos obtenido particulas de moderada monodispersion,

si se tiene en cuenta la complejidad de la sintesis.
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Fig. 3: Histograma de frecuencias relativas de diametros de las particulas de magnetita

obtenidas. La curva corresponde a una distribucion logaritmica ajustada.

2.1.2. Poli(etil-2-cianoacrilato).

a) Aspectos generales de la sintesis.

El  poli(etil-2-cianoacrilato)  pertenece a la familia de los
poli(alquilcianoacrilatos), de gran interés por la elevada reactividad de sus
mondmeros, capaces de polimerizar facilmente en varios medios, incluida el agua.
Entre sus multiples aplicaciones destaca su uso como adhesivo quirtrgico y como
sistema coloidal de transporte controlado de farmaco. Incluso se ha realizado un
ensayo clinico en fase I en 21 pacientes con tumor refractario utilizando

nanoparticulas de poli(isohexilcianoacrilato) cargadas con doxorrubicina (72).

Su aplicacion en el caso concreto del disefio de vehiculos de farmaco se
debe a su capacidad, ya mencionada, de polimerizar en medio acuoso (de gran
interés para propodsitos farmacéuticos), a sus propiedades mecanicas, a su

biocompatibilidad y compatibilidad con farmacos, a su permeabilidad, a ser un
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polimero biodegradable (lo cual es preciso para la administracién parenteral) y a
que su amplio uso como adhesivo quirurgico en humanos constituye una garantia
de baja toxicidad (73, 74). A pesar de que existe cierta controversia sobre su
absorcion oral, esta familia ha sido utilizada en el transporte de una amplia gama
de farmacos (75-79), constituyendo incluso una alternativa a los transportadores

virales en la terapia génica.

Una de las aplicaciones terapéuticas mas prometedoras es el tratamiento
del cancer, donde incrementan la eficacia terapéutica como consecuencia de su
capacidad in vitro para revertir la resistencia celular tumoral in vitro a
anticancerigenos  (80-82). Su toxicidad, aunque baja [DLsy del
poli(isobutilcianoacrilato) (PIBCA) en ratas: 242 mg/Kg; DLsy del
poli(isohexilcianoacrilato) (PIHCA) en ratas: 585 mg/Kg (19, 83)], puede ser
importante debido a su répida velocidad de degradacion comparado con otros
polimeros utilizados en el transporte de fArmacos, como la poli(lactida) (PLA) y
sus copolimeros con la glicolida (PLA/GA), los cuales presentan una degradacion
in vivo relativamente lenta. Ademas, sus productos de degradacion pueden ser
mas toxicos que los del PLA y PLA/GA. Sin embargo, en el caso de la
administracion de dosis multiples (tratamientos cronicos), el uso de
transportadores de cianoacrilato de rapida degradacion parece mas adecuada para

evitar la sobrecarga celular con poliésteres de degradacion lenta (84).

La obtencién de cada uno de los polimeros de esta familia se logra
mediante polimerizacion del mondémero correspondiente. Los mondémeros
presentan la estructura quimica de un éster del acido cianoacrilico con diferentes
cadenas laterales alquilicas que van desde el metil al decil. El método general de
sintesis de los mondmeros fue descrito por Leonard y cols. (85) obteniéndose
purezas medias del 98.5 % o mas. Sin embargo, es muy dificil manejar el
monoémero en forma pura, se precisa un estabilizador acido (SO,, acido sulfonico,
etc.) o eliminadores (scavengers) de radicales libres (hidroquinona) para prevenir

la polimerizacion espontanea cuando estan congelados.
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Empleando condiciones apropiadas de polimerizacion, podemos obtener
nanoparticulas de polimero. Las nanoparticulas pueden definirse como sistemas
coloidales submicronicos generalmente constituidos por polimeros sintéticos o
naturales. Segun la estructura morfologica, podemos clasificarlas en nanosferas o
nanocapsulas. Las nanosferas son sistemas matriciales en los que el farmaco se
dispersa completamente en la particula o se adsorbe en la superficie; las
nanocépsulas son sistemas vesiculares en los que el firmaco estd confinado en una

cavidad rodeada por una tnica capa polimérica (86).

Las  nanosferas se  preparan mediante un  proceso  de
emulsion/polimerizacion, en el que gotas de mondémero insoluble en agua se
emulsionan en fase acuosa (87, 88). El mecanismo de polimerizacion es un
proceso anionico iniciado por bases covalentes presentes en el medio de
polimerizacién (p.ej.: iones OH derivados de la disociacion del agua). La
reaccion se produce en micelas tras la difusion de moléculas de monomero a
través de la fase acuosa. El pH del medio determina la velocidad de
polimerizacion y la adsorcidon de farmaco cuando este tltimo es ionizable (87). El
farmaco puede combinarse con las nanoparticulas tras la disoluciéon en el medio
de polimerizacion, antes de la introduccion del mondémero o después de su
polimerizacion. El tamano de las particulas es de 200 nm aproximadamente, pero
puede reducirse a 30 — 40 nm empleando tensioactivos no i6nicos en el medio de

polimerizacién (89) o anadiendo SO, al monémero (90).

La preparacion de las nanocépsulas (91) consiste en la solubilizacion del
monoémero en una fase alcoholica que contiene un aceite, para luego realizar una
dispersion en una fase acuosa que contenga tensioactivo. En contacto con el agua,
la fase alcoholica difunde y favorece la formacion de una emulsion o/w muy fina.
El monémero, insoluble en agua, polimeriza en la zona interfacial, formando un

muro polimérico.




Capitulo 2. Sintesis y caracterizacion de particulas compuestas 33

b) Metodologia.

Aunque con ligeras diferencias, la mayoria de los autores han empleado el
método de polimerizacion en emulsion para la sintesis de esferas coloidales de
poli(etil-2-cianoacrilato). La técnica implica la polimerizacion del monémero en
una solucién acuosa, de principio activo en la mayoria de los casos. Las
nanoparticulas se prepararon a partir del mondémero correspondiente
(etil-2-cianoacrilato, Loctite Espana, S. A.), siguiendo el método de Couvreur y

cols. (87).

La adicion del monémero [1 % (p/v)] se realizd de forma progresiva, bajo
agitacion mecanica (1000 rpm), en 50 mL de un medio de polimerizacion 2-10° N
de HCI. Para garantizar la completa polimerizacion del monomero establecimos
un tiempo de polimerizacion de 3 horas (seguido por la mayoria de los autores),
tras el cual se procedid a la neutralizacion del medio con 1 mL de una disolucion
10" N de KOH para finalizar la polimerizacion. Se obtuvo una suspension
blanquecina que fue sometida a un proceso de limpieza en el que se realizaban
repetidos ciclos de centrifugacion a 2000 rpm durante 20 minutos (centrifugadora
de alta velocidad Centrikon T-124, Kontron, Francia) y redispersion en agua
ultrapura, y finalmente serum replacement en una célula de filtracion bajo
agitacion con una membrana de un tamafio de poro de 16 um. Para asegurar que la
suspension estaba suficientemente limpia, se midi6 la conductividad del

sobrenadante.

Las particulas de polimero se secaron a 35 °C en una estufa con circulacion
forzada de aire (Digitronic, J. P. Selecta, S. A.) En el proceso de secado se
observo la formacion de una ldmina compacta de polimero, atribuible al caracter
adhesivo de éste, que da lugar a la agregacion de las particulas poliméricas; esto
volvera a observarse en las particulas compuestas. Finalmente, el almacenamiento

se realiz6 en recipientes de polietileno conservados en un desecador.
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c)

Analisis de la reaccion de sintesis.

En el proceso de sintesis se pueden diferenciar claramente 3 fases:

1.

Polimerizacion.

Puede realizarse mediante el mecanismo del radical libre (92) y mediante

el mecanismo anidnico/anfétero (93-95), cuyos esquemas se recogen en la Fig. 4.

a)

b)

Mecanismo de polimerizacion de radical libre: estd determinado por
una alta energia de activacion (125 KlJ/mol). Se trata de una
polimerizacion muy lenta, cuya velocidad de reaccion depende

fuertemente de la temperatura y de la cantidad de radicales libres.

Mecanismo de polimerizacion anidnica/anfotera: tiene mayor interés
por ser mas rapido y facil de realizar, ademas de ser apropiado para las
aplicaciones biomédicas. Incluso bases muy débiles como los iones
OH’ derivados de la disociacion del agua son capaces de iniciarla. Los
iniciadores clésicos son compuestos i6nicos (I, CH;COO", Br, OH,
etc.) pero también los compuestos nucleofilicos pueden iniciarla (bases
terciarias: piridina, fosfina). Presumiblemente estos generan
zwitteriones (ion hibrido con carga negativa y positiva), mas que
especies iOnicas cargadas capaces de realizar una propagacion
anidnica. En nuestro caso, los iones OH" de la disociacion del agua son
los encargados de actuar como iniciadores de la reaccién de

polimerizacion.
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Fig. 4: Representacion esquematica de los posibles mecanismos de polimerizacion del
mondmero alquilcianoacrilato: anidnico, anfétero y de radical libre. A™: anion; Nu®:

nucleofilo; R®: radical libre.

2. Propagacion.

Se produce tras la formacion de carbaniones capaces de reaccionar con

otra molécula de mondmero. De esta manera se forman cadenas poliméricas vivas.

3. Terminacion.

La presencia de un cation provoca el final de la polimerizacion. Soélo los
acidos fuertes son capaces de finalizar la polimerizacion. Sin embargo, el agua
7 . . ;e . +
también es capaz de finalizarla mediante el &4cido conjugado H;O'. La

polimerizacion anidnica da lugar a una sal polimérica del cation responsable de la
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terminacion. La terminacion de una polimerizacion anfotera generalmente se
produce por la formacion de enlaces intramoleculares que provocan la duplicacion
de la longitud de la cadena polimérica. El zwitterion parece ser estable e
insensible a los terminadores anionicos de las cadenas (como H,O; y CO,), dando

lugar a la formacion de polimeros de elevado peso molecular.

d) Forma y tamafio.

La observacion de la fotografia de microscopia electronica de transmision
(T.E.M.) que presentamos en la Fig. 5 nos permite identificar la morfologia de las

particulas como esférica.

Fig. 5: Microfotografia electronica de transmision de poli(etil-2-cianoacrilato).

Longitud de barra: 500 nm.

Como puede observarse, existe cierta polidispersion en la distribucion de
tamafios y, lo que es mas llamativo, la presencia de una especie de “puente”
polimérico que atribuimos al cardcter adhesivo del polimero y que,
probablemente, se produce al secar la muestra sobre la rejilla de cobre del

portamuestras.
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Respecto al tamafio, se realizaron medidas sobre 100 particulas de
polimero para obtener el histograma de la Fig. 6. Como antes, el diametro medio y

su desviacion tipica se obtuvieron ajustando al histograma una distribucion

logaritmica. El resultado obtenido fue Ep= 300 £ 50 nm.
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Fig. 6: Histograma de frecuencias relativas de didmetros de las particulas obtenidas de

poli(etil-2-cianoacrilato). La curva corresponde a una distribucion logaritmica.

2.1.3. Particulas compuestas.

Ya hemos comentado el gran interés que ha despertado la Tecnologia de
Transportadores Magnéticos desde su comienzo en la década de 1940. La
aplicacion de los miembros de la familia de los poli(alquilcianoacrilatos) como
recubrimiento polimérico de ntcleos magnéticos ya ha suscitado interés cientifico
(19), observandose que la incorporacion de magnetita al polimero no modifica la
toxicidad de este ultimo (DLsy Fe;O4/PIBCA en ratas: 245 mg/Kg). Pretendemos

desarrollar la sintesis de particulas de magnetita con recubrimiento de poli(etil-2-
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cianoacrilato), asi como la identificacion de las condiciones Optimas para la

realizacion de este proceso.

a) Metodologia de la sintesis.

El método de sintesis que proponemos (96), esta basado en las condiciones
utilizadas en la sintesis de nanosferas de polimero (método de polimerizacion en
emulsion). En definitiva, se trata de realizar la polimerizacion del mondémero bajo
idénticas condiciones a las descritas anteriormente, pero en un medio de
polimerizacion en el que se encuentran los nucleos magnéticos. De esta manera
pretendemos que la polimerizacion del mondémero en presencia de magnetita
provoque el recubrimiento de ésta, aunque es obvio que también se puede

producir la formacion de polimero independiente.

El proceso de sintesis comienza con la adicién de un 1 % (p/v) de
monomero, de forma progresiva y bajo agitacion mecanica (1000 rpm), a 50 mL
de un medio de polimerizacioén con un 0.75 % (p/v) de suspension de magnetita en
una solucién 2:107 N de HCL. Tras la polimerizacién del mondémero (3 horas), se
realiz la neutralizacion del medio con 1 mL de una disoluciéon de KOH 107 N
para finalizar la polimerizacion. La rutina de limpieza descrita para los nucleos
magnéticos también se utilizd con las particulas compuestas, considerandose la
limpieza total del sistema cuando el sobrenadante dejaba de ser blanquecino (color
debido a las particulas poliméricas no magnéticas) y cuando la conductividad del
sobrenadante (menos de 2 uS/cm) nos hacia ver que la suspension estaba libre de
restos quimicos necesarios para la finalizacion del proceso. El secado y
almacenamiento fueron idénticos a los descritos para las particulas de polimero.
Al igual que con las nanosferas poliméricas se observé la formacion de una capa

compacta tras la desecacion, debida al caracter adhesivo del polimero.

Para optimizar las condiciones de la sintesis (96), se obtuvieron particulas

compuestas con diferentes proporciones de monomero:magnetita (desde 1:4 a
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4:1), determinandose en los cuatro casos el efecto de la cantidad de mondémero

sobre el nimero de niicleos magnéticos recubiertos y el grosor del recubrimiento.

b) Forma y tamafio.

La secuencia de microfotografias de la Fig. 7 nos permite realizar un
analisis cualitativo del efecto de la variacion de las cantidades relativas de
mondmero y magnetita en el medio de dispersion sobre la estructura de las
particulas. La Fig. 7a presenta las particulas sintetizadas cuando la proporcion de
peso inicial es de 4:3 [la Fig. 7b es un detalle de la muestra 7a, obtenida mediante
microscopia electrénica de transmision de alta resolucion (H.R.T.E.M.)]. Estas
son las particulas utilizadas en el resto del estudio; su didmetro medio es de 130 +
20 nm y la microfotografia muestra claramente que las particulas de magnetita
estan recubiertas por una capa polimérica de unos 25 nm de grosor. La Fig. 7¢
corresponde al caso en que la proporcion de mondmero es baja (1:4); en estas
condiciones, como mucho se obtiene una capa muy fina de polimero
principalmente localizada en las regiones de contacto entre las particulas, aunque
bastante magnetita parece no estar recubierta en absoluto. Por el contrario, cuando
la cantidad de mondmero esta en exceso respecto a la de magnetita (4:2 y 4:1), y
todas las particulas aparecen recubiertas, la apariencia del sistema compuesto es la

de una gran matriz polimérica con particulas de magnetita embebidas (Fig. 7d).

En la Tabla 2 presentamos las cantidades relativas de polimero unido a
magnetita (masa de polimero por unidad de masa de magnetita), el grosor del
recubrimiento y las caracteristicas de redispersabilidad de las particulas
compuestas obtenidas para cantidades relativas iniciales de monomero y
magnetita. En los casos 1:4 y 4:1 no se puede apreciar el recubrimiento. En el
primero, por la pequefia cantidad de polimero presente. En el segundo por su

exceso, que impide observar las particulas individuales.
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Fig. 7: Microfotografia electronica de transmision de las particulas compuestas.

Proporcion de peso inicial de monomero:magnetita de: 4:3 (ay b), 1:4 (c) y 4:1 (d).

Longitud de barras: 200 nm (a), 100 nm (b y ¢) y 2 um (d).

En la Tabla 2, la cantidad de polimero unido a las particulas se obtuvo por
diferencia de pesada entre las particulas de magnetita recubiertas y las particulas
de magnetita desnudas; el grosor del recubrimiento polimérico se dedujo de las

microfotografias T.E.M.. Finalmente, el ensayo de redispersabilidad fue realizado
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cualitativamente, mediante observacion visual simple de la turbidez tras la
sonicacion de la suspension sedimentada. Como se ve, la cantidad de PE-2-CA
incorporada a las particulas aumenta cuando la proporcion de
monoémero:magnetita aumenta. Respecto al grosor del recubrimiento polimérico,
notese como un exceso del mondmero inicialmente anadido no da lugar
necesariamente a un recubrimiento polimérico més eficaz de la magnetita. La
pobre redispersabilidad alcanzada cuando la proporcion mondémero:magnetita esta
por debajo de 4:3 es un indicio de la formacion de capas de polimero que son
virtualmente imposibles de destruir mediante métodos no quimicos. Por motivos
obvios (basta con ver las fotografias) no pudieron realizarse medidas de tamaio

de las particulas compuestas obtenidas de las proporciones 4:1 y 1:4.

Tabla 2: Caracteristicas de las diferentes particulas compuestas obtenidas.

Proporcion de pesos | Peso relativo del | Grosor del
inicial recubrimiento | recubrimiento | Redispersabilidad
monomero:magnetita polimérico (nm)
1:4 0.0288 + 0.0008 - Muy buena
2:4 0.183 £ 0.001 40 £ 20 Muy buena
3:4 0.193 £ 0.001 50 £ 30 Muy buena
1:1 0.1263 + 0.0009 90 £ 50 Muy buena
4:3 0.602 + 0.001 46 £ 19 Buena
4:2 1.418 £ 0.003 62+ 15 Dificil
4:1 1.487 + 0.005 - Nula

Respecto al tamafio, se realizaron medidas sobre 100 particulas
compuestas de cada proporcion, para obtener los histogramas de la Fig. 8. El

diametro medio y su desviacion tipica se obtuvieron ajustando al histograma una

distribucion logaritmEa. Los resultados ol;enidos fueron d, 2.4 = 120 = 20 nm,
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dp 34= 140 £ 30 nm, d; 44= 170 £ 50 nm, d, 43= 130 = 20 nm y d, 40= 145 + 15
nm. Se observa claramente en las Figs. 7 y 8 cdmo son los nucleos de magnetita
los encargados de determinar la forma de las particulas compuestas (esférica) y la

reduccion de tamafio respecto al de las particulas de polimero (96).
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Fig. 8: Histograma de frecuencias relativas de diametros de las particulas compuestas
obtenidas en las proporciones: 2:4 (a), 3:4 (b), 4:4 (¢), 4:3 (d) y 4:2 (e). Las curvas

corresponden a una distribucion de tamafios logaritmica.

2.2. ESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA.

2.2.1. Superficie especifica.

a) Fundamentos teoricos.

En la industria farmacéutica, es relevante la determinacion del area
superficial para la caracterizacion de materiales durante su desarrollo, formulacion
y manufacturacion. Esta magnitud aporta informacion sobre los espacios vacios
en las superficies de las particulas individuales o agregados de particulas. Esto es
importante porque factores como la actividad quimica, la adsorcion, la disolucion
y la biodisponibilidad de un farmaco pueden depender de la superficie del solido.
Ciertas propiedades de los materiales, como la capacidad de flujo de un polvo o la
velocidad de disolucién de un sélido, pueden estar relacionadas con el tamafio de

particula y el area superficial.

Las medidas méas reproducibles del area superficial se obtienen
mediante la adsorcion en monocapa de un gas inerte sobre la superficie de un
solido a temperatura reducida y la subsiguiente desorcion de este gas a
temperatura ambiente. Las isotermas de adsorcion obtenidas mediante esta
técnica se interpretan utilizando las ecuaciones desarrolladas por Brunauer,

Emmett y Teller, lo que se conoce con el nombre de método B.E.T. (97).

Todo gas inerte condensable puede utilizarse en las medidas B.E.T.,
aunque se prefieren el nitrogeno y el cripton. El nitrégeno se utiliza como gas
adsorbato en la mayoria de las muestras que poseen un area superficial de
aproximadamente 1.0 m’/g o mas, mientras que los materiales con areas
superficiales menores deben ser analizados utilizando cripton. La menor presion

de vapor del cripton provoca la adsorcion de una mayor cantidad de gas en el
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solido, dando lugar a unos resultados mas exactos para valores bajos de area
superficial.

El modo en el que un material adsorbe un gas se asemeja a una isoterma de
adsorcion. El tipo de isoterma mas comun y util para las medidas B.E.T. es la
isoterma tipo II (Fig. 9). El punto de inflexién de esta isoterma generalmente

indica el recubrimiento monocapa del adsorbato.

<

P/Py

Fig. 9: Isoterma de adsorcion tipo II. W: Peso adsorbido; P/Py: Presion relativa.

La saturacion se produce a P/Pp> 1.

La ecuacion B.E.T. del area superficial estd basada en la teoria de
Langmuir de la cinética de adsorcion superficial en monocapa de un gas.
Langmuir teorizd6 que la colision de una molécula de gas con un solido es
ineléstica y las moléculas de gas se mantienen en contacto con el sélido antes de
retornar a la fase gaseosa, produciéndose la adsorcion. Brunauer, Emmett y Teller
extendieron la teoria de Langmuir a la adsorcion de multicapas moleculares.
Establecieron una relacion entre la velocidad de condensacion de las moléculas de
un gas sobre una capa adsorbida y la velocidad de evaporacion desde esa capa
para un nimero infinito de capas. La forma lineal de esta ecuacion se conoce

como ecuacion B.E.T.:
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P 1 CcC-1| P
- s 2
V(B-P) V,C V,C (P) @

Donde ¥ es el volumen de gas adsorbido a la presion parcial de adsorbato, P; V7,
es el volumen de gas adsorbido en una monocapa; Py es la presion de saturacion
del adsorbato a la temperatura experimental; y C es la constante de B.E.T., que
relaciona exponencialmente los calores de adsorciéon y la condensacion del

adsorbato.

Para obtener una mayor exactitud en la determinacién de la superficie
especifica (S), se prefiere realizar medidas B.E.T. multipunto, en las que se
obtiene una grafica de P/V(Py-P) frente a P/Py utilizando varias concentraciones
de adsorbato y midiendo el volumen adsorbido. Como la ecuacion B.E.T.

corresponde a una linea recta, en la que:

. c-1
Pendiente = 3
endiente Ve 3)
: 1
Ordenad 1 =— 4
rdenada en el origen Ve (4)

La monocapa de gas adsorbido (V},) y la constante B.E.T. se calculan a

partir de la pendiente y la ordenada en el origen:

1
V = 5
" pendiente + ordenada (3)
pendiente
=—+1 6
ordenada (6)

El area superficial total (S;) de la muestra se calcula a partir de:

— VmNOACS

St
M

(7)
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Donde Ny es el nimero de Avogrado, Acs es el area de la seccion transversal
de la molécula de adsorbente y M es el peso molecular de este.
La superficie especifica (S) del solido se obtiene dividiendo el area

superficial total (S;) entre la masa de la muestra pulverizada (m):

§="0 (8)

Algunas consideraciones utilizadas en la teoria B.E.T. han sido
cuestionadas para muestras reales. Una de tales consideraciones sefiala que
todos los lugares de adsorcion son energéticamente equivalentes, lo cual no
ocurre en muchas superficies. El modelo B.E.T. ignora las interacciones
laterales de adsorbato en la superficie y asume que el calor de adsorcion para
la segunda capa y superiores es igual al calor de fusién. Esta consideracién
no es valida para presiones altas y de aqui la utilizacion de presiones
parciales de adsorbato inferiores a 0.35. A pesar de esto, el método B.E.T. ha
demostrado ser una representacion exacta del area superficial para la mayoria

de las muestras.

b) Metodologia experimental y resultados.

Antes de medir la superficie especifica de nuestras particulas, es
conveniente lograr la limpieza de los gases y vapores preadsorbidos en la
superficie del sélido, utilizando para ello una corriente de gas nitrogeno. En
el caso de la magnetita, con objeto de minimizar el tiempo necesario para la
eliminacion de impurezas de la superficie utilizamos temperaturas elevadas
(80 °C). Sin embargo, para evitar la alteracion del polimero y de las
particulas compuestas a altas temperaturas, se empled el método de la
repeticion de ciclos (98), que implica la adsorcion y desorcion repetida de un
adsorbato a una presion relativa de aproximadamente 0.3. Generalmente, con
la realizacion de 3 a 6 ciclos obtenemos una superficie limpia. No hay que

olvidar que la utilizacion de temperaturas elevadas puede modificar las




Capitulo 2. Sintesis y caracterizacion de particulas compuestas 47

propiedades del producto (p.ej.: deshidratacion, conversion en otras formas
farmacéuticas y descomposicion).

La medida de la superficie especifica se realiz6 empleando el aparato
Quantasorb Jr. de Quantachrome (U.S.A.), que posee un detector de
conductividad térmica para determinar la cantidad de gas desorbido de la
muestra. El gas adsorbato utilizado se mezcla con helio como gas
transportador inerte no condensable en las concentraciones requeridas para el
analisis. Para nuestras medidas disponiamos de tres tanques de
concentraciones del 10 %, 20 % y 30 % de nitrégeno en helio. La masa de
muestra empleada fue 0.2 g (polimero), 0.8 g (magnetita) y 0.3 g (particulas
compuestas). Los experimentos se repitieron al menos tres veces con

muestras diferentes en todos los casos.

Tras la limpieza de la muestra, ésta es enfriada hasta el punto de
ebullicion del gas adsorbato, mediante la inmersion del soporte de la muestra
en un vaso Dewar con nitréogeno liquido, en presencia de un flujo de la
mezcla N>-He deseada. El vaso Dewar de nitrogéno liquido se retira entonces
de la célula de la muestra y la cantidad de gas previamente adsorbido se mide
al desorberse cuando se calienta la muestra a temperatura ambiente. El
volumen de gas desorbido se transforma en superficie especifica (m?/g) de la

muestra empleando la ecuacion B.E.T.

Al analizar los datos, debemos considerar una serie de parametros para
asegurar la validez de los resultados. El coeficiente de correlacion debe ser lo
mas proximo a 1 y si no se obtiene este valor, puede precisarse mas material
para el analisis. La constante C es una medida de la afinidad del adsorbato
por el material; para el nitrogeno tiene un valor que podréd variar desde 3 a
1000, dependiendo de la isoterma de adsorcion del material. Para constantes
C bajas, se requerirdn altas presiones de adsorbato para obtener un
coeficiente de correlacion bueno. Si es posible, la identificacion del tipo de
isoterma de adsorcidén puede aportar informacion sobre la no linealidad de la

adsorcidn sobre una muestra.
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La superficie especifica obtenida para la magnetita fue 3.70 £ 0.26
m’/g, mucho mayor que la del polimero (0.50 + 0.22 m%/g) y la de las
particulas compuestas (0.71 + 0.07 m*/g). Esta reduccion del area superficial
de los nucleos de magnetita al ser recubiertos por el polimero es una prueba
mas de la eficacia del recubrimiento (96). Ademas, los valores bajos de
superficie especifica correspondientes al polimero y a las particulas
compuestas pueden explicarse porque muy a menudo (en la mayoria de las
particulas poliméricas y compuestas), existe una tendencia a la agregacion
tras el secado desarrollado en la realizacién de esta determinacion (ver Fig.
5). Como consecuencia de esto, decrece la superficie expuesta a la adsorcion
de nitrogeno y los valores de superficie especifica son inferiores a los

esperados. Otra explicacion es la naturaleza menos porosa del polimero.

2.2.2. Difractometria de rayos X.

a) Fundamentos tedricos.

La difractometria de rayos X representa la caracterizacion de la
estructura interna de un cristal y la evaluacion de su tipo de red. Cuenta con
una serie de aplicaciones en los sistemas farmacéuticos (99), algunas de las

cuales indicamos a continuacidn:

e Analisis cualitativo.

La difractometria de rayos X es ampliamente utilizada para la
identificacion de fases solidas. El patrén de rayos X de toda forma cristalina
de un compuesto es unico, lo que hace a esta técnica particularmente 1til para
la identificacion de las diferentes formas polimodrficas del compuesto (p.ej.:
un farmaco). Como la disolucion o secado posterior algunas veces genera una

estructura no deseada, es también importante confirmar las estructuras
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cristalinas en cada etapa de una formulacion durante el proceso de desarrollo.
La técnica también puede ser utilizada para identificar las formas solvatadas
y no solvatadas (anhidras) de un compuesto con la condicion de que las redes
cristalinas de las dos sean diferentes. Sin embargo, esta técnica tiene menor

utilidad en la identificacion de materiales no cristalinos (amorfos).

e (Qrado de cristalinidad.

La difractometria de rayos X se emplea con frecuencia para
determinar el grado de cristalinidad de los productos farmacéuticos, en
particular de los polimeros. Muchos polimeros exhiben propiedades
asociadas con materiales cristalinos (p.ej.: evolucién con el tiempo del calor
latente al enfriar el polimero fundido) y no cristalinos (p.ej.: patron de rayos
X difuso). Este comportamiento puede explicarse mediante el modelo de los
dos estados, seglin el cual los materiales poliméricos estan constituidos por
pequeias, aunque perfectas, regiones cristalinas (cristalitos) que estan
embebidas dentro de una matriz continua. Los métodos de rayos X asumen

implicitamente el modelo de los dos estados de cristalinidad.

e C(Cinética de reacciones en estado sélido.

Es posible llevar a cabo este estudio ya que el patréon del reactivo es

diferente al del producto de la reaccion.

e Analisis cuantitativo.

Si lo que tenemos es una mezcla de sélidos cristalinos, cada uno de los
componentes tendrd un patron de difraccidn caracteristico, independiente de
los otros componentes de la mezcla. Tras la realizacion de correcciones de

absorcion apropiadas, la intensidad de los picos de cada uno de los
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componentes sera proporcional a la fraccidén de peso de ese componente en la
mezcla. Este andlisis podra realizarse con un estandar interno o sin é€l.

b) Metodologia experimental y resultados.

Centrémonos en la aplicaciéon de la difractometria de rayos X en el
analisis cualitativo, ya que con este fin hemos utilizado esta técnica en

nuestra investigacion.

Para obtener datos reproducibles y fiables, es importante cuidar la
preparacion de la muestra. Los puntos criticos son el tamafio cristalino, la
orientacion preferida de la muestra en el soporte y, la coplanaridad de la
muestra y el soporte superficial. Al depositar una muestra pulverizada en un
soporte de rayos X, la distribucion de orientaciones del cristal puede no ser al
azar, dandose lo que se llama orientacion preferida de la muestra. La manera
en que la muestra se deposita sobre el soporte afecta a la orientacion de los
cristalitos. Los soportes cominmente utilizados son platos rectangulares de
aluminio o vidrio, que contienen una ventana rectangular en la que se

empaqueta el polvo.

Realizamos un difractograma de rayos X, empleando el método de
Debye-Scherrer, en el Departamento de Mineralogia y Petrologia de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Granada por cortesia del Dr.
Martin Ramos. El dispositivo empleado fue un difractometro Philips PW1710
(Holanda), utilizando una longitud de onda de 1.5405 A (Cu-K,). La Fig. 10
muestra los difractogramas obtenidos para la magnetita y las particulas
compuestas. Al comparar ambos difractogramas con el patron ASTM de la
magnetita (Fig. 11) se comprueba la perfecta coincidencia de las lineas de
estos difractogramas con las del patréon, lo que permite identificar las
muestras como magnetita y observar la elevada cristalinidad de ésta (tamafno

de grano ~ 300 A). Ademas, al comparar los difractogramas entre si se
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observa coOmo el recubrimiento polimérico provoca unos picos menos

acentuados que en el caso de la magnetita sola.
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(b). La intensidad esta expresada en unidades normalizadas.
Fig. 11: Patrén de difraccion de rayos X de la magnetita. La intensidad esta

expresada en unidades normalizadas.

2.2.3. Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier.

a) Fundamentos teodricos.

La radiacion infrarroja se encuentra localizada en el espectro
electromagnético entre la zona del visible y la zona del microondas. Una
molécula organica absorbe y convierte la radiacion infrarroja entre 4000 cm’™
y 400 cm” (zona de gran interés en Quimica Organica) en energia de
vibracion molecular. Esta absorcion es cuantificable y el espectro aparece en
forma de bandas porque un cambio simple de energia vibracional es
acompanado por diversos cambios de energia rotacional. Las posiciones de
las bandas en el espectro de infrarrojos se suelen presentar en funcion del
numero de ondas ([!), y las intensidades de las bandas pueden expresarse

como transmitancia (7)) o absorbancia (A4).

Hay dos tipos de vibraciones moleculares (100): La vibracién de
elongacion y la vibracion de flexion. S6lo aquellas vibraciones que provocan
un cambio ritmico en el momento dipolar de la molécula se observan en el
infrarrojo. Esto es debido a que la alternancia del campo eléctrico, producido
por el cambio en la distribucion de cargas que acompafa a una vibracion,
acopla la vibracion de la molécula con el campo eléctrico oscilante de la
radiacion electromagnética. En general, los grupos funcionales que tienen un

dipolo intenso dan lugar a absorciones fuertes en el infrarrojo.

El conjunto de vibraciones fundamentales (frecuencias de absorcion)
raramente se observard debido a la existencia de factores que aumentan el
numero de bandas (la presencia de armonicos y los tonos de combinacion) y

factores que reducen el numero de bandas (frecuencias fundamentales fuera
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de la regiéon de 400 a 4000 cm™', bandas fundamentales demasiado débiles

para ser observadas, ausencia de un cambio en el momento dipolar, etc.).

b) Metodologia experimental.

Para la preparacion de la muestra, tomamos una pequefia cantidad de
ésta (0.5 — 1.0 mg) y la mezclamos con aproximadamente 100 mg de bromuro
potasico pulverizado y seco. Realizamos la mezcla en un mortero de agata y
la prensamos a 10000 — 15000 kPa para obtener un disco transparente. Como
consecuencia de esta manipulacion, es de esperar la apariciéon de bandas a

3448 cm™ y 1639 cm™' debidas a la humedad (100).

Para la obtencion del interferograma se utilizd6 un espectrometro de
infrarrojos (Nicolet 20 SXB, USA), con una resolucién de 2 cm™'. La técnica
(100) implica la divisién de una radiacidn que contiene todas las longitudes
de onda (en nuestro caso: 4000 — 400 cm') en dos rayos. Uno tiene un
camino Optico fijo y el otro variable (mediante un espejo movil). La
superposicion de ambos rayos dard lugar a un patron de interferencias que
por transformada de Fourier se convierte en un punto en el dominio de la
frecuencia. La transformaciéon de Fourier a sucesivos puntos a lo largo de
esta variacion da lugar a un espectro de infrarrojos completo. El paso de esta
radiacion a través de una muestra expone al compuesto a una banda amplia

de energias, generandose un completo espectro de infrarrojos.

c) Interpretacidn del espectro.

Como no dependemos del espectro de infrarrojos para la
identificacion, no se requiere un analisis detallado de éste. Solo la utilizacion
del espectro de infrarrojos en conjuncion con otras técnicas (espectrometria
de masas y resonancia magnética nuclear) permitird determinar la estructura

molecular.
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No hay reglas establecidas para la interpretacion de espectros de
infrarrojos. Sin embargo, existen ciertos requisitos previos a la interpretacion
del espectro (100):

- El espectro debe tener una resolucién y una intensidad adecuadas,

y sera el de un compuesto razonablemente puro.

- El espectrofotometro debe estar calibrado.

- El método de manipulacion de la muestra debe especificarse.

La frecuencia o longitud de onda de absorcién depende de las masas
relativas de los atomos, de las constantes de fuerza de los enlaces, de la
geometria de los dtomos y del entorno. Una molécula por simple que sea
puede generar un espectro extremadamente complejo, que es caracteristico de
la molécula entera (excepto en el caso de los enantidmeros). No es posible
realizar un tratamiento preciso de las vibraciones de una molécula compleja,
por lo que el espectro de infrarrojos debe interpretarse a partir de la
comparacién empirica y la extrapolacion a estudios de moléculas sencillas,
ya que determinados grupos de atomos dan lugar a bandas de igual o similar
frecuencia independientemente de la estructura del resto de la molécula. La
persistencia de estas bandas caracteristicas permite la obtencién de
informacidn estructural, mediante simple inspeccidon y referencia a tablas de
la absorcion caracteristica de grupos funcionales. Toda conclusidon alcanzada
tras examinar una banda debe confirmarse cuando sea posible mediante el

examen de otras zonas del espectro.

En un espectro de IR se distinguen 3 zonas caracteristicas (100):

e La region de los grupos funcionales (4000 cm™ a 1300 cm™). De
forma general, si no hay absorcion en esta zona puede considerarse
que la molécula carece de grupos funcionales.

e La zona de la “huella dactilar” (1300 cm™ a 900 cm™). La

absorcion en esta regidn es unica para toda especie molecular.
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e La regién entre 900 cm™ y 650 cm™'. La ausencia de absorcion en

esta zona generalmente indica una estructura no aromatica.

En la Fig. 12 se recoge el espectro IR de nuestros tres tipos de
particulas. Su andlisis constituye una nueva prueba de la eficacia del
recubrimiento (96), dado que permite la identificacion de los grupos
funcionales del polimero en las particulas compuestas. Sin embargo, las
bandas son menos intensas como consecuencia de la menor cantidad de

polimero presente en éstas. Las bandas observadas son:

- A: Banda debida a la humedad que adquieren las muestras como
consecuencia de su proceso de manipulacion. En las particulas

poliméricas se sitaa a 3491 cm™.

- B: Grupo de tres bandas que corresponden a la vibracion de
estiramiento del enlace C-H. En el polimero, a 2990 cm™ se
localiza la perteneciente a la vibracién de elongacion asimétrica
del grupo CHs (v4s CHs), a 2943 cm’! observamos la perteneciente
a la vibracion de elongacion asimétrica del CH, (v4s CHy) y a 2907

cm’' la correspondiente a la vibracion de elongaciéon simétrica del

CH3 (US CH3)

- C: Banda perteneciente a la vibraciéon molecular del enlace C=N.

En el polimero se localiza a 2251 cm™.

- D: Banda que corresponde a la vibracion molecular del enlace
C=0 del polimero, aparece a 1747 cm’' para las particulas

poliméricas.

- E: Banda debida a la humedad adquirida durante el proceso de

manipulacion de la muestra. En el polimero se sitda a 1626 cm™.
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F: Grupo de tres bandas que corresponden a la vibracion molecular
de flexioén del CH;. En las particulas poliméricas, aparece a 1471
cm’' la banda correspondiente a la vibracion de flexion simétrica
del CH; (05 CH»), a 1444 cm’™! aparece la banda correspondiente a
la vibracion de flexion asimétrica del CH; (d4s CH3) y a 1372 cm’!
aparece la banda perteneciente a la vibracion de flexion simétrica

del CH3 (55 CH3)

G: Banda correspondiente a la vibracion de flexion y elongacion
del grupo C-CO-C; aparece a 1255 cm™ y confirma que la banda

carbonilica observada a 1747 cm™ corresponde a un éster.

H: A 1158 cm™ y 1109 cm” en las muestras que contienen
polimero, aparece una pareja de bandas que corresponde a la
vibracién de elongacion y flexion del grupo C-CO-C, y que resulta
de la vibracion de elongacion y flexion de la cadena C-C-C

presente en este grupo.

I: A 1015 cm’' aparece una banda correspondiente a un éster de

alcohol primario.

. ’ -1
J: En las muestras que contienen polimero, a 858 cm™ aparece una

banda media caracteristica de un alcano.

K: Banda perteneciente a la vibracion de oscilacion del CH;
(pCH,), se observa a 747 cm™' y es propia de una cadena larga de

CH..
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- L: Unica banda ausente en el espectro de las particulas

poliméricas. Aparece a 591 cm™ y es una banda ancha y débil
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caracteristica de la absorcion en la magnetita (101).
Fig. 12: Espectro de infrarrojos de la magnetita (-), de las particulas compuestas (+)
y de las particulas poliméricas (o).

2.2.4. Resonancia magnética nuclear.

a) Fundamentos tedricos.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) se basa en
la medida de la absorcion de la radiacidon electromagnética en la region de las
radiofrecuencias, aproximadamente de 4 a 900 MHz. En contraste con la
absorcion ultravioleta, visible e infrarroja, en el proceso de absorcidon estan
implicados los nucleos de determinados is6topos en vez de los electrones
exteriores. Ademads, es necesario colocar el analito en un intenso campo

magnético, con el fin de que aparezcan los estados de energia de los nucleos
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que hagan posible la absorcion. La frecuencia de radiacion requerida para la
absorcion en espectroscopia de RMN depende del is6topo y de su entorno
quimico; el nimero de picos de absorcion para un nicleo en un determinado
entorno quimico estd determinado por la posiciones espaciales de los nucleos
vecinos, y la intensidad de los picos de absorcion es proporcional al numero

de nucleos (102).

La RMN es una técnica util en la determinacion de la estructura
molecular. En algunos casos basta con el espectro de RMN para la
identificacion de la estructura de un compuesto desconocido, mientras que en
otras aplicaciones la informacion estructural obtenida de la RMN
complementa a otros métodos estructurales o quimicos. La RMN es también
una herramienta util para el estudio de las cinéticas de reaccion y el
equilibrio quimico, y para el analisis cualitativo de mezclas de compuestos
organicos. En la investigacion farmacéutica (103) ha sido utilizada para la
determinacion de la estructura de los compuestos, la investigacion de la
quiralidad de los principios activos, la determinacion del metabolismo celular

y el estudio de proteinas.

b) RMN de protones ('H-RMN).

¢ Metodologia experimental.

El andlisis de la muestra de particulas poliméricas no lo realizamos en
estado solido, para evitar que la interaccion dipolo-dipolo produzca un
ensanchamiento de las lineas y la pérdida de resolucion. La preparacion
rutinaria de una muestra para "H-RMN (102) en un instrumento de 300 MHz
implica la disolucion de 2 mg del compuesto en 0.4 mL de disolvente en un
tubo cilindrico de 5 mm de diametro externo. El disolvente ideal no poseera
protones y serd inerte, de bajo punto de ebullicién y barato. Hemos utilizado

como disolvente el cloroformo deuterado (CDCls), el cual no tiene
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resonancias en la region de interés, aunque da lugar a un pequeio pico

puntiagudo a 6= 7.26 ppm que no interferird seriamente.

En nuestro andlisis hemos utilizado un espectrometro de impulsos o de
transformada de Fourier (BRUKER AM-300) que permite la obtencién de
espectros de alta resolucion. En este aparato la muestra se coloca en el campo
magnético de un imén superconductor y se irradia con impulsos periddicos de
energia de radiofrecuencia que atraviesan la muestra perpendicularmente al
campo magnético. Esta excitacion con impulsos provoca una sefial en el
dominio del tiempo que decae en el intervalo entre impulsos. Esta sefial se
convierte entonces en una sefial en el dominio de la frecuencia mediante una

transformacion de Fourier.

La frecuencia de la radiacion de radiofrecuencia que se absorbe por un
nucleo determinado se ve afectada fuertemente por su entorno molecular,
esto es, por los nucleos y electrones vecinos. Como consecuencia de ello,
incluso las moléculas mas simples proporcionan abundante informacion
espectral que puede servir para elucidar sus estructuras quimicas. Podemos
destacar dos efectos del entorno en los espectros RMN: el desplazamiento
quimico (0), originado por los pequefios campos magnéticos que se generan
debido al movimiento de los electrones alrededor de los nucleos, es
adimensional y expresa el desplazamiento relativo en ppm; y el
desdoblamiento espin-espin, que se produce cuando el momento magnético
de un nucleo interacciona con los momentos magnéticos de nucleos
adyacentes; se expresa comunmente en Hz.

o,

% Interpretacion del espectro.

El espectro de RMN de protones de un compuesto es su huella dactilar

y la identificacion se logra mediante comparacion con espectros simples o
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con los desplazamientos quimicos aproximados de protones de determinados

grupos funcionales asociados al tetrametilsilano (TMS) (104).

El primer paso es determinar si los picos que se encuentran cerca son
producidos por protones de diferentes desplazamientos quimicos o son parte
de un patrén multiplete. El espectro estd constituido por lineas individuales y
grupos de lineas llamadas multipletes, que surgen por interacciones a través
de enlace entre momentos magnéticos de nucleos vecinos. La informacion
contenida en un espectro RMN incluye los deplazamientos quimicos, las
constantes de acoplamiento espin-espin y, algunas veces, sefiales relativas a
las constantes de acoplamiento. Los desplazamientos quimicos y las
constantes de acoplamiento son extremadamente sensibles a la estructura
molecular y constituyen la base para la aplicacion de la RMN a la

identificacion de la estructura molecular.

La Fig. 13 recoge el espectro 'H-RMN de las particulas poliméricas;
en ¢l pueden destacarse tres picos claramente definidos que se interpretan
como sigue: La banda 4 (60 = 1.4-1.3 ppm) corresponde a los protones del
carbono adyacente localizado en posicidon a con respecto al grupo éster de la
molécula. La banda B (0 = 2.5-2.6 ppm) es generada por los hidrégenos de
los grupos metilenos que constituyen la cadena principal del polimero. Por
ultimo, la banda C (6 = 4.3-4.4 ppm) es producida por el grupo metileno

localizado en la cadena de sustitucion del polimero. Destaca la gran similitud
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de espectro con el correspondiente al poli(isobutilcianoacrilato) (105).

Fig. 13: Espectro de '"H-RMN del poli(etil-2-cianoacrilato).
¢) RMN de carbono 13 ("*C-RMN).

*+ Metodologia experimental.

Para la obtencion de espectros de *C-RMN es preciso disponer de
instrumentos suficientemente sensibles que permitan la deteccion de las
débiles sefiales del nacleo del °C. La baja intensidad de la sefial se relaciona
directamente con la poca abundancia natural del is6topo y la pequeiia
relacion giromagnética, que es aproximadamente la cuarta parte de la del
proton. Estos factores se combinan para hacer que la '>*C-RMN sea unas 6000
veces menos sensible que la 'H-RMN. Los instrumentos que permiten el
tratamiento de los datos mediante transformada de Fourier, facilitan la

obtencidn de estos espectros.

En relacién con la capacidad para dilucidar estructuras organicas y
bioquimicas, la ?C-RMN tiene algunas ventajas sobre la de proton (102). En
primer lugar, la *C-RMN proporciona informacion acerca del esqueleto de
las moléculas mas que sobre su periferia. Ademds, el intervalo de
desplazamiento quimico para el '°C en la mayor parte de los compuestos
organicos es alrededor de 200 ppm, comparado con las 10 a 15 ppm para el
proton. Como consecuencia, hay menos solapamiento de picos en los
espectros de °C que en los espectros de protones. No se observa el
desacoplamiento homonuclear espin-espin entre a&tomos de carbono, debido a
que en muestras con abundancia isotdpica natural la probabilidad de que dos
atomos de '’C sean adyacentes es pequefia. Ademas, no ocurre el
acoplamiento de espin heteronuclear entre °C y '2C, debido a que el niimero
cuantico de espin de éste ultimo es cero. Por ultimo, existen excelentes

métodos para el acoplamiento de la interaccién entre los dtomos de °C y los
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protones. Con el desacoplamiento, el espectro para un tipo particular de

carbono, por lo general, presenta una sola linea.

La preparacion de la muestra siguid la misma metodologia que la
empleada en la "H-RMN vy para la obtencion del espectro también utilizamos
el mismo aparato (BRUKER AM-300). Esta vez si se observard un pico
pronunciado del CDCls a 6= 77 ppm, que no debe interferir en el anélisis.

*

¢ Interpretacion del espectro.

Para la interpretacion del espectro hemos seguido la misma rutina que
en la interpretacion del espectro de protones, por lo que hemos utilizado
recopilaciones de espectros de *C-RMN y una tabla que relacionaba la
estructura a la que pertenecia el atomo de carbono que originaba el pico con

el desplazamiento quimico observado (106).

En la Fig. 14 se representa el espectro de '?C-RMN de las particulas
de polimero. La banda 4 (13 ppm) pertenece al carbono presente en el grupo
metilo de la cadena lateral del polimero. La banda B (34 ppm) pertenece al
carbono tetrasustituido de la columna vertebral del polimero. La banda C (43
ppm) pertenece al carbono metilénico de la columna vertebral de este
compuesto. La D (64 ppm) es caracteristica del grupo metileno de la cadena
lateral. La banda E es caracteristica del disolvente (77 ppm). La banda
observada a 115 ppm (F), pertenece al carbono presente en el grupo ciano. La
G (166 ppm) es caracteristica del carbono presente en el grupo éster. Este
espectro es de nuevo similar al correspondiente al poli(isobutilcianoacrilato)

(105).
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Fig. 14: Espectro de *C-RMN del poli(etil-2-cianoacrilato).

2.2.5. Espectrometria de masas de ion secundario.

a) Fundamentos teoricos.

La espectrometria de masas es una técnica analitica de gran especificidad y
sensibilidad que se utiliza para identificar compuestos, cuantificar materiales
conocidos y dilucidar las propiedades estructurales y fisicas de los iones. Entre el
amplio abanico de técnicas, destaca la espectrometria de masas de i6n secundario
(SIMS) por ser el mas desarrollado de los métodos de anélisis de superficies en
cuanto a la determinacion de la composicion atomica y molecular. Mediante la
separacion de atomos o moléculas cargadas segin su relacion masa/carga (m/z)

determinaremos las masas moleculares relativas de compuestos organicos y
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biopolimeros, obteniendo ademas informacién estructural. Los pesos moleculares
de los componentes se determinan basdndonos en la relacion m/z de los iones
obtenidos de una muestra (107).

La espectrometria de masas de i6n secundario “liquida” (LSIMS) es una
técnica de ionizacion intermedia, en cuanto a la cantidad de energia interna
utilizada. Se basa en hacer incidir sobre una muestra un haz de iones (108),
induciendo una ionizacidn escasa o nula ya que solo introduce en la fase gaseosa
iones que estaban ya presentes en la disoluciéon. Unos pocos microlitros de
muestra previamente disuelta en una matriz liquida apropiada (109-111) son
depositados en un pequeno receptaculo de acero inoxidable al final de una sonda
que es insertada en el espectrometro de masas. Las sefales obtenidas mediante la
utilizacion de una matriz liquida son mas intensas y duraderas que las generadas

mediante la espectrometria de masas de i16n secundario “solida” (SIMS).

La muestra es bombardeada con un haz primario de iones de elevada
energia (generalmente, Cs" de 10 a 50 keV). El impacto sobre los 4tomos de la
capa superficial de la muestra liquida provoca su expulsion, por lo que entran en
estado gaseoso y son ionizados dando lugar a haces de iones secundarios mediante
protonizacidon o desprotonizacion. Los iones generados tienden a ser estables y
exhiben escasa fragmentacion. A pesar de que estos iones positivos y negativos
pueden generarse al mismo tiempo, se elige una polaridad y los seleccionados son
extraidos de la fuente de iones. A continuacion, se aceleran por la diferencia de
potencial proxima al analizador y se analiza su masa. Las moléculas que no se
ionizan son eliminadas mediante bombeo y no se detectaran. El espectro de masas
es complejo y esta caracterizado por picos correspondientes a grupos de iones de
la matriz, a iones del analito, a iones representantes de impurezas y a iones de
otros modificadores de la matriz (por ejemplo, el acido trifluoroacético) que
fueron afiadidos en un intento de incrementar la abundancia del i6n analito. Los
picos i6nicos pseudomoleculares positivos observados son aductos formados por
cationes de origen salino [por ejemplo, (M+H)", (M+K)" y (M+Na)'], mientras

que los iones pseudomoleculares negativos tipicos observados son (M-H)".
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b) Metodologia experimental y resultados.

Para la determinacion del peso molecular de las particulas de PE-2-CA,
hemos utilizado el espectrometro de masas de alta resolucion Micromass modelo
Autospec-Q de triple sector (EBE) y analizador cuadrupolar para la realizacion de
experiencias MS/MS, con rango de medida hasta 5000 Da. Este aparato fue
utilizado para la realizacién de la técnica LSIMS+ por bombardeo de Na', ya
descrita. La calibracion del aparato se realizd utilizando una muestra de
polietilenglicol de espectro conocido y la matriz en la que se diluy6 la muestra de
polimero estaba constituida por una disolucién de nitrobencilalcohol (NOBA).
Una vez disuelta la muestra, se inyectaron unos pocos microlitros y se procedié a

la obtencidn del espectro de masas (Fig. 15).

La Fig. 16 se obtiene agrupando los picos obtenidos en 8 sefiales (haciendo
media con los valores de peso molecular y sumando las cuentas/s) y restando el
peso atomico del sodio. Debemos destacar que cada uno de los picos asi obtenidos
se diferencia en torno a 125 Da, lo que corresponde al peso molecular del
monoémero y, por lo tanto, se deduce que cada uno de los picos/polimeros se
diferencia del anterior en que presenta una unidad de mondémero mas en su
estructura. De esta forma se observa que el polimero mas abundante es el
constituido por 7 monomeros y el peso molecular medio de las particulas de

polimero es 861 + 12 Da.
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Fig. 15: Espectro de masas del poli(etil-2-cianoacrilato). Eje x: relacion m/z (Da),

eje y (derecha): iones secundarios (cuentas/s), y eje y (izquierda): frecuencia (%).
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Fig. 16: Espectro de masas del poli(etil-2-cianoacrilato) corregido. La curva corresponde
a una distribucion de pesos moleculares gaussiana y los nimeros sobre cada columna

indican el nimero de monémeros que constituye cada polimero.
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2.2.6. Propiedades magnéticas.

a) Fundamentos teoricos.

Las propiedades magnéticas macroscopicas de los materiales son
consecuencia de los momentos magnéticos asociados con sus atomos individuales.
En un atomo, cada electron tiene momentos magnéticos que se originan de dos
fuentes distintas. Una de estas fuentes estad relacionada con el movimiento orbital
del electron alrededor del nucleo; el electron, siendo una carga en movimiento,
puede ser considerado como una pequefia espira de corriente que genera un campo
magnético muy pequeilo y tiene un momento magnético a lo largo de su eje de
rotacion. El otro momento magnético se origina del espin del electron y, por tanto,
el momento magnético neto de un atomo es justamente la suma de los momentos
magnéticos de cada uno de los electrones constituyentes, incluyendo tanto las
contribuciones orbitales como de espin y tomando en consideracion la cancelacion
de los momentos. Entre los distintos tipos de magnetismo se incluyen el
diamagnetismo, el paramagnetismo y el ferromagnetismo; junto a éstos, el
antiferromagnetismo y el ferrimagnetismo son considerados subclases del

ferromagnetismo (112).

» Diamagnetismo: es una forma muy débil de magnetismo que no es
permanente y persiste s6lo mientras el campo externo estd presente.
Est4d asociado a atomos cuyo momento magnético neto es nulo y se
debe a un cambio en el movimiento orbital de los electrones debido al
campo magnético aplicado. La permeabilidad magnética relativa (z)
es ligeramente menor que la unidad y la susceptibilidad magnética (jy)
es negativa. Recuérdense las ecuaciones de estas magnitudes: la
susceptibilidad y es una magnitud caracteristica de cada material (que,
en general, depende de la temperatura, la orientacion de la muestra

respecto al campo aplicado e incluso del valor de éste) y que relaciona
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la imanacion M (momento magnético por unidad de volumen) y el

campo magnético H:

M=yH ©)

La relacién entre la induccion magnética B y el campo H en un medio

imanado es:

B = (H+ M) (10)

siendo [y la permeabilidad magnética del vacio. Aplicando la Ec. 9:

B=yo(1+M)H=ypop H=pH (11)

que constituye la definicion de permeabilidad magnética relativa ([1,) y

absoluta ().

Paramagnetismo: es caracteristico de aquellos atomos o moléculas que
tienen momentos magnéticos permanentes que no interaccionan entre
si y que en ausencia de campo externo estan orientados al azar, de
modo que una porcion cualquiera de material no posee imanacidn neta
permanente. Estos dipolos atomicos son libres para girar y se producira
paramagnetismo cuando, mediante rotacion, se alineen de forma
preferente con un campo externo. La susceptibilidad es positiva y
depende de la temperatura; la permeabilidad serd ligeramente mayor

que la unidad.

Ferromagnetismo: en estos materiales las interacciones de
acoplamiento hacen que los momentos magnéticos netos de espin de
atomos adyacentes se alineen unos con otros aun en ausencia de un
campo magnético aplicado. Esta alineacion mutua de los espines se

presenta en volimenes relativamente grandes del cristal denominados
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dominios. La maxima imanacién posible (magnetizacion de saturacion)
corresponde a la situacion en que todos los dipolos magnéticos en una
muestra sélida estdn mutuamente alineados con el campo externo.
Estos materiales presentan una permeabilidad magnética relativa en
torno a 10° y una susceptibilidad magnética positiva y muy grande,

ambas dependientes de H y de la temperatura.

» Antiferromagnetismo: fenomeno de acoplamiento entre los momentos
magnéticos que produce un alineamiento antiparalelo, de modo que no
mostrardn imanacién espontdnea distinta de cero. Estos materiales

tienen: [1,> 1y y, positiva.

» Ferrimagnetismo: la interaccion de intercambio entre momentos
magnéticos en estos materiales favorece también la alineacion
antiparalela, pero los momentos no son idénticos en mddulo, por lo que
no se cancelan completamente. Su comportamiento serd por ello

parecido al de los ferromagnéticos.

La magnetita es un material i6nico ferrimagnético con estructura cristalina
cubica holoédrica del tipo de las espinelas inversas y que pertenece al grupo de las
ferritas blandas (112). Su formula puede escribirse como Fe* 0% (Fe*"),(0%); en
la cual los iones Fe existen en los estados de valencia +2 y +3 en una proporcion
1:2. Para cada uno de los iones Fe*" y Fe'™ existe un momento magnético que
corresponde a 4 y 5 magnetones de Bohr, respectivamente. Ademas, los iones O
son magnéticamente neutros. Entre los iones Fe* y Fe'" se producen
interacciones de acoplamiento de los espines en las direcciones antiparalelas,
similares a las que se producen en el caso del antiferromagnetismo. Sin embargo,
se produce un momento ferrimagnético neto debido a que los momentos de espin

no se cancelan completamente.
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b) Metodologia experimental y resultados.

La propiedades magnéticas de las particulas de magnetita quedan muy bien
definidas mediante la determinacion de la curva de primera imanacion y el ciclo
de histéresis. Estas determinaciones se realizaron utilizando un equipo
magnetometro-susceptibilimetro Manics DSM-8 del Centro de Instrumentacion

Cientifica de la UGR.

Cualquier material ferromagnético o ferrimagnético (112, 113) a
temperaturas inferiores a la temperatura de Curie estd formado por pequefias
regiones tridimensionales en las cuales todos los momentos magnéticos estan
alineados en la misma direccion. Estas regiones se denominan dominios y cada
uno estd magnetizado hasta la saturaciéon. Los dominios adyacentes estan
separados por paredes de dominio, a través de las cuales la direccion de imanacion
cambia gradualmente. La densidad de flujo (B) y la intensidad del campo
magnético (H) no son proporcionales en el caso de los materiales ferromagnéticos
y ferrimagnéticos. Si el material estd inicialmente no imanado, entonces B varia
en funcion de H segun se muestra en la Fig. 17. La curva empieza en el origen, y a
medida que aumenta H, la induccidon B empieza a aumentar lentamente y después
mas rapidamente hasta que al final alcanza un nivel determinado y se hace
independiente de H. Este valor maximo de B es la densidad de flujo de saturacion
(Bs) y la imanacion correspondiente es la imanacion de saturacion (M,). Segin la
ecuacion B = p-H, la permeabilidad (u) es la pendiente de la curva B frente a H, y
se puede apreciar en la Fig. 17 que cambia con H. En algunas ocasiones, la
pendiente de B frente a H (a H = 0) se especifica como una propiedad del

material, denominada permeabilidad inicial (£4), tal como se indica en la Fig. 17.
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H M)

Densidad de flujo &
(o magnetizacion M)

Fig. 17: Comportamiento de B frente a H de un material ferromagnético o ferrimagnético
que estaba inicialmente desmagnetizado. Se representan las configuraciones de los

dominios durante varios estadios de la imanacion.

A medida que se aplica el campo H, los dominios cambian de forma y
tamafio debido al movimiento de los limites de dominio. Las estructuras tipicas de
los dominios estan representadas de forma esquemadtica en varios puntos de la
curva de la Fig. 17. Inicialmente, los momentos de los dominios constituyentes
estan orientados al azar de tal manera que no existe un campo de momento neto B
(o M). A medida que se aplica el campo externo, los dominios que estan
orientados en direcciones favorables al campo aplicado (o casi alineados con él)
crecen a expensas de aquellos que no estdn favorablemente orientados. Este
proceso continda al aumentar la intensidad del campo hasta que la muestra
macroscopica se convierte en un solo dominio, el cual estd casi completamente
alineado con el campo. La saturacion se alcanza cuando este dominio gira y se

orienta con el campo H.

La determinacion del modo de variacion de la imanacion de la muestra con

el campo externo aplicado es la herramienta adecuada para caracterizar (a nivel
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macroscopico) el comportamiento magnético de nuestras particulas. En la Fig. 18
representamos la curva de primera imanaciéon o curva M-H de las particulas de
magnetita y de las particulas compuestas. Esta determinacion se llevo a cabo a
temperatura ambiente (25 °C) ya que a esta temperatura se realiza la preparacion
de las suspensiones. Como se puede observar, el recubrimiento polimérico reduce
la imanacion de la muestra, pero el comportamiento de la magnetita y de las
particulas compuestas es muy similar. Asi, la susceptibilidad inicial es ;= 5.36 £
0.05 para la magnetita y y; = 0.61 + 0.03 para las particulas compuestas. La
permeabilidad inicial es 4 = 6.36 £ 0.05 para la magnetita y 4 = 1.61 = 0.03 para
las compuestas. De igual modo, la imanacion de saturacion es 414.4 + 1.4 y 58.6

+ 0.3 kA/m, respectivamente.
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Fig. 18: Curva de primera imanacion de las particulas de magnetita () y de las particulas

compuestas (m).

A partir de la saturacion, punto S de la Fig. 19, a medida que el campo H
se reduce, la curva no invierte su camino original, sino que se produce un efecto

de histéresis en el que el campo B va retrasado con respecto al campo aplicado H,
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es decir, disminuye mas lentamente. Cuando el campo H es cero (punto R de la
curva), existe un campo residual B que se denomina remanencia, o densidad de
flujo remanente, B,; el material permanece imanado en ausencia de un campo

externo H.

El comportamiento de histéresis y la imanacién permanente pueden
explicarse por el movimiento de las paredes de los dominios. Al invertir la
direccion del campo desde la saturacion (punto S de la Fig. 19), el proceso
mediante el cual cambia la estructura de los dominios se invierte. En primer lugar,
existe rotacion del dominio tnico con el campo invertido. Més tarde, los dominios
con los momentos magnéticos alineados con el nuevo campo crecen a expensas de
los primeros. Para esta explicacion es crucial la resistencia al movimiento de las
paredes de los dominios que ocurre en respuesta al aumento del campo magnético
en la direccion opuesta; esto explica el desfase entre B y H, es decir, la histéresis.
Cuando el campo aplicado se hace nulo, todavia existe una fraccion neta de
dominios orientados en la direccion inicial, lo cual explica la existencia de la

remanencia B,.

Para reducir a cero el campo B dentro de la muestra (punto C de la Fig.
19), se debe aplicar un campo H de magnitud a —H, en la direccion opuesta a la
del campo original; H. se denomina coercitividad, o bien, algunas veces fuerza
coercitiva. Al continuar aplicando el campo en la direccién contraria a la del
campo original, tal como se indica en la figura, finalmente se alcanza la saturacion
en la direccion opuesta, correspondiendo al punto S’. Una segunda inversion del
campo hasta el punto de la saturacion inicial (punto S) completa el ciclo de
histéresis simétrico y también produce una remanencia negativa (-B,) y una
coercitividad positiva (+H,). La curva B frente a H de la Fig. 19 representa un
ciclo de histéresis hasta saturacion. Desde luego, no es necesario aumentar el
campo H hasta la saturacion antes de invertir su direccion; ademas, es posible
invertir la direccion del campo en cualquier punto a lo largo de la curva y generar

otros ciclos de histéresis.
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Eliminacién o
inversion del campo S
L

& o #

/' Magnetizacion

C ! . ' inicial
-H. |0 +H, —

Fig. 19: Densidad de flujo magnético frente a la intensidad del campo magnético de un
material ferromagnético para la saturacion en ambas direcciones (puntos Sy S”). La curva
de histéresis viene representada por la curva so6lida; la curva discontinua indica la primera

imanacion. La remanencia B, y la fuerza coercitiva H, también se indican.

La obtencion del ciclo de histéresis de nuestra muestra es la herramienta
adecuada para completar la caracterizacion (a nivel macroscopico) del
comportamiento magnético de las particulas. En la Fig. 20 representamos la curva
de histéresis de las particulas de magnetita y de las particulas compuestas. Esta
determinacion se realizo en idénticas condiciones que la experiencia anterior (a 25
°C). Las caracteristicas de histéresis determinan el caracter marcadamente blando
de nuestros materiales, no pudiéndose observar el area relativa del ciclo de
histéresis debido a la insuficiente sensibilidad del aparato utilizado. Los
materiales magnéticos blandos se caracterizan por tener una alta permeabilidad
inicial y una baja fuerza coercitiva, pudiendo alcanzar la saturacién con un campo
aplicado relativamente pequefio (es decir, son facilmente magnetizables y
desmagnetizables) y con pérdidas de energia pequenas. Nuevamente se observa
que el recubrimiento polimérico reduce las propiedades magnéticas de la muestra,
aunque el comportamiento de la magnetita y de las particulas compuestas es muy
similar. Nuestras particulas compuestas cumplen pues con el requisito que

buscdbamos: su superficie es comparable a la del polimero, pero tienen la
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propiedad de ser imanables, con lo que constituyen un vehiculo ideal para el

transporte de farmacos.

600

400 H

200

M (kA/m)

-200

-400

-600 —
2000  -1500

-5IOO 0 5(I)O
H (kA/m)

T T T
-1000 1000 1500 2000

Fig. 20: Curva de histéresis de las particulas de magnetita (o) y de las particulas

compuestas (m).
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3.1. INTRODUCCION.

Consideremos una particula sélida esférica de 1 cm de diametro. Su
superficie S y su volumen V son, respectivamente, 3.14:10* m”* y 5.24:-10" m’, y
la relacion superficie/volumen sera /7 ~ 600 m™. La divisién de la particula en N
particulas esféricas de radio 100 nm tal que su volumen total sea igual al de la
esfera original, sin embargo, provocara que la superficie sea de 15.7 m’ y la
relacion S/V = 3:10" m'. Este sencillo ejemplo explica que la principal
contribucion a las propiedades de un sistema, formado mediante la dispersion de
esas N particulas en 1 L de agua, vendra dada por las superficies e interfases de las
particulas. En particular, el estado eléctrico de la superficie de las particulas puede
ser determinante: si cada una de ellas tiene un potencial superficial de 100 mV (en
torno al orden de magnitud tipico de las particulas coloidales en medio acuoso), la
fuerza electrostatica repulsiva entre dos de estas particulas dispersas en agua y
localizadas a una distancia entre superficies de 10 nm es F~-~ 2.12:10""? N. Esta
fuerza tiene que compararse con la fuerza de otras interacciones que deben o
pueden existir entre ellas. Asi, su atraccion gravitatoria a la misma distancia sera
F°=~6.3-10"° N, si su densidad es 10’ kg/m’; y la atraccion de van der Waals F-"
~ 810" N, utilizando los valores tipicos de la constante de Hamaker (114). Estos
ejemplos muestran que, en la mayoria de los casos, las interacciones
electrostaticas son las principales responsables de las propiedades macroscopicas

de las suspensiones.

En este contexto, los fendmenos electrocinéticos y las técnicas asociadas a
ellos demuestran su importancia. Son manifestaciones de las propiedades
eléctricas de la interfase, y de aqui que merezcan atencidn por si mismas. Ademas,
son una fuente de informacidon importante (Unica, en muchos casos) de estas

propiedades eléctricas, por poder ser determinadas experimentalmente.

Como describiremos, la electroforesis (como los demas fendmenos

electrocinéticos) constituye una poderosa técnica para obtener informacion directa
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sobre el estado eléctrico de la interfase. En este trabajo hemos investigado la
movilidad electroforética (z) de los tres tipos de particulas, como método de
evaluacion de la calidad y eficiencia del recubrimiento. Esto es posible dado que
el comportamiento eléctrico superficial de la magnetita y del polimero poli(etil-2-
cianoacrilato) son claramente diferentes, como veremos. Por lo tanto, cabe la
posibilidad de que una particula de magnetita recubierta adecuadamente de
polimero se pueda diferenciar de una no recubierta, analizando su comportamiento
en electroforesis. Idealmente, la particula compuesta deberia incluso mostrar un

potencial zeta idéntico al del polimero.

Dada la sensibilidad de la electroforesis a las caracteristicas de la interfase,
esta técnica puede ser util para analizar el proceso de degradacion del polimero
que recubre a la magnetita en las particulas compuestas sintetizadas.
Analizaremos la evolucion temporal de la movilidad de estas ultimas, como

método de seguimiento de la degradacion del polimero en agua.

Por otro lado, en el curso de esta investigacion encontramos que las
suspensiones de magnetita arrojaban a veces resultados un tanto erraticos en su
movilidad electroforética. Parecia existir algin tipo de dependencia temporal de
M. cuyo estudio no aparecia recogido en la bibliografia. Por ello, se investigo
sistemdticamente este efecto del tiempo sobre la movilidad. Los resultados

encontrados se detallan también en este capitulo.

3.2. DESCRIPCION CLASICA DE LA DOBLE CAPA
ELECTRICA.

Admitiremos como un hecho experimental que la mayoria de los sélidos
adquieren una carga eléctrica superficial cuando se dispersan en un disolvente
polar, en particular, en una disolucioén de electrolito. Los origenes de esta carga

son diversos (114-117):
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1. Adsorcion preferente de iones en disolucion. Este es el caso de la
adsorcion de tensioactivo i6nico. Las entidades cargadas deben tener
una elevada afinidad por la superficie, para evitar la repulsion

electrostatica por los iones ya adsorbidos.

2. Adsorcion/desorcion de iones de la red. Un ejemplo tipico son las
particulas de yoduro de plata en disoluciones Ag™ o I': los iones de la
red cristalina pueden encontrar facilmente un camino entre los espacios
del cristal y pasar a formar parte de la superficie. Por ello, se

denominan iones determinantes del potencial.

3. Disociacién o ionizacion de grupos superficiales. Este es el mecanismo
mediante el cual la mayoria de los polimeros de latex adquieren carga.
Asi, los grupos acidos como el sulfato o el carboxilo son responsables
de la carga negativa de las redes de polimero anionico. Cuando el pH
esta por encima del pK, de disociacion de estos grupos, la mayoria de
ellos estaran ionizados, generando la carga negativa. En el caso de los
oxidos, los grupos superficiales anféteros MOH pueden generar carga
positiva o negativa, dependiendo del pH; los iones H" y OH" seran, por

lo tanto, los iones determinantes del potencial para los 6xidos.

4. Red de carga incompleta: sustitucion isomorfica. Este es el mecanismo
tipico, casi exclusivo, de adquisicion de carga por los minerales de
arcilla: parte de los cationes Si*" y AI’" de la estructura ideal son
sustituidos por otros iones de menor carga y, practicamente, el mismo
tamafno. Como consecuencia de esto, el cristal podra estar cargado
negativamente y esta carga estructural habrd de ser compensada por

cationes superficiales, facilmente intercambiables en disolucion (118).

Cualquiera que sea el mecanismo (y hay situaciones en las que participa
mas de uno de ellos), la carga neta superficial debe estar compensada por iones en

torno a la particula de modo que se mantenga la electroneutralidad del sistema. La
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carga superficial y su contracarga compensadora en disolucién forman la doble
carga eléctrica (DCE). A pesar de utilizarse la palabra “doble”, su estructura
puede ser muy compleja, no totalmente resuelta en la mayoria de los casos, y
puede contener tres o mas capas, que se extienden a lo largo de distancias

variables desde la superficie del solido.

Cerca de la superficie o sobre ella, se pueden encontrar cargas
responsables de la carga superficial oy. En su proximidad inmediata, podrian
localizarse los iones capaces de suftrir adsorcion especifica: la distancia al solido
sera del orden de un radio i6nico, dado que se puede suponer que han perdido su
capa de hidratacion, al menos en la direccion de la superficie del soélido.
Llamemos o; a la carga superficial en un determinado plano de atomos,
localizados a una distancia £ desde el solido (Fig. 21). Si aceptamos que la
interfase tiene una geometria plana, y que x es la distancia externa normal a esta,
podemos decir que la regién entre x = 0 y x = /5 esté libre de carga, y podemos
identificar un condensador cuyas placas son la superficie y el plano . Si C; es su

capacidad especifica (por unidad de area):

Vo —V: ="+ (12)

donde yy es el potencial en la superficie del sélido. Los iones responsables de y;
no so6lo desarrollardn interacciones electrostaticas con la superficie: de hecho, a
menudo superan la repulsion eléctrica y son capaces, por ejemplo, de aumentar la
carga positiva de una superficie de caracter ya positivo. Es habitual decir que las
interacciones desconocidas son de naturaleza quimica, a pesar de que este no es,
estrictamente hablando, siempre el caso. Hay una amplia variedad de situaciones,
desde la formacion de uniones quimicas (covalentes) a interacciones mas débiles
como la atraccion de van der Waals, los enlaces por puentes de hidrégeno, las

fuerzas hidrofobas-hidrofilas, etc. (116). Debido a la ausencia habitual de
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informacion sobre la parte mas interna de la atmosfera idnica, el tratamiento a

menudo no estd exento de hipdtesis y suposiciones mas o menos realistas.

Distancia

Potencial

a
Q
a

Fig. 21: Representacion esquematica de la distribucion de potencial en una interfase

cargada negativamente.

A partir del plano x = f; se localizan los iones que so6lo poseen
interacciones electrostaticas con la superficie y ademads, estan sujetos a colisiones
con las moléculas del disolvente: de hecho estan distribuidos en un cierto volumen
cuya densidad de carga es p(x), aunque en la practica se introduce una densidad

superficial de carga difusa oy, localizada en x = £3;, de acuerdo con la expresion:

o, = Tp(x)dx (13)
Ba

para una interfase plana, o:
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o0

_ 1 2
= aip T B'[r o(r)dr (14)

para una interfase esférica de radio a, siendo r la coordenada radial con origen en

el centro de la particula.

Debido a la electroneutralidad:
o, =-0, -0, (15)

Con el objetivo de familiarizarnos con la nomenclatura
(desafortunadamente, hay casi tantos criterios como autores en lo
concerniente a los simbolos utilizados para los diferentes potenciales),

mencionaremos:

1. La distribucion volumica de carga que se extiende desde x = £, se

denomina capa difusa o parte difusa de la doble capa.

2. La region entre x = 0 y x = f; se denomina a menudo capa de
Stern, parte interna de la doble capa o parte densa de la doble

capa.

3. El plano x = f; es el plano interior de Helmholtz (PIH) y a x = S,
se le llama plano exterior de Helmholtz (PEH). El1 PEH identifica

el comienzo de la capa difusa.
La capa difusa puede describirse matematicamente de una manera
simple: la condicion de equilibrio para los iones en esta capa puede escribirse

(119):

—ezVy —k,7VInn =0,  i=1,.,N (16)
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donde el primer término corresponde a la fuerza electrostatica sobre los iones
i (carga ez;, concentracidon n;) y el segundo es la fuerza termodindmica. La
integracion de la Ec. 16 bajo la condicion n, =’ () para w = 0, da lugar a la

distribucién de Boltzmann:

n(F)=n) @) expl-ezw(®) /b, T] 1 (17)

donde n? () es la concentracion de los iones i lejos de la particula, kz es la
constante de Boltzmann, y 7 es la temperatura absoluta. Finalmente, la
ecuacion de Poisson nos dard la relaciéon entre el potencial y las

concentraciones ionicas:

Vi) = - LY e nl() exp{— ez""’(”} (18)

k,T

rs™0

siendo ¢,¢, la permitividad eléctrica del medio de dispersiéon. La Ec. 18

(ecuacion de Poisson-Boltzmann) es el punto de partida de la descripcidon de

Gouy-Chapman de la capa difusa.

Debe estar claro que no hay una solucidon general a esta ecuacion en

derivadas parciales, excepto en determinados casos, tales como (119, 120):
1. Una interfase plana, con potencial bajo. En este caso:
y=ye (19)

donde x es la longitud de Debye, y claramente es una medida del

espesor de la capa difusa. Su valor es:
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b

k,T
Kfl — 81‘380 B (20)

N

z e’z’n) ()

i=1

Para hacerse una idea de los valores tipicos de «’, es util la
siguiente formula practica para un electrolito 1:1 (N=2,z; =1, 7,
=-1) en agua a 25 °C como disolvente: ¥’ = 0.308 ¢’'* nm, si ¢ es
la concentracién molar de electrolito; n; = n, = 10° Nyc para un

electrolito 1:1.

2. Una interfase plana, en un electrolito simétrico z-valente (z; = -z, =

z) para un potencial arbitrario y:

J(x)=2In 1+e_ tanh(y,/4) 21
1—e “tanh(y,/4)
donde y es el potencial adimensional:
ze
y=2Y (22)

y puede darse una expresion similar para y,.

3. Una interfase esférica (radio a) a potenciales bajos (aproximacion

de Debye):
W) =y, (L) (23)

mientras que deben aplicarse soluciones numéricas o expresiones analiticas

aproximadas en otros casos. Esto se ilustra en la Fig. 22, donde se comparan
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las Ecs. 19 y 21 para la interfase plana; y en la Fig. 23, donde la solucion

aproximada (Ec. 21), se representa junto a resultados numéricos (121).

150

Potencial (mV)

50

Fig. 22: Distribucién del potencial en una interfase plana, calculado mediante la

formula aproximada de Debye-Hiickel [Ec. 19, (---)] y el calculo completo

[Ec. 21, (-)], para los valores de i, indicados. Electrolitos monovalentes.

Potencial adimensional (y)
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Fig. 23: Potencial adimensional en torno a una particula esférica en funcion de la
distancia reducida a la superficie, para electrolitos monovalentes. DH:

aproximacion de Debye-Hiickel; NUM: célculo totalmente numérico (121).

3.3. FENOMENOS ELECTROCINETICOS.
POTENCIAL ZETA.

Supongamos que se aplica un campo eléctrico paralelamente a la
interfase solido/disolucion de la Fig. 21, y que la superficie solida esta fija en
nuestro sistema de coordenadas. De lo expuesto anteriormente, debe haber
quedado claro que el liquido adyacente al sdlido tiene una carga eléctrica
neta, opuesta a la de la superficie. Parte de los iones de este liquido
probablemente estaran unidos fuertemente a la superficie mediante fuerzas
atractivas de corto alcance y pueden considerarse inméviles (esto es una
aproximacion; tales iones pueden ser moviles y, en tal caso, no es raro que su
movilidad tenga un valor proximo al del ntcleo de la disoluciéon); lo mismo
se admitird con respecto al liquido en esta region. Sin embargo, los iones y el
liquido externo podran ser desplazados por el campo externo: de hecho la
fuerza eléctrica actuard sobre los iones (principalmente, contraiones) y
arrastrara liquido en su movimiento. Se producird un movimiento relativo
entre el solido y el liquido: este es el fundamento del fenémeno

electrocinético.

El potencial existente en el limite entre las fases movil e inmovil es
conocido como potencial electrocinético o potencial zeta (). La localizacion
exacta (distancia S, en la Fig. 21) del también llamado plano de cizalladura
o plano de deslizamiento es un tema de investigacion y, de hecho, incluso la
existencia de este plano y del mismo potencial zeta son estrictamente una
abstraccion (122), ya que se basan en la aceptacion de que la viscosidad del
medio liquido varia discontinuamente desde infinito en la capa de Stern, a un
valor finito en la atmodsfera difusa. Una posible forma de salvar, al menos

formalmente, esta incertidumbre es suponer una variacion gradual de la
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viscosidad 7 desde la superficie hasta el inicio de la parte difusa (120, 122),
pero la verificacion experimental cuantitativa de tal variacidén no es accesible.
Como todos los tratamientos del fendmeno electrocinético se basan en la
existencia del potencial zeta, admitiremos el modelo de la variacion de la
viscosidad como razonablemente aceptable. Esto significa que las técnicas
electrocinéticas nos daran informacion sobre el potencial zeta, donde quiera
que este localizado. Tratar de extraer mas informacion es peligroso y muy

dependiente del modelo de doble capa elegido (120).

Los avances recientes de la teoria de los fendmenos electrocinéticos
(123-128) nos han permitido relacionar los efectos electrocinéticos
observados no solo con el potencial zeta, sino también con otros pardmetros
de la doble capa y con la existencia de una capa de Stern con iones capaces
de moverse bajo la accion de campos externos. Este numero creciente de
parametros a determinar requiere para su estimacion una investigacion
experimental bien planificada y, a menudo, experimentos utilizando

diferentes técnicas electrocinéticas.
3.3.1. Electroforesis: teoria elemental.

Los diferentes fendmenos electrocinéticos pueden distinguirse
mediante las fases movil-inmodvil, la naturaleza del campo aplicado y la
magnitud que debe ser determinada experimentalmente. Comentaremos
brevemente la técnica de la electroforesis, por ser la que hemos empleado en

nuestra investigacion.

Sea una particula esférica de radio a en presencia de un campo
eléctrico que, lejos de la particula, es E_. Se considera que la particula no es

conductora y tiene una permitividad eléctrica mucho menor que la del medio

de dispersion. Por el momento, también aceptaremos que la concentracion de
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electrolito es muy baja y que a es también muy pequefio, por lo que se da la

siguiente desigualdad entre el grosor de la doble capa (Ec. 20) y el radio:

K'>>q o0 ka<<l (24)
es decir, estamos en la aproximacion de la doble capa gruesa (o de Hiickel).
Debido a que la atmosfera de iones se extiende a lo largo de estas grandes
distancias, la densidad de carga en su interior serda muy pequefia y, por lo
tanto, el campo aplicado no provocara casi ningin movimiento de liquido en
torno a la particula. Como resultado, las unicas fuerzas que actuaran sobre

ésta son las fuerzas de arrastre de Strokes (FS) y la electrostatica (ﬁE) Como
la particula se mueve a velocidad constante (velocidad electroforética, v, ), la

fuerza neta debe ser nula:

135 =—6mnav,
_>E = Q_’oo
Fg+F, =0 (25)

En estas ecuaciones, 77 es la viscosidad del medio de dispersion, y O

es la carga total superficial de la particula. De la Ec. 25:

v, -2 F, (26)
6mna

Si recordamos que el potencial en la superficie (129), bajo la

condicion de la Ec. 24, es:

Viy=—L £ (27)

4ne g, a

la identificacion de V(a) con el potencial zeta (¢), da lugar a:




Capitulo 3. Propiedades eléctricas superficiales 91

v, :QMCEOO (28)
3 7

o la movilidad electroforética (z):

€. &
b= (29)
n

a la que se conoce como foérmula de Hiickel.

Consideremos la situacion opuesta, para la que también existe una

solucidn analitica, correspondiente a la doble capa delgada:
k'<<a o ka>>1 (30)

En este caso, los iones de la doble capa apantallan la carga superficial
en una distancia corta, lo que significa que, como hemos descrito antes, se
pierde la electroneutralidad en esta regioén. El campo provocara, por lo tanto,
movimientos del liquido cargado que afectaran al propio movimiento de la

particula: la solucion en este caso es mas complicada pero todavia posible.

Hasta el momento seguimos aceptando una particula esférica con un
potencial superficial constante (¢{); otra suposicion importante es que la
conductividad superficial de la doble capa eléctrica es lo suficientemente
pequeia como para tener una influencia despreciable en la distribucion del
potencial inducido por el campo. El problema se resuelve mejor si se utiliza
un sistema de referencia centrado en la esfera. Como en el laboratorio, el
liquido no se mueve lejos de la particula, la utilizacion de un sistema de
coordenadas fijo a la particula generard una velocidad del liquido igual a

—v,a grandes distancias.
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La Fig. 24 es un esquema de la situacion descrita. Admitiendo la
situacioén de doble capa, la velocidad tangencial del liquido a una distancia r
de la superficie de la particula [lo suficientemente grande cuando se compara
con el grosor de la doble capa, pero pequefia cuando se compara con el radio
de la particula (a >> r — a >> x')], puede estimarse si se conoce para una
interfase plana, y ademéas es mucho mas sencillo que el problema general. De
hecho, la distribucion de la velocidad tangencial del liquido con respecto a
una interfase s6lida plana con un potencial igual a £, bajo la accion de un

campo tangencial £, (115, 117, 123) es:
€€
V@) === ey lE (31)

donde x = r - a, y w(x) es la distribucion del potencial de la doble capa en
equilibrio. La Ec. 31 describe la distribucion x de la velocidad
electroosmdtica, y para distancias que exceden el grosor de la doble capa,

cuando y(x) — 0, la velocidad se denomina velocidad electroosmética (v ):
(32)

Utilizando la Ec. 32 para cualquier porcion casi plana de la doble capa

de nuestra particula esférica, podriamos escribir:

v5(0)= =2 2 LE, (0) (33)

donde v4(0) es la velocidad tangencial del liquido proximo a la superficie de
la particula, fuera de la doble capa plana y en una posicion caracterizada por

el angulo @ con la direccion del campo, donde el campo tangencial es E,(0).
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Teniendo en cuenta que el potencial 8\|1(17) debido al campo externo

en torno a la esfera viene dado por (129, 130):

3

E
Sy(F)=—E, rcos®— 2“;6; COS 00 (34)

el campo tangencial sera:

£(0)--1%Y

3 )
=-2F
20 .sin® (3%5)

r=a 2

m
g l

Fig. 24: Esquema del flujo de liquido en torno a una particula esférica cargada

negativamente. Lejos de la interfase, el liquido se mueve con una velocidad

constante —V, .

Por otro lado, fuera de la doble capa, la fuerza eléctrica neta sobre el
liquido es cero y, como no se aplica gradiente de presion, el flujo de liquido

debe tener una naturaleza potencial (131):

V()= -Ve(F) (36)
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donde ¢ es el potencial de velocidad. Como se trata de un fluido

incompresible (Vv =0), el potencial de velocidad obedece la ecuacion de

Laplace:

V=0 (37)

La velocidad normal del liquido (la componente radial de V@) debe ser cero

en la superficie de la particula:

=0 (38)

r=a

V.9

Las Ecs. 37 y 38 tienen versiones formalmente idénticas para el potencial

eléctrico:
V38w =0
v (39)
Vr&lf r=a 0

por lo tanto, el potencial de velocidad en el exterior de la doble capa debe

tener una dependencia de la posicion similar a la de oy (Ec. 34):

3
@y, 7 (40)

<
Il
|
<l
8
N
|

N |—

donde v, es la velocidad uniforme del liquido lejos de la particula (al igual

que E_ era el campo externo uniforme). Utilizando las Ecs. 33, 35 y 40:

1 Et 3 . rs80 |: 3 . :|
N T & = — =Y —-=2F 41
, ae r=a 2 valne VS g 2 0OS’U’IO ( )
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por lo tanto, la velocidad del liquido lejos de la particula podra ser:

v, =—SnS0 R (42)
n

La Ec. 42 es conocida como la ecuaciéon de Smoluchowski para la

electrodsmosis.

Volviendo al laboratorio, la velocidad electroforética de la particula

sera v, =—v,_:

0 *

. £,&

I

v :—QE

) ., (43a)
n

y, de aqui, se obtiene la féormula de Smoluchowski para la movilidad

electroforética:

g (43b)

A partir de toda esta deduccidn, estard claro que la Ec. 43b es valida

para cualquier geometria a condicion de que (132, 133):

1. La particula dispersa adquiera carga superficial, que se compensa

mediante un exceso de carga de signo opuesto en el medio.

2. La particula sea rigida y de forma arbitraria, con potencial
eléctrico superficial uniforme () con respecto al liquido lejos de

la interfase.
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3. Las dimensiones de la particula sean tales que el radio de curvatura
de la interfase en cualquier posicion sea mucho mayor que el

grosor de la doble capa.

4. La particula no sea conductora.

5. Los efectos de la conductancia superficial sean despreciables.

6. La constante dieléctrica y la viscosidad del medio sean
independientes de la posicion (ver, sin embargo, las Refs. 133-

136).

7. El campo aplicado, a pesar de estar deformado por la presencia de
la particula, se suma vectorialmente al campo local en equilibrio

de la doble capa.

3.3.2. Electroforesis: tratamientos mas elaborados.

Henry (137) fue el primer autor que elimino6 la restriccion 3 anterior, y
resolvio el problema para esferas (también para cilindros infinitos) de
cualquier radio a, es decir, cualquier valor xa, aunque para pequeios
potenciales zeta, ya que se acepta que la Ec. 23 determina la distribucion de
potencial en la doble capa en equilibrio. Restringiéndonos al caso de la

esfera, la ecuacion de Henry para particulas no conductoras es:

¢f (ka) (44)

donde:
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_y, ka)  (ka)
flea)=1+ e St (45)

Una féormula aproximada para f(ka) ha sido publicada por Ohshima (130).

Una contribucion crucial para entender y evaluar la movilidad
electroforética y, en general, la fisica del fendmeno electrocinético se debid a
Overbeek (133, 138); Booth (139-141) también elabor6 una teoria que siguid
lineas similares, para esferas en ambos casos. Estos autores, fueron los
primeros en considerar que durante la migracion electroforética la doble capa
pierde su simetria original, y se polariza: la distribucion del potencial fuera
del equilibrio no es la simple adicion del creado por el campo externo en
torno a la esfera no conductora y el de la doble capa eléctrica en equilibrio
(142). El problema matematico es mucho mas complejo, y hasta la aparicién
de los ordenadores solo estaban disponibles teorias aproximadas (bajo ¢, gran
ka: ver Refs.: 133, 138-141). Los primeros tratamientos (numéricos) del
problema, validos para valores arbitrarios del radio, el potencial zeta, o las
concentraciones ioénicas, fueron elaborados por Wiersema y cols. (143) y

O’Brien y White (144).

Como no es relevante describir estos tratamientos, simplemente
mostraremos algunos resultados en la Fig. 25. La validez de la formula de
Smoluchowski para valores elevados xa y potenciales zeta de bajos a
moderados es claramente apreciable; también es evidente que el tratamiento
de Henry es valido para ¢ bajo, independientemente del grosor de la doble

capa.
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2.7 A e
ka=100 —»~ , e

ue(pms'1Ncm'1)
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¢ (mV)

Fig. 25: Movilidad electroforética vs. potencial zeta para particulas esféricas de
radio a = 100 nm y para ka = 1, 25 y 100 en disoluciones de KCI. Linea discontinua
(---): ecuacion de Smoluchowski; lineas discontinuas-punteadas (---): formula de

Henry (137); lineas continuas (—): teoria de O'Brien y White (144).

3.4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

La determinacidon de las movilidades electroforéticas de las distintas
suspensiones se llevo a cabo utilizando un dispositivo Malvern Zetasizer

2000 (Malvern Instruments, Inglaterra), basado en el andlisis de la
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autocorrelacion de la luz laser dispersada por las particulas en movimiento.
Este aparato permite determinar gz, con errores del 5 % o menores, y la
temperatura es mantenida constante (hasta = 0.2 °C) utilizando un modulo

Peltier.

Las suspensiones estudiadas tenian una concentracion de particulas
aproximada del 0.1 %. Antes de preparar la suspensién se fijaba la
concentracion de electrolito deseada y se ajustaba, en su caso, el pH con
HNOs; o KOH. Debido a la laboriosidad del ajuste de ciertos pH, la
preparacion de las suspensiones se realizé cuando estos eran estables, ya que
las diferentes particulas habrian estado demasiado tiempo en disolucién antes
de medir, con el consiguiente riesgo (fenomenos de oxidacion y de
degradacion, principalmente) para la estabilidad de sus propiedades eléctricas
superficiales, como posteriormente comentaremos. Las medidas se realizaban
a 25 °C, 24 horas después (excepto en los estudios de estabilidad),
comprobando y reajustando, si procedia, previamente el pH. Los datos
presentados son el promedio de 15 determinaciones, cambiando la muestra

cada tres.

3.5. EFECTO DEL pH Y DE LA FUERZA IONICA
SOBRE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA.

Debido a que las propiedades de los oOxidos son extremadamente
sensibles a las variaciones del pH, y esto no es esperable en el caso del
polimero debido a la naturaleza de los grupos responsables de su carga
(grupos de acido acrilico libres), primero centraremos nuestro estudio en el
efecto del pH sobre la movilidad electroforética () y el potencial zeta () de

las particulas.
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La Fig. 26 muestra ambos parametros en funcion del pH en presencia
de KNO; 107 M, para las particulas con una relacion mondémero/magnetita
4:3. La teoria de O'Brien y White (144) se utiliz6 para convertir los valores
de . a potencial . Como puede observarse, las particulas de magnetita
presentan un punto isoeléctrico o pH de potencial zeta zero bien definido en
las proximidades del pH = 7. Este resultado concuerda con las
determinaciones previas de otros autores (145), pero no se observa en las
particulas de polimero, que presentan una carga superficial neta negativa en
todo el intervalo de pH estudiado (de 4 a 9). Sélo a pH inferiores a 4 los
datos sugieren la presencia del pH de potencial zeta cero. Esto es debido al
menor grado de disociacion de los grupos acrilicos libres a este pH (146).
Estas grandes diferencias entre el comportamiento electrocinético de los
nucleos y el polimero convierten a la electroforesis en una herramienta muy
util para comprobar cualitativamente la eficacia del recubrimiento. De hecho,
la Fig. 26 muestra claramente que las particulas compuestas presentan un
comportamiento casi idéntico a las de polimero puro. El recubrimiento
polimérico oculta muy eficazmente el nucleo magnético, haciendo que la
superficie de las particulas compuestas sea indistinguible de la de las

particulas de polimero (96).

Para confirmar los resultados descritos, realizamos la determinacion
de la movilidad en funcion de la concentraciéon de KNO; a pH = 5, siguiendo
la misma metodologia. Los resultados de este analisis se representan en la
Fig. 27, y de nuevo la similitud entre la electrocinética del polimero y de las
particulas compuestas, y las diferencias respecto a la magnetita se observan

claramente (96).

También empleamos la determinacion electroforética, siguiendo la
misma rutina, para comprobar de forma independiente las caracteristicas del
recubrimiento cuando cambia la cantidad inicial de mondmero en el medio de
polimerizacion. La Fig. 28 muestra los resultados obtenidos: es clara la

evolucion de la movilidad electroforética de las particulas compuestas hacia
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la de las particulas poliméricas, al aumentar la proporcion del peso de
mondmero, principalmente en relaciones por encima de 1:1. Estos resultados
justifican la seleccion de las particulas con proporcion de mondémero y
magnetita 4:3 para la realizacion de nuestros experimentos, ya que se puede
considerar que el recubrimiento es Optimo y, ademas, el nimero de ntcleos

magnéticos recubiertos es elevado (96).
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Fig. 26: Movilidad electroforética (a) y potencial zeta (b) de magnetita (m),
poli(etil-2-cianoacrilato) (®) y particulas compuestas (A ) en funcion del pH,

en presencia de KNO; 107 M.
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Fig. 27: Movilidad electroforética (a) y potencial zeta (b) de magnetita (m),
poli(etil-2-cianoacrilato) (e) y particulas compuestas (A) en funcion de la

concentracion de KNOs, a pH = 5.
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Fig. 28: Histograma de las movilidades electroforéticas de las particulas
compuestas, para diferentes pesos relativos de monémero y magnetita en la

suspension inicial.

3.6. ESTABILIDAD DE LAS PROPIEDADES
ELECTRICAS SUPERFICIALES.

3.6.1. Estabilidad del recubrimiento polimérico.

La electroforesis parecia también util como método para comprobar la
velocidad a la que el polimero se degrada (liberando formaldehido, porciones
acidas y etanol) y deja zonas cada vez mayores de magnetita expuesta a la
disolucion. Se ha demostrado que la degradacion del polimero en agua (73),
como trataremos mas adelante, es debida a un ataque inicial de los iones
hidroxilo, dando lugar a la reaccion reversible de Kndvenagel, con la

formacion de formaldehido (hidrolisis de las uniones carbon-carbén); y a una
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reaccion de hidrolisis tipo ester con la formacion de porciones acidas (acido
policianoacrilico, principalmente), responsables de la acidificacion del
medio. Como se muestra en la Fig. 29, este es un proceso lento al pH de estos
experimentos (pH = 5) ya que son necesarias unas 200 horas para que las
movilidades de las particulas compuestas se aproximen a las de la magnetita
en agua. Por otro lado, la degradacion del recubrimiento polimérico provoca
a partir del segundo dia un marcado descenso del pH del medio, desde 5
hasta 4.4, como consecuencia de la generacion de fragmentos acidos. Es
interesante destacar coémo la electrocinética hace intuir la velocidad de
degradacion, un aspecto fundamental cuando se analiza el mecanismo por el
cual el farmaco transportado por las particulas es liberado en el lugar deseado

(96).

0’0 | | | | //// | | | |
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Fig. 29: Evolucion en el tiempo de la movilidad electroforética de las particulas

compuestas en agua.
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3.6.2. Magnetita.

Por otro lado, también hemos analizado el efecto del envejecimiento
superficial sobre las propiedades electrocinéticas de la magnetita. Debido a la
elevada superficie especifica de estas particulas, el contacto entre la
superficie y el medio de dispersion acuoso involucra una superficie muy
elevada y, por lo tanto, la interfase es muy reactiva, principalmente mediante
oxidacién, pero también mediante la formacion de complejos con los iones en
disolucion, lo cual de hecho puede alterar significativamente la densidad
superficial de carga (117, 147). En nuestro sistema coloidal nos centraremos
en el proceso de oxidacidon, que puede transformar la superficie de un
material en otro diferente tras el envejecimiento. Como consecuencia, la
reproducibilidad de las medidas electrocinéticas y su interpretacion puede ser

dudosa, a menos que se tomen las precauciones apropiadas.

Debido a su similitud estructural, la magnetita y la maghemita (y-
Fe,03) son facilmente inter convertibles. Ambos son compuestos basados en
redes fcc (cubicas centradas en las caras) de atomos de oxigeno: en la
magnetita, los iones Fe?™ ocupan huecos octaédricos, mientras que los iones
Fe’" estan distribuidos entre los huecos octaédricos y los tetraédricos. La
oxidacion de la magnetita puede dar lugar a maghemita en la que todos los
cationes son Fe’" y ocupan espacios tetraédricos y octaédricos de una manera
aleatoria (148). De hecho, la maghemita es quimicamente mas estable que la

magnetita, y esta Gltima se transforma facilmente en la anterior (149, 150).

Hemos realizado una investigacion electrocinética de este proceso de
envejecimiento. Para ello analizamos los efectos de la fuerza ionica y del pH
sobre la movilidad electroforética de la magnetita sintética, con especial
énfasis en la evolucidn con el tiempo de las propiedades de la interfase. Las
técnicas electrocinéticas son muy sensibles a la contaminacion superficial
progresiva mediante oxidacion. Como la maghemita es la forma mas estable,

los resultados se compararan con los obtenidos para la maghemita comercial
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(Maghemita, pureza > 99 %, Sigma-Aldrich Quimica, S. A., Espafia). La
electroforesis puede detectar la presencia de incluso pequefias impurezas
superficiales que pueden hacer imposible obtener informaciéon sobre las
propiedades superficiales primitivas de los o6xidos de hierro de

(normalmente) maxima pureza comercial.

Las propiedades electrocinéticas, en funcion del pH y de la fuerza
ionica, se determinaron siguiendo la misma metodologia descrita
anteriormente. En la Fig. 30 se representa la evolucion temporal de las
determinaciones de la movilidad electroforética en funcion del pH, siempre
en KNOs 10° M, a lo largo de diversos dias tras la preparacion de las
suspensiones. Es destacable como el punto isoeléctrico cambia desde pH =
6.5 a pH = 5.5 en s6lo 7 dias. Esta curva continla cambiando en pos de
valores mas negativos durante mdas de tres semanas. Estos efectos de
envejecimiento son menos importantes por encima del punto isoeléctrico, y
podemos decir que se obtiene un valor muy reproducible de g, cuando el pH
se fija a un valor por encima de 7, para cualquier tiempo desde el que la
suspension fue almacenada. La magnetita sintética a pH basico parece ser un

buen material de referencia para la electroforesis (151).

En la Fig. 30 hemos incluido la curva de u frente a pH de la
maghemita comercial: la curva es bastante similar a la de la magnetita entre
los dias 7 y 14. Esta es una confirmacién cualitativa del proceso quimico de
oxidacidn caracteristico de la magnetita: como ya se ha mencionado (148,
152) la etapa final de la oxidacion de magnetita es la maghemita. Esto quiere
decir que la evolucion de la movilidad observada en la Fig. 30 debe ser el
resultado de la transformaciéon de magnetita en maghemita debida a la
oxidacion. De acuerdo con las Refs. 152 y 153, el punto isoeléctrico de un
o6xido metalico decrece con la carga del cation. Como en la magnetita

. 2+ + . . , . +
coexisten el Fe*" y el Fe'*, mientras que en la maghemita s6lo existe Fe’ en
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la estructura cristalina, se espera un descenso del punto isoeléctrico tras la

oxidacidn, lo que puede explicar nuestros resultados.

My (pms'1/ ch'1)

Fig. 30: Evolucion con el tiempo de la x4, de la magnetita en funcion del pH,

en presencia de KNO; 107 M.

En la Fig. 31 representamos la curva de . frente a la concentracion
i6nica de KNOs, y se confirma la tendencia de g a disminuir con el
transcurso del tiempo desde la preparacion de las suspensiones, que ya se
observo con el pH, es decir, se confirma la existencia de un envejecimiento
de las suspensiones. A bajas concentraciones de KNOs, este efecto es muy
claro ya que u. se hace cada vez méas negativa. Sin embargo, a altas
concentraciones (> 102 M), la gran cantidad de iones adsorbidos en la

superficie de la magnetita parecen retardar este proceso.
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Por lo tanto, podemos decir que la magnetita es intrinsecamente
inestable en agua, desde el punto de vista de sus propiedades eléctricas
superficiales, por lo que el potencial zeta y la movilidad electroforética deben

aportar informacidén siempre sobre las caracteristicas de envejecimiento del

material (ademas de la fuente, método de preparacion, etc.) (151).
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Fig. 31: Evolucion con el tiempo de la x, de la magnetita en funcion de la fuerza

idnica, a pH = 5.
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4.1. INTRODUCCION.,

En este capitulo pretendemos la identificacion y cuantificacion de las
interacciones en la interfase particula/medio acuoso, usando una teoria
termodinamica de la tension superficial o energia libre de los sélidos. Con este fin
usaremos un modelo termodindmico que incluye las interacciones de van der
Waals y 4cido-base entre las particulas, o entre ellas y el medio de dispersion. El
modelo permite caracterizar el solido mediante tres componentes de su energia
libre superficial: y"" (Lifshitz-van der Waals, representativa de las interacciones
no polares o dispersivas de la interfase), 7  (aceptor de electrones o 4cido de
Lewis) y % (donante de electrones o base de Lewis). Estas dos ultimas
contribuciones (polares) contienen informaciéon sobre interacciones de corto
alcance, a las que se suele llamar fuerzas de solvatacion, estructurales o, en caso

de medio acuoso, fuerzas de hidratacion.

Se estimara asi la importancia de las contribuciones no electrostaticas al
balance total de la energia de interaccion entre las particulas de los sistemas
analizados. Para llevar a cabo esta estimacion, se utilizaran datos experimentales
de los angulos de contacto formados por liquidos seleccionados con nuestros tres
tipos de sistemas (nlcleo magnético, recubrimiento polimérico y particula

compuesta).

Se prestara en este capitulo especial atencion al analisis comparativo de la
energia libre superficial de los diferentes tipos de materiales puros: particulas
compuestas, magnetita (nucleo) y poli(etil-2-cianoacrilato) (recubrimiento).
Finalmente, se realizara una estimacion del mecanismo de formacion del

recubrimiento polimérico en los nicleos magnéticos.
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4.2. INTERACCIONES SUPERFICIALES.

La principal interaccidon interfacial a tener en cuenta entre particulas
coloidales cargadas, inmersas en un medio acuoso, es la interaccion electrostatica
(EL), que nos da idea del alcance e intensidad de la repulsion eléctrica. Pero,
ademas, existen otras interacciones entre las moléculas que constituyen las
distintas fases en disolucioén y que pueden adquirir valores significativos. De entre

ellas vamos a considerar, como mas significativas, dos:

e Las interacciones dispersivas, denominadas asi debido a su relacion
con fenémenos de dispersion de luz en el visible y ultravioleta. Son
también conocidas como interacciones electrodinamicas o Lifshitz-van
der Waals (LW) y estaran siempre presentes, al igual que sucede con la
interaccion gravitatoria. El modelo clasico DLVO (Derjaguin-Landau-
Verwey-Overbeek) las considera, junto con la interaccion
electrostatica, responsables de la energia total de interaccion entre

particulas.

e Otras interacciones no dispersivas (fuerzas de solvatacion,
estructurales y de hidratacion) denominadas en general, interacciones
no-DLVO: electrén-donante/electron-aceptor, o acido-base de Lewis
(AB). El modelo teodrico que nos permitira analizarlas es el desarrollado

por van Oss y cols. (154).

4.2.1. Interacciones dispersivas.

Van der Waals fue el primer autor que sugiri6é que en los liquidos y gases
no ideales, existe entre 4tomos y moléculas una interaccion de naturaleza diferente
de la electrostatica, a la que posteriormente se denominé interaccion de van der
Waals. Mas adelante, numerosos investigadores analizaron la naturaleza de esta

forma de interaccion: Keesom (155), Debye (156) y London (157). Seglin estos




Capitulo 4. Termodindmica superficial 113

autores, cuando dos atomos o moléculas se encuentran en el vacio, se pueden

considerar tres contribuciones diferentes a la interaccion de van der Waals:

a) Interacciones entre dipolos permanentes o fuerzas de orientacion,
descritas por Keesom. La energia es proporcional a la cuarta potencia

del momento dipolar (u):

o (46)

V R s
Keesom kB Tl 6

siendo kp la constante de Boltzmann, 7 la temperatura absoluta y /

la distancia interatomica (158).

b) Interacciones entre dipolos permanentes y dipolos inducidos en otros
atomos o moléculas (fuerzas de induccion de Debye). La energia de
Debye es proporcional a la polarizabilidad (&) y al cuadrado del

momento dipolar (x):

o
VDebye == = (47)

c) Interacciones producidas entre dipolos instantdneos originados por
fluctuaciones de carga eléctrica y dipolos inducidos (fuerzas de
dispersion de London). La energia de London es proporcional a la

energia caracteristica (4V) y al cuadrado de la polarizabilidad (@):

__i 0(2}1\’ (48)

London ~— 4 16

Como vemos, el conjunto de estas fuerzas dispersivas entre atomos o
pequefias moléculas disminuye muy rdpidamente con la distancia entre

particulas (/), dada su dependencia con /° en el vacio.
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Las interacciones de London son universales y aparecen entre
cualquier par de 4tomos o moléculas en fase condensada, siendo en este caso
su contribucién muy superior (159) a las de Keesom y Debye, que requieren
que haya dipolos permanentes (160, 161). En efecto, Chaudhury (162)
demostrd que, macroscopicamente, las interacciones en fase condensada son
principalmente de dispersion (London-van der Waals), siendo la contribucion
neta de las otras dos formas del orden del 2-3 % del total de la energia de
interaccién dispersiva. En todo caso, se ha demostrado, usando el
planteamiento de Lifshitz (163), que para sistemas macroscopicos, las
interacciones van der Waals-Keesom y van der Waals-Debye se pueden tratar
de igual forma que las interacciones van der Waals-London (161). Por eso,
todas ellas se pueden agrupar dentro del conjunto de interacciones
electrodindmicas, denominadas genéricamente interacciones Lifshitz-van der

Waals (LW).

Debe recordarse que aunque las interacciones dispersivas son débiles
en comparacion con las electrostaticas responsables del alcance i6nico o del
covalente, se ha podido comprobar que afectan de forma considerable a un
variado conjunto de fendmenos relacionados con los sistemas de particulas
coloidales, tales como adhesion, adsorcion, agregaciéon de particulas en
suspension o estructura de macromoléculas condensadas, como polimeros o
proteinas (164). Resumiendo, las caracteristicas esenciales de estas

interacciones son:

1. Pueden ser efectivas entre 0.2 y 10 nm de distancia.

2. Pueden ser tanto atractivas como repulsivas: en general son atractivas,
pero (como ya indicO Hamaker) para particulas de materiales
diferentes inmersas en un liquido, pueden ser repulsivas.

3. Son fuerzas no aditivas, pues la interaccion dispersiva entre dos

sistemas fisicos se ve afectada por la presencia de otros cercanos.
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Matematicamente, es posible obtener mediante un término global, la
contribucion a la tension superficial de todas las interacciones de tipo dispersivo.
Se realiza mediante la teoria de Lifshitz de la atraccion entre sistemas
macroscopicos (165, 166) y se denomina componente LW o Lifshitz-van der
Waals (") a la componente de la tension superficial o energia libre superficial

asoclada a estas interacciones.

4.2.2. Interacciones no-DLVO.

Hay una serie de fendmenos, relacionados con la estabilidad coloidal, que
no se pueden explicar s6lo mediante la interaccion electrostatica entre dobles
capas eléctricas y las fuerzas de van der Waals. Asi, por ejemplo, el hinchamiento
espontaneo de arcillas secas cuando estan en contacto con agua (167). Tampoco se
explica por qué las dispersiones de silice no coagulan en el punto isoeléctrico en
el seno de disoluciones salinas concentradas (168). En nuestro grupo de
investigacion se han encontrado comportamientos similares en suspensiones ZnS
(169) o de latex de etilcelulosa (170), y en general aparecen en la bibliografia

numerosas observaciones de esta naturaleza en los tltimos afos (171, 172).

Por eso, ha sido necesario introducir las denominadas fuerzas no-DLVO
(cuyo alcance es del orden de pocos nanometros), entre las que se incluyen la
repulsion “hidroéfila”, la atraccion “hidréfoba”, los enlaces de hidrogeno, los
enlaces 7, o la presién osmdtica en suspensiones muy concentradas de polimeros.
De todo este conjunto de fuerzas, las mas conocidas son las que tienen su origen
en la solvatacion de las superficies (por lo que se denominan “estructurales”),
pudiendo ser atractivas (efecto “hidrofobo”), repulsivas (efecto “hidréfilo”) e
incluso oscilatorias. Son interacciones de tipo polar y pueden llegar incluso a
alcanzar un valor dos o6rdenes de magnitud superior a las interacciones EL y LW.
Analizaremos a continuacion los aspectos fisicos fundamentales de estas fuerzas

no-DLVO.
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A diferencia de las teorias sobre las fuerzas de van der Waals y de
interaccion entre dobles capas, que son teorias del continuo basadas en las
propiedades macroscopicas del medio liquido (por ejemplo, su constante
dieléctrica, densidad o indice de refraccion), las fuerzas no-DLVO actian a
pequenias distancias de la interfase, y los valores de estas magnitudes son
diferentes de los que adquieren en el seno del liquido. Por tanto, el potencial de
interaccion entre moléculas situadas a esas distancias, puede ser muy distinto del
esperado en teorias del continuo [asi, la densidad en el caso de los liquidos
contenidos entre dos paredes muy proximas entre si es oscilatoria, con una

periodicidad del orden de magnitud del tamafio molecular (164)].

Si consideramos un modelo liquido formado por moléculas esféricas, su
solvatacion (o estructuracion) en torno a una molécula de soluto o incluso del
propio disolvente vendrd determinada, principalmente, por la geometria de las
moléculas y su capacidad de empaquetamiento. Cuando las interfases presentes
son liquido-liquido o s6lido-liquido, se presentan claras oscilaciones de densidad,
pero en el caso de una interfase liquido-vapor, tales oscilaciones no existen, como

ha demostrado Israelachvili (164).

Si se trata de dos interfases separadas una distancia determinada, el efecto
es aun mas notable. So6lo con consideraciones geométricas, sin tener en cuenta
interacciones atractivas entre las moléculas de disolvente y las paredes, las
moléculas se ven forzadas a acomodarse entre las dos superficies, siguiendo un
cierto ordenamiento, que origina la fuerza oscilatoria de solvatacion. Este
comportamiento ha sido estudiado en los trabajos del grupo de Israelachvili (173-

175).

La situacion es mucho mas compleja en los sistemas fisicos reales, pues
las moléculas de liquido no son esféricas; interaccionan mediante potenciales
anisotropos y, ademas, las interfases no son estrictamente lisas (desde un punto de
vista atdbmico). En el caso de existir interaccion atractiva entre la superficie y las

moléculas de liquido adyacentes, el empaquetamiento molecular descrito sera mas
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denso, y la fuerza resultante entre las fases solidas, aunque oscilatoria, tiene una
componente repulsiva de largo alcance. Si, por el contrario, la interaccion
superficie-liquido es mas débil que la interaccion liquido-liquido, la fuerza de

solvatacion oscilatoria tiene una componente mondtona atractiva.

La capacidad del agua para formar enlaces de hidrdgeno, parece estar
relacionada con las repulsiones hidrofilas y atracciones hidréfobas. En el primer
caso, la intensidad de la repulsion vendria dada por la energia necesaria para
romper los enlaces entre las moléculas de agua y la superficie sélida. De igual
forma, si la superficie es hidrofoba, el enlace de hidrogeno entre la misma y las
moléculas de agua serd muy débil o inexistente. La orientacion de las moléculas
en las proximidades de tal superficie es desfavorable desde el punto de vista
entropico. Las moléculas de agua, prefieren entonces enlazarse entre si y “salir”
de la region donde se da esta restriccion, produciéndose asi una reduccion de la
energia libre superficial del sistema y una atraccion neta entre las superficies

solidas.

A la componente de la tension superficial de estas interacciones no
dispersivas, se le engloba en un término general que se suele denominar 4cido-

base (7).

4.2.3. Contribuciones a la energia libre superficial. Teoria de van Oss,

Good y cols.

1. Tension superficial.

Para poder predecir el valor que adquieren las interacciones ya descritas en
este capitulo [Lifshitz-van der Waals (LW) y acido-base (4B)] es necesario hacer
previamente una caracterizacion termodindmica de la superficie. Para ello,
consideraremos el proceso reversible de acercar dos sistemas fisicos en el vacio,
formados por un so6lido o liquido, 7, hasta formar una fase continua (entran en

contacto superficies iguales unitarias) (176). Se denomina energia libre de
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cohesion (AG¢ ;) a la variacion de energia libre que tiene lugar en el proceso, y
trabajo de cohesion al opuesto de esta magnitud; a partir de ella podremos definir

la tension superficial (o energia libre superficial) del material / (y;) de la forma:

AGC,I = _Wc,l = -2y, (49)

indicando el factor 2 que al unir las dos superficies de los sistemas fisicos

desaparecen dos interfases.

Si se considera un proceso también reversible, igual al anterior, pero con
dos sistemas fisicos de materiales diferentes, / y 2, se habla de adhesion, siendo
AGy ;2 la energia libre de adhesion 'y W, ;;, el trabajo de adhesion. En este caso, se
destruyen las interfases /-vacio y 2-vacio, pero se crea la /-2. Se define entonces

la tension interfacial (;,) mediante:

AGA,IZ =W, =YY", (50)

conocida como ecuacion de Dupré (177).

Cuando se unen dos sistemas fisicos como los descritos, de materiales

diferentes / y 3, en un medio liquido 2; desaparecen las interfases /-2y 3-2,

y se crea la interfase /-3, con lo que la ecuacidén de Dupré queda de la forma:

AG =Y =Y — ¥ (51)

Esa variacion de energia libre serd una medida de la energia de
interaccion entre los sistemas / y 3 en el medio 2. Si / y 3 son el mismo

material, /, en el medio 2:

AG, =-2y,, (52)
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Este es el caso de interaccidon entre particulas idénticas en suspension en un

medio liquido.

La energia libre interfacial estd relacionada con las fuerzas de
interaccidon que las superficies de las fases / y 2 se ejercen entre si (cohesion)
o con la otra fase (adhesion). La caracterizacion termodindmica superficial de
nuestros sistemas fisicos, nos permitira determinar los valores de energia
libre superficial e interfacial y, a partir de ellos, evaluar la naturaleza y

alcance de las interacciones de origen no electrostatico en la interfase.

2. Modelo de van Oss, Good y Chaudhury.

Las investigaciones mas recientes acerca de la tension superficial y
sus componentes, han sido realizadas por van Oss (178, 179), van Oss y
Good (180), van Oss y cols. (154, 181-184). La ecuacidén que constituye la
base para el desarrollo de su modelo es la que expresa la tension superficial
total de cualquier fase, como suma de dos contribuciones o componentes, que
son las asociadas a interacciones Lifshitz-van der Waals (LW) y acido-base

(AB):

A
n=n o+ (53)
El siguiente paso es postular una regla de combinacion para calcular la
contribucion del cardcter 4cido y bésico a las energias libres de adhesion a

través de la interfase o a la energia interna de cohesion de una fase.

La Ec. 53 se puede hacer extensiva a la energia libre de la interfase

1/2:

Yo = V1L2W + YlAzB (54)
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A continuacion, se expresara matemdaticamente cada uno de los dos
sumandos de la tension superficial de la Ec. 54. Utilizando la regla de Good-

Girifalco (158, 185), el primer término y;,"” queda de la forma:

T = (\/va —\/véw)z =1+ =2y (55)

La obtencion del segundo sumando (7;*%) no puede hacerse mediante
la regla anterior, pues como ya indico6 Fowkes (179) no es aplicable a las
interacciones 4B, que son esencialmente asimétricas. Se postula entonces (y
esta es la contribucion esencial de estos autores) la siguiente regla de

combinacién para la componente AB de la tension interfacial:

i = 2(\/%*%‘ VY — Y — Y )= 2(\/Z - \/ZX\/Z - \/Z) (56)

donde y "y y representan, respectivamente, la contribucién electrén-aceptor
(acido de Lewis) y electron-donante (base de Lewis) a la tensioén superficial

de la fase i. La Ec. 56 para una fase queda de la forma:

v =2\v/7, (57)

Sustituyendo la Ec. 57 en la Ec. 53:

Yo=1 + 2477 (58)

Sustituyendo las Ecs. 55 y 56 en la Ec. 54, y teniendo en

consideracion la Ec. 58, se obtiene:

o =1 +7: = 20 ) - 2l ) - 20 iys) (59)
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que expresa la tension interfacial entre las fases / y 2.

Es usual hacer una clasificacion de las sustancias en funciéon de los
valores que adquieren las componentes acido y base de Lewis: bipolares, si
las moléculas se comportan como acidos y bases de Lewis simultdneamente;
monopolares, cuando una de esas dos componentes (4cido o base) es
despreciable o nula frente a la otra; y apolares si se anulan ambas

componentes.

Como se puede observar, si una sustancia es monopolar, no existe el

, . AB .« . . . , .
término »%°°, y la tension superficial total ();) es entonces igual al término
LW. No obstante, tales sustancias pueden interaccionar fuertemente con
materiales bipolares y materiales monopolares de polaridad opuesta, a pesar

de la aparente naturaleza apolar de su tension superficial.

Ambas interacciones LWy AB entre dos cuerpos idénticos o entre dos
diferentes en el vacio, son siempre atractivas. No obstante, cuando estan
inmersos en un liquido, puede surgir una interaccion repulsiva. Con respecto
a la interaccion LW, solamente aquella que tiene lugar entre dos materiales
diferentes / y 3, inmersos en un liquido 2, puede ser repulsiva (159, 186-
188), siempre que la componente apolar del liquido ("), cumpla: y*"

<t < M (183, 189).

En cuanto a la componente 4B, la interaccidn neta entre dos cuerpos
polares en un medio liquido puede ser repulsiva, siempre y cuando los dos
cuerpos sean del mismo material (179) y se verifique que los valores de " y
7 del liquido estén comprendidos entre los valores de y" y 7 del material

polar.

El punto importante que queremos resaltar por su significacion en la

determinacion de la energia total de interaccion entre dos particulas




122 Capitulo 4. Termodinamica superficial

coloidales, es que el conocimiento de y*” y »” para las fases implicadas
permite calcular dicha energia. En efecto, la energia libre de interaccion (por
unidad de superficie) entre dos particulas de material / inmersas en la fase 2

sera:

AGy,, =-2y,, = —2(\/Yf7 s )z - 4(% Y Y Y A ) (60)

Noétese que un valor positivo de AG;,; implicaria una repulsion neta

entre las superficies (presion de hidratacion o interaccion hidrofila).
Teniendo en cuenta que AG| es siempre negativo, el caracter atractivo o
repulsivo de la interaccion, representado por el valor de AG,»;, dependerd de
la contribucion acido-base AGs: . En medio acuoso, la componente 4B de la

energia de cohesion del agua, debido a sus enlaces por puentes de hidrogeno
es 102 mJ/m?, valor lo suficientemente elevado como para imponer un efecto
atractivo neto entre superficies de particulas apolares o débilmente polares

(efecto hidrofobo).

En otras ocasiones, como sucede en especial con las superficies
monopolares (183) (y= #"; ¥*# = 0, usualmente y" =0y ¥ = 0), el elevado
valor del caracter basico de estas superficies las hace muy hidrofilas,
existiendo fuertes interacciones repulsivas (presion de hidratacion), por la

+\1/2
)

presencia del factor (y; 7 LW‘ :

, y por tanto se verifica que ‘AG{;ﬂ > ‘AG121

Desde este punto de vista, el modelo de van Oss propone una
interpretacion de las interacciones de solvatacion, segun la cual, dichas
interacciones tienen su origen en intercambios AB (&cido-base de Lewis)
entre la superficie de las particulas dispersas y el medio de dispersion (agua,
generalmente). En ambos casos, la componente 4B del cambio de energia
libre de Gibbs asociado a dicha interaccidn, seria la fuerza termodinamica

responsable de la misma.




Capitulo 4. Termodinamica superficial 123

4.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

La tension superficial de un liquido y la tension interfacial entre dos
liquidos son dos magnitudes a las que se puede tener acceso experimental de
forma directa. Sin embargo, en el caso de los sélidos, es necesario recurrir a
medidas de otras magnitudes para poder obtener a partir de ellas los valores
de las tensiones superficiales. Junto con la técnica de penetracion de liquidos
en capa fina, la técnica de medida de éangulos de contacto es la mas
importante y habitual. Ambas han sido descritas con detalle en trabajos
anteriores (169, 190, 191). Sin embargo, nos centraremos en una breve
descripcion de la técnica de medida de angulos de contacto, ya que es la que

hemos utilizado en nuestra investigacion.

El sistema fisico al que se va a aplicar esta técnica esta constituido por
una superficie solida, una gota de liquido depositada sobre ella y el aire.
Mediante la medida del 4ngulo de contacto (6) entre la fase liquida y la
gaseosa que la rodea (interfase liquido-gas), se obtendran los valores de las
componentes de la tension superficial del sélido. La aplicacion de este
método estd restringida a los casos en los que la superficie del sélido sea

plana, homogénea y rigida a escala macroscopica.

La definicion termodinamica del dngulo de contacto viene dada por la
ecuacion de Young. Para una superficie solida, de las caracteristicas
mencionadas, sobre la que se deposita una gota de liquido puro, el angulo de
contacto de equilibrio es una magnitud Unica (192) que cumple la ecuacion

de Young:

Ysy =Yg =Y, €00 (61)
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donde ysy, ys. Yy o son, respectivamente, las tensiones interfaciales solido-
vapor y so6lido-liquido y la tension superficial del liquido. La Ec. 61 se puede

escribir de la forma:

Ys =Yg t7,C080+ T, (62)

donde ys es la tension superficial del sélido y 7, es la presion superficial (film

pressure), definida por:

T, =Ys = Vsv (63)

esto es, la presion bidimensional que ejerce el vapor adsorbido sobre la
superficie solida. En el caso de que ys sea superior a y;, esta adsorcidon
provoca una disminucién de la tension superficial del solido, hasta alcanzar,

en caso de saturacion, el valor de la tension superficial del liquido (193,

194).

Bajo estas condiciones limite, 7z, = y5 - 7. (195). En el caso contrario,
que corresponde generalmente a so6lidos de poca energia superficial, como los
utilizados en este trabajo, 7, es despreciable y la ecuacion de Young se puede

escribir:

Ys =Yg +7,c0s0 (64)

Un factor importante a considerar, en las medidas de angulo de
contacto, es el fendmeno de histéresis. Cuando una gota de liquido se
deposita sobre la superficie de un so6lido, se puede producir (dependiendo del
método utilizado) un avance (la gota se deposita sobre una superficie seca) o
una regresién (una vez depositada la gota, se retrae, desplazdndose sobre
zonas ya mojadas) de la gota, siendo los respectivos dngulos de contacto 6,

(avance) y 6, (retroceso). Se verifica que 6, es siempre inferior a 6,. Este
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fenomeno puede dificultar la estimacion del verdadero angulo de contacto,
pues existe una gran dependencia entre la amplitud de la histéresis y el
volumen de la gota utilizado. Este efecto se puede minimizar disminuyendo
el volumen de la gota de liquido. Nuestras medidas experimentales se han

realizado sobre el &ngulo de avance.

Good (196), justifica el fenémeno de la histéresis como una
consecuencia de las heterogeneidades de la superficie (los angulos de avance
supondrian una interaccidon preferente del liquido con las zonas de menor
energia superficial y viceversa). No obstante, un trabajo mas reciente (197)
explica los valores de los angulos de retroceso como consecuencia de la
disminucion de la energia superficial del so6lido, causada por la presidon

superficial asociada a la adsorcion del vapor del liquido utilizado.

Una vez medidos los dangulos de contacto, es posible determinar las
componentes de la energia superficial del solido. Sustituyendo en la Ec. 64 el

valor de ys; dado por la Ec. 59, se obtiene:

2V Y 24 vey, +24vsr) =7, (14 cos®) (65)

Midiendo los angulos de contacto formados por tres liquidos
diferentes, de los que se conocen las componentes de su tension superficial,
se puede establecer un sistema de tres ecuaciones como la Ec. 65, a partir del
cual se calculardn los valores de las componentes del sélido. Por lo general,

se suelen utilizar dos liquidos polares y uno apolar.

El analisis termodinamico superficial se ha efectuado en los tres tipos
de particulas sintetizadas: nucleo magnético (magnetita), recubrimiento
polimérico [poli(etil-2-cianoacrilato)] y particulas compuestas. Los liquidos
empleados son: agua doblemente destilada y desionizada de calidad Milli-Q

(Milli-Q Academic, Millipore, Francia), formamida (Carlo Erba, Italia) y
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diiodometano (Merck, Alemania). En la aplicacion del modelo de van Oss, se
utilizaron los datos bibliograficos recogidos en la Tabla 3, donde se especifican
los valores de las componentes de la tension superficial de los liquidos de prueba

utilizados (180).

Tabla 3: Componentes de la tensidon superficial de los liquidos utilizados en el

experimento de medida del angulo de contacto en mJ/m? y a 20 °C (180).

Liquido Y v Y Y
Agua 21.8 25.5 25.5 72.8
Formamida 39.0 2.28 39.6 58.0
Diiodometano 50.8 0.0 0.0 50.8

La medida de los éangulos de contacto se ha realizado mediante un
telegoniometro Ramé-Hart 100-0.7-00 (USA), que permite observar las gotas de
liquido depositadas sobre un solido. Este aparato dispone de un conjunto de
tornillos micrométricos que permiten los desplazamientos verticales 'y
horizontales del sustrato, asi como de un limbo graduado para la medida del
angulo con una precision de + 1°. El uso de una microjeringa Gilson permite

controlar el volumen de la gota depositada entre 2 y 4 pL.

La superficie del so6lido a estudiar se obtuvo por compresion del material
seco en una prensa hidraulica Spepac a una presion fijada de 148 MPa durante 5
minutos. Los comprimidos obtenidos presentaron un radio de 1.3 cm. Es
importante indicar la imposibilidad de lograr la determinacion de los angulos de
contacto en el comprimido de magnetita, debido a la rapidez con que era
absorbida la gota de liquido. Debido a esto y para confirmar los valores obtenidos
con los otros comprimidos, se volvieron a determinar los angulos de contacto de
los tres tipos de solidos sobre portaobjetos de microscopio. En esta ocasion, se
recubrié la superficie de estas placas de vidrio con una fina capa de sélido en
suspension de diclorometano (Panreac S.A., Espana) (5 % de so6lidos) para
garantizar la maxima homogeneidad de la superficie a obtener. Este disolvente se

evapora a temperatura ambiente, por lo que las mediciones obtenidas
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corresponden a los sélidos objeto de estudio. Este hecho se comprob6 al medir los
angulos de contacto de la superficie de vidrio tal cual y tras ser expuesta al
diclorometano: los datos obtenidos fueron los correspondientes al vidrio sin tratar,
en ambos casos. Debido a la rapida evaporacion del disolvente, se pudo realizar la
determinacion de los angulos de contacto a los pocos minutos de la preparacion de
las placas, una vez que se comprob6 la homogeneidad de la superficie obtenida y

que las gotas depositadas eran estables.

En la Tabla 4, se recogen los valores de dangulo de contacto obtenidos. Los
datos presentados son el promedio de 20 determinaciones realizadas a
25.0 £ 0.5 °C, midiendo sobre una nueva gota después de cada dos medidas.
Como puede observarse, estos resultados ponen de manifiesto la existencia de
diferencias significativas entre los tres tipos de particulas. Ademas, la
coincidencia entre las medidas obtenidas con las suspensiones en diclorometano y
los comprimidos confirma la validez de los resultados. Asi pues, para evitar
repeticiones 1innecesarias, a partir de este momento solo indicaremos los
resultados obtenidos con los comprimidos de los diferentes materiales, a

excepcion de la magnetita por las razones ya sefialadas.

Tabla 4: Angulos de contacto (grados) de los liquidos utilizados en las determinaciones
en placa (p) y en comprimido (¢), con magnetita, poli(etil-2-cianoacrilato) (PE-2-CA) y

particulas compuestas.

Sélido Agua Formamida Diiodometano
Magnetita 332 24.8+£2.2 124+22
PE-2-CA (p) 614 36.1+£2.2 46 +3
PE-2-CA (c) 62125 356 £1.7 449+19
Compuestas (p) 70.0 £2.5 374+1.2 455+14
Compuestas (c) 65t4 37+3 42 +3
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4.4. COMPONENTES DE LA ENERGIA LIBRE
SUPERFICIAL DE LAS NANOPARTICULAS.

Es la evaluacion de las componentes s, recogidas en la Tabla 5, la que
aporta una informacion fisica veraz sobre la termodindmica de los tres tipos de
superficies. Esta tabla confirma en gran medida nuestras estimaciones basadas en
las propiedades electrocinéticas: en particular, para cualquier componente
considerado, sus valores para las particulas compuestas son similares a los del
polimero (96). Ademas, a pesar de que la componente Lifshitz-van der Waals es la
menos afectada por el tratamiento superficial (como suele ser habitual, ver p.ej.:
Ref. 198), su valor para las particulas compuestas es casi el mismo que el del
polimero. Respecto a la componente electron-aceptor (ys "), a pesar de ser pequefia
en los tres casos, es virtualmente cero para la magnetita, y adquiere valores finitos
para el polimero y las particulas compuestas. La contribucidon electron-donante
() presenta un valor elevado en la magnetita, la cual es esencialmente un
material monopolar electron-donante, en el sentido dado al término por van Oss:
puede tener interacciones acido-base con fases de cualquier polaridad (3", ¥, o
ambas, diferentes de cero) pero las fuerzas AB no contribuyen a su energia libre de
cohesion. Esto es, en esencia, similar a lo que otros autores han obtenido para
diferentes compuestos inorganicos (169, 191, 199, 200). Es bastante general el
comportamiento monopolar en los materiales inorganicos, aunque Janczuk y cols.

(194, 195, 201) han encontrado un caracter bipolar en calconita y galena.

El valor de 5 para magnetita es mucho mayor que el encontrado para el
polimero y las particulas compuestas. Ademas, como en el caso de las
propiedades electrocinéticas, este andlisis termodinamico sugiere que el
recubrimiento es completo, ya que las componentes de js de las particulas

compuestas coinciden casi totalmente con las correspondientes al polimero puro

(96).
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Tabla 5: Componentes de la energia libre superficial de magnetita, polimero y particulas
compuestas. 7 es la componente Lifshitz-van de Waals; 5(y%) es la componente

electron-aceptor(electron-donante). Todos los valores estan en mJ/m”.

Sélido vs" s Vs
Magnetita 49604 0.060 £0.012 422+1.1
PE-2-CA 37.1 £ 1.1 2.12+0.20 12.7£1.9

Compuestas 385+ 1.6 1.8+£0.3 10+3

4.5. ANALISIS DE LA NATURALEZA
HIDROFILA/HIDROFOBA.

Como ya hemos mencionado, una caracterizacion termodindmica
exhaustiva como la descrita no so6lo tiene interés de por si, esto es, desde el punto
de vista fundamental. Las interacciones implicadas en la determinacion de la
energia libre superficial de los so6lidos se manifiestan en fendmenos como la
agregacion de particulas en suspension o su adhesion a diferentes sustratos. La
idea que subyace a nuestro estudio es que las metodologias empleadas, junto con
su base tedrica, permiten, por un lado, especificar completamente la componente
LW de la energia de interaccion entre particulas dispersas (contemplada, junto con
la repulsion electrostatica entre dobles capas, en la teoria clasica DLVO), y, por
otro lado, cuantificar igualmente las contribuciones no-DLVO a la energia total,
que se relacionan con la componente AB de la tension superficial tanto del sélido

en suspension como del liquido.
Consideramos aqui la importancia de los términos LWy AB de la energia

de interaccion entre las particulas descritas en este trabajo (fase /) en medio

acuoso (fase 2):

AG121 = AGlepr + AGS? (66)
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Haciendo uso de la Ec. 60, pueden obtenerse los valores de AGH] y
AG} que se muestran en la Tabla 6. En la misma, se puede apreciar que para
la magnetita, el intercambio energético debido a la componente LW es
bastante menor que el asociado a la componente 4B, siendo, ademads,
negativo. Por tanto, la variacion de la energia libre de interaccion total es

debida, principalmente, a la componente AB (198).

Tabla 6: Energia libre de interaccion entre las particulas y sus componentes 4B y

LW en medio acuoso.

Sélido AGEH! (mJ/m?) AG{E (mJ/m?) AG,,, (mJ/m?)
Magnetita -11.3+£0.3 28+3 16+3
PE-2-CA -4.0£0.5 219 -25+9

Compuestas -4.7+0.8 28 £8 -32+9

El hecho de que sea positiva la contribucion 4B, en el caso de la
magnetita, indica que su naturaleza fuertemente monopolar provoca una
significativa repulsion entre las particulas. La interaccion LW, debida a la
contribucion apolar, siempre atractiva en estos casos, es mucho menos intensa,
provocando por ello un valor neto positivo para AG;»;. Por el contrario, tanto las
particulas compuestas como el polimero tienen valores negativos de AG;;

(atraccion hidrofoba), que se afiaden a la atraccion de van der Waals.

Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se manifiestan en
las caracteristicas hidrofobas/hidréfilas de los diferentes materiales. De acuerdo
con van Oss y cols. (179), puede utilizarse el siguiente criterio para determinar

cuando un material puede considerarse hidrofilo o hidrofobo.

Si AG;; resulta ser negativo, las interacciones interfaciales favorecen

la atraccion entre si de las particulas, y son consideradas hidrofobas. La

hidrofilia estara asociada a valores positivos de AG)))" . La Fig. 32 muestra

los resultados obtenidos para los tres tipos de particulas. Como puede
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apreciarse, la naturaleza hidréfila de la magnetita se pierde, al ser recubierta

por el polimero hidréfobo, una clara indicacion de que dicho recubrimiento

ha sido efectivo (96).

30+
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Fig. 32: Valores de AGgsy caracter hidrofobo/hidrofilo de los tres tipos de particulas.

4.6. MECANISMO DE FORMACION DE LA CAPA DE
POLIMERO EN LAS PARTICULAS COMPUESTAS.

La informacion ya descrita sobre las caracteristicas superficiales de los
materiales implicados, permite argumentar el mecanismo por el que la capa
polimérica se forma en la superficie de la magnetita. En primer lugar, podemos
hablar de una interaccidon electrostatica de tipo atractivo entre las particulas de
magnetita cargadas positivamente (en la Fig. 26, se observa como las condiciones
acidas de la reaccion determinan una carga superficial positiva) y los carbaniones
cargados negativamente (generados por el ataque nucleofilico de los aniones OH

al mondmero). Esta atraccion provocard la concentracion de los ultimos en las
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inmediaciones de la superficie de la magnetita. Ademas, podemos dar un
razonamiento termodinamico: a partir de los datos de la Tabla 5, la energia libre
de interaccion entre la magnetita (M) y el polimero (P) en el medio acuoso (4),

"1Gpap, puede calcularse como sigue, utilizando la ecuacién de Dupré (177):

AGyp = Vup = Vaia — 7 pa (67)

donde las energias libres interfaciales se obtienen mediante la Ec. 55 para cada par
de interfases involucradas. El resultado de este calculo es -56 + 8 mJ/m”. Esto
significa que las interacciones acido-base y de van der Waals entre la magnetita y
el polimero son netamente atractivas. En otras palabras, termodindmicamente es
mas favorable para el polimero permanecer en contacto con la magnetita antes que

estar aislado en el agua (96).
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5.1. INTRODUCCION.

Para que un fdrmaco antineopldsico actie es condicion indispensable que
acceda en concentracion suficiente a todas las células sensibles a ¢l. Si bien es
cierto que estos farmacos pueden actuar mejor que otros métodos terapéuticos en
determinadas situaciones (grupos de células no visibles por su tamafio, metastasis
multiples e infiltrados en lugares poco accesibles al bisturi o a las radiaciones), en
otras pueden no hacerlo porque sus caracteristicas farmacocinéticas se lo impiden,
por desarrollarse resistencias celulares o porque la concentracion eficaz seria tal
que implicaria una grave toxicidad (202). La utilizacion de nanoparticulas de
poli(alquilcianoacrilato) como vehiculos de anticancerigenos ha recibido una
especial atencion en los ultimos afos. Los resultados mas espectaculares en
quimioterapia antineopléasica experimental se han logrado cuando el transportador
es administrado dentro del compartimento donde las células cancerigenas estan
localizadas (203). Parece ser que el incremento de la accion de los citostaticos
asociados a estas nanosferas se debe a un aumento de su captacion por las células

tumorales mas que a su lenta liberacion (204, 205).

Especial interés en investigacion ha recibido el uso de estas nanoparticulas
como sistemas que permitan vencer las formas de resistencia desarrolladas por
células cancerigenas, que complican la terapia antineoplasica. Entre estas formas
destacan la resistencia multiple a varios farmacos (consecuencia de la
sobreexpresion de la glucoproteina P de multitransporte de farmacos), la
resistencia multiple atipica (debida a un descenso de la actividad de la
topoisomerasa II) y el incremento de la actividad de la glutation-S-transferasa. La
primera forma de resistencia es la mas importante y es en la que se ha propuesto la
vehiculizacion de diversos anticancerigenos por este tipo de transportadores como
alternativa al uso de inhibidores competitivos de la glucoproteina P (como el
verapamilo), cuyos efectos adversos derivados del bloqueo de canales idnicos a
las concentraciones terapéuticas disuade su uso en ensayos clinicos. Se ha

observado que es preciso el contacto fisico entre las nanosferas de
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poli(alquilcianoacrilato) y las células para lograr una mayor concentracion
intracelular de fArmaco y se ha destacado el efecto sinérgico de los productos de
degradacion de estas nanosferas (4cido policianoacrilico, principalmente) al
provocar un aumento de la fluidez de la membrana que contribuye al incremento
de la acumulacién celular de farmaco tras vencer los gradientes electroquimicos
de transmembrana (81, 206). La capacidad para vencer esta resistencia es mucho
mayor si el anticancerigeno se encuentra incorporado en la matriz y no so6lo
vehiculizado en la superficie de las nanoparticulas. Ademas, han demostrado una
mayor eficacia que otros polimeros como el alginato, la poli(lactida) y la
poli(lactida-co-glicolida) (207). Sin embargo, es discutida su eficacia in vivo. De
hecho, cuando se administran por via intravenosa son captadas por el higado unos

minutos después debido al proceso de opsonizacion (208).

La utilizacién de un sistema de liberacion modificada constituido por un
nicleo magnético (magnetita) y un recubrimiento polimérico biodegradable
[poli(etil-2-cianoacrilato)] podria permitir el transporte magnéticamente
controlado de un farmaco anticancerigeno (como el 5-fluorouracilo) hasta el
organo diana de interés. De esta manera, a los principales beneficios derivados del
uso de estos sistemas ya comentados (13, 14), se sumarian los derivados de la
mejora de los problemas de estabilidad [cardiotoxicidad de los productos de
degradacion generados en el medio basico de los viales inyectables (209)] y de la
concentracion del 5S-fluorouracilo en el lugar diana [mejora del perfil
farmacocinético: rdpida metabolizacion, vida media de 10 minutos (202)].
También se solucionaria la posible aparicion de resistencias, al localizarse el
antineoplasico en elevada concentracion en las inmediaciones de la célula
cancerosa y facilitarse su accion por el efecto sinérgico de los productos de

degradacion poliméricos.

En el presente capitulo realizaremos, en primer lugar, un estudio de la
absorbancia optica de las disoluciones de 5-fluorouracilo con el objetivo de
obtener las condiciones Optimas de trabajo (pH, temperatura y exposicion a la luz)

y determinar el coeficiente de absorcion molar, mediante la preparacion de una
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curva de calibrado que relacione la absorbancia con la concentracion de farmaco.
Asimismo, se justificara el margen de concentraciones de fArmaco en el que se ha
realizado el estudio. Ademas, determinaremos la absorbancia de las suspensiones
de polimero y de las disoluciones de farmaco con el fin de definir como influye el
pH del medio de polimerizacion sobre la estabilidad de ambas. Realizaremos una
justificacion de la metodologia de medida empleada en la determinacion de la
incorporacion de fArmaco en las particulas poliméricas y compuestas, la cual esta
basada en la aplicacion de la extension de la ley de Beer a mezclas de sustancias
absorbentes. El estudio de la adsorcion superficial de farmaco en los tres tipos de
materiales se abordard mediante la determinacion del efecto de la concentracion
de farmaco sobre la movilidad electroforética de los tres tipos de particulas y
mediante el andlisis espectrofotométrico de los sobrenadantes obtenidos tras la
exposicion de las particulas a disoluciones con diferente concentracion de

farmaco.

Para finalizar, se identificaran las condiciones 6ptimas de incorporacion
del 5-fluorouracilo en la matriz polimérica, centrdndonos en como afecta la
concentracion de farmaco, el pH del medio, la presencia de agentes
estabilizadores o tensioactivos y la concentracion de mondmero empleada en la
vehiculizacion. Las condiciones Optimas determinadas se utilizaran en la sintesis
de las particulas compuestas, realizando una comparacion con los resultados

obtenidos en las nanosferas poliméricas y con los datos de otros autores.

5.2. 5-FLUOROURACILO: GENERALIDADES.

El objetivo tltimo de la terapia antineoplésica es la eliminacién completa
de toda célula cancerosa mediante métodos quirurgicos, radioterapicos y
farmacoldgicos. Si la neoplasia no estd localizada, existen metéstasis o no es
posible la erradicacién por motivos diversos, el objetivo de la terapia es paliativo.

La farmacologia anticancerosa constituye un método terapéutico muy util que
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coadyuva, junto con la cirugia y la radioterapia, a mejorar el pronostico de la
enfermedad. La accion de los antineoplésicos se dirige en su totalidad a frenar la
proliferacion y el crecimiento celular. Para ello actian sobre la maquinaria
reproductora y s6lo excepcionalmente el objetivo primordial es inhibir la sintesis

de proteinas (202).

La Organizacion Mundial de la Salud clasifica los farmacos
antineopléasicos en tres niveles de prioridad (210), segun criterios avalados
cientificamente de utilidad en el tratamiento de tumores y segun la incidencia
global de los tumores que responden a la terapia. Dentro de los antineoplasicos
que pertenecen al grupo de prioridad 1 se encuentra el 5-fluorouracilo (Tabla 7),
eficaz en el tratamiento de los diez tipos de tumores con mayor incidencia
(pulmoén, estomago, mama, colorrectal, cérvix, cabeza y cuello, linfoma,
hepatobiliar, esofagico y prostata) y de aquellos clasificados en las categorias 1 y
2. La primera incluye tumores para los que existe evidencia de que un farmaco o
una combinacidn, utilizada en solitario o con otras modalidades terapéuticas, da
lugar a una curacion total en algunos pacientes o a una prolongacion de la
supervivencia en la mayoria. Estos son: cancer de células germinales,
trofoblastico, leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda, leucemia
promielocitica aguda, linfoma de enfermedad de Hodgkin y no Hodgkin. En Ila
categoria 2 se engloban tumores en los que la supervivencia media se prolonga
cuando la quimioterapia es utilizada como coadyuvante de la cirugia local o la
radioterapia en los estados iniciales de la enfermedad. Estos son: céncer
colorrectal, de mama, de ovario, osteosarcoma, sarcoma de Ewing,

neuroblastoma, retinoblastoma, tumor de Wilms.

El 5-fluorouracilo es un antineopldsico perteneciente al grupo de los
farmacos antimetabolitos, los cuales actian en la fase de la sintesis del ciclo
celular porque interfieren en la sintesis de ARN y ADN. La mayoria de los
farmacos pertenecientes a este grupo son analogos estructurales de los metabolitos

que normalmente intervienen en los procesos de crecimiento y division. Otros
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inhiben enzimas especificas necesarias para la sintesis de compuestos esenciales.

Su eficacia, en general, es maxima cuando la proliferacion celular es rapida (202).

Tabla 7: Farmacos anticancerigenos de prioridad 1. El signo + indica actividad sobre ese
grupo de tumores y el signo - indica ausencia de actividad. Asimismo, se indica si poseen

presentacion genérica.

Actividad sobre los diez | Actividad sobre los tipos | Presentacion
tipos de cancer con de cancer agrupados en las | genérica
mayor incidencia categorias 1y 2
Bleomicina + + Si
Clorambucilo + + Si
Cisplatino + + Si
Ciclofosfamida + + Si
Doxorrubicina + + Si
Etoposido + + Si
5-fluorouracilo + + Si
Metotrexato + + Si
Prednisolona + + Si
Procarbacina - + Si
Tamoxifeno + + Si
Vincristina + + Si
Vinblastina + + Si
Citarabina - + Si
Dactinomicina - + Si
Daunorubicina - + Si
6-mercaptopurina - + Si

El 5-fluorouracilo (Fig. 33) es el mas sencillo de los farmacos anélogos del
uracilo, incorpora un atomo de fltor en la posicion 5 en lugar del hidrogeno. Es
un antimetabolito de la uridina que actia como falso sustrato en el proceso de
sintesis de los constituyentes esenciales de los 4cidos nucleicos, principalmente en
la fase S del ciclo celular, provocando la sintesis de un ADN anémalo o incluso la

detencion del proceso. El fluorouracilo lesiona las células mediante dos
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mecanismos de accion, cuya contribucion a la accidn citotoxica varia segun el tipo
de tumor: la inhibicion de la timidilato-sintetasa (que provoca la deplecion de d-
TMP, un nucledtido indispensable para la sintesis de ADN) y la incorporacion
progresiva al ARN (interfiriendo asi con su procesamiento y su funcioén
especifica). Para ello, debe transformarse inicialmente en el desoxirribonucleo6tido

correspondiente, el acido 5-fluorodesoxiuridilico.

O

Fig. 33: Representacion del 5-fluorouracilo.

Es uno de los farmacos mas utilizados en el tratamiento de muchos
tumores solidos. En particular, es todavia fundamental en el tratamiento del
cancer colorrectal. Sin embargo, su eficacia esta limitada por la rapidez de su
metabolizacion (vida media de 10 minutos). Se han realizado muchos intentos

para incrementar su eficacia:

= La combinacion con otros antitumorales, sin obtenerse una mayor tasa
de respuesta en comparacion con su administracion en solitario.

= La combinacion con modificadores bioldgicos como el acido folico y
el metotrexato, los cuales interactian con las acciones biologicas del 5-
fluorouracilo aumentando sus efectos terapéuticos, parece ser mas
eficaz que su administracion en solitario.

* La infusiéon continua incrementa el porcentaje de células tumorales
susceptibles, esto hace posible la utilizacién de una dosis de alta
intensidad la cual es activa en pacientes resistentes al 5-fluorouracilo

administrado como bolo inyectable.
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El 5-fluorouracilo se emplea principalmente en algunos adenocarcinomas
del tubo digestivo (colon, pancreas, estdmago y recto) y de la mama y, con menor
frecuencia, en hepatomas y carcinomas de ovario, prostata, cuello uterino, vejiga y
orofaringe. En ocasiones, se ha empleado la infusion intraarterial (p. ej., en
metastasis hepatica del carcinoma de colon), pero la forma mas frecuente de
administracion es la infusion intravenosa continua durante 120 horas (20-30
mg/kg/dia); en tumores de cabeza y cuello se asocia al cisplatino en infusion
durante 92 horas. Se utiliza como tratamiento paliativo en pacientes no curados
por cirugia o radioterapia. También ha sido empleado en el tratamiento del cancer
de la cubierta externa de la glandula adrenal, de endometrio, de es6fago, de pene,
de wvulva y en el hepatoblastoma. Por via topica puede inducir a
fotosensibilizacion y eritema, exfoliacion, ulceracion, necrosis y reepitelizacion.
Se utiliza en el tratamiento de la psoriasis, en la terapéutica de nevos y tumores

epidérmicos y de la queratosis premaligna de la piel.

Al igual que ocurre con otros antineoplasicos, su especificidad por las
células tumorales es escasa y ello condiciona la frecuente y grave afectacion de
otros organos y tejidos, generando una toxicidad que casi siempre limita las
posibilidades de administrar la dosis total que tedéricamente seria conveniente. Las
reacciones adversas mas frecuentes se aprecian en el tracto gastrointestinal y en la
médula 6sea. En el primero, las reacciones iniciales son nauseas y vomitos, y las
diferidas son estomatitis y ulceraciones en diversas localizaciones del tubo
digestivo. En la médula 6sea provoca mielosupresion, en la que predomina
leucopenia. Puede producir también alopecia, conjuntivitis y sintomas
neurolédgicos agudos (somnolencia, parestesias y atasia cerebelosa). La actividad
mielotoxica predomina cuando la administracion parenteral es en forma de bolo, y
disminuye si se administra en infusion intravenosa. Algunos de los efectos
adversos que produce pueden aparecer meses o afos después de su
administracion. Una toxicidad no cominmente relacionada con este farmaco es la
cardiotoxicidad (211). Este fenomeno es atribuido a los compuestos de
degradacion (fluoroacetaldehido y 4cido fluoromalonaldehidico) presentes en los

viales inyectables y formados con el tiempo en el medio basico necesario para
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solubilizar el farmaco. La metabolizaciéon del fluoroacetaldehido genera el

fluoroacetato, potencialmente cardiotdxico (209).

Como muchos de los antineoplésicos, altera los mecanismos de division y
procesamiento de las células implicadas en la inmunidad celular, de ahi que con
frecuencia surja un estado de depresion inmunitaria que facilita la aparicion de
infecciones por virus, hongos y bacterias. Ademas, la modificacion que induce de
la estructura del genoma puede originar otras formas de toxicidad cada vez mas
preocupantes: la mutagenicidad y la carcinogenicidad. A medida que la
expectativa de vida aumenta al mejorar la sistematica de administracion, se
incrementa la probabilidad de que ciertos antineoplédsicos provoquen mutaciones
génicas, algunas de las cuales significan una pérdida de control del crecimiento y
diferenciacion de células hasta entonces normales, originando asi un nuevo tipo de

tumor.

5.3. DETERMINACION ESPECTRAL DE LA
ABSORCION.

5.3.1. Fundamentos tedricos.

Las medidas de absorcion de la radiacion ultravioleta y visible encuentran
una enorme aplicacion en la identificacion y determinacidon cuantitativa de una
gran variedad de especies inorgéanicas y organicas. La espectroscopia de absorcion
molecular se basa en la medida de la transmitancia 7 o de la absorbancia 4 de
disoluciones que se encuentran en cubetas transparentes que tienen un camino
optico de b cm. Normalmente, la concentracion de un analito absorbente esta

relacionada linealmente con la absorbancia como recoge la siguiente ecuacion:

A=-logT = log% = ¢&bc (68)
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donde A es la absorbancia, 7 es la transmitancia, P y Py son las intensidades
transmitida e incidente, respectivamente, [ es la absortividad molar, b es el
camino optico de la radiacion y ¢ es la concentracion del analito absorbente. Esta

ecuacion es una representacion matematica de la ley de Beer (212).

La ley de Beer también se puede aplicar a un medio que contenga mas
de una clase de sustancias absorbentes. La absorbancia total de una
disolucion es igual a la suma de las absorbancias que presentan los
componentes individuales. Esta relacion hace posible la determinacion
cuantitativa de los constituyentes individuales de una mezcla, incluso si su
espectro se solapa (213). Siempre que se cumpla la ley de Beer y las distintas
especies se comporten de forma independiente unas respecto de otras, la

absorbancia total para un sistema multicomponente viene dada por:

A

ot = A+ A, +..+ A, = gbc, + &b, +...+ &,bc, (69)
donde los subindices se refieren a los componentes absorbentes 1, 2,..., n. La
mayor exactitud de un analisis de este tipo se alcanza cuando se seleccionan
longitudes de onda en las que las diferencias entre las absortividades molares

sean grandes.

Se han encontrado pocas excepciones a la generalizacion de que la
absorbancia estd relacionada linealmente con el camino Optico. Por otra
parte, con frecuencia se han hallado desviaciones de la proporcionalidad
entre la medida de la absorbancia y la concentracidon cuando b es constante
(212). En algunas ocasiones estas desviaciones estan relacionadas con el
fundamento de la ley y representan limitaciones propias de la misma. Otras
veces surgen como consecuencia de la forma en que se realizan las medidas
de absorbancia (desviaciones instrumentales) o como resultado de cambios

quimicos asociados con cambios de concentracion (desviaciones quimicas).
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Recuérdese que la ley de Beer describe de forma correcta el
comportamiento de absorcion de un medio que contiene concentraciones de
analito relativamente bajas. A concentraciones altas, generalmente superiores
a 10”2 M, la distancia media entre las moléculas responsables de la absorciéon
disminuye hasta el punto en que cada molécula altera la distribucion de carga
de las moléculas vecinas. Esta interaccidon, a su vez, puede alterar la
capacidad de las moléculas para absorber la radiacion de una determinada
longitud de onda. Como la magnitud de la interaccion depende de la
concentracion, la aparicion de este fenomeno da lugar a desviaciones de la
linealidad entre la absorbancia y la concentracion. Aunque, normalmente, el
efecto de las interacciones moleculares no es significativo para
concentraciones inferiores a 10 M, entre ciertos iones o moléculas organicas

grandes aparecen algunas excepciones.

La absorcion de radiacion ultravioleta o visible resulta, generalmente, de la
excitacion de los electrones de enlace; como consecuencia, los picos de absorcion
pueden correlacionarse con los tipos de enlaces de las especies objeto de estudio.
La espectroscopia de absorcion molecular es, por tanto, valida para identificar
grupos funcionales en una molécula. Més importantes, sin embargo, son las
aplicaciones en la determinacion cuantitativa de compuestos que contienen grupos

absorbentes.

El espectrofotometro utilizado en nuestro trabajo (Dynko, Spectrometer
8500 UV-Vis, Dinamarca) estd equipado con una lampara de deuterio, que
produce un espectro continuo util para la region comprendida entre 180 y 375 nm,
y otra de wolframio, util para la regién de longitudes de onda comprendida entre
350 y 1100 nm, con el objetivo de poder obtener un espectro que cubra desde los
180 nm hasta los 1100 nm. La cubeta utilizada es de cuarzo, transparente en la
region espectral de interés, y con un camino optico de 1 cm. Su mantenimiento es
critico para la calidad de las medidas, por lo que la limpieza completa antes y
después de su uso es fundamental y se realizd siempre con agua destilada y

acetona.
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5.3.2. Absorbancia dptica de las disoluciones de 5-fluorouracilo.

Las primeras etapas de un analisis fotométrico o espectrofotométrico son
el establecimiento de las condiciones de trabajo y la preparacion de una curva de
calibrado que relacione la absorbancia con la concentracién de la especie a
estudiar. Las medidas de absorbancia espectrofotométricas se hacen normalmente
a una longitud de onda correspondiente a un pico de maxima absorcion, ya que el
cambio en la absorbancia por unidad de concentracion es mayor en este punto,
lograndose asi una méxima sensibilidad. Ademads, bajo estas circunstancias se
puede esperar una buena observancia de la ley de Beer y las medidas son menos
sensibles a las incertidumbres que surgen de las limitaciones del instrumento

(213).

Si bien la metodologia seguida en la sintesis de las nanoparticulas
poliméricas y compuestas, determina las condiciones de trabajo [el farmaco se
encontrard disuelto en un medio de polimerizacion acuoso con un pH acido al que
se adicionard el monomero de forma progresiva]; un aspecto crucial previo es la
clarificacion de las condiciones de preparacion y conservacion de las disoluciones
de 5-fluorouracilo. Este estudio se realizd prestando especial atencion a las
concentraciones de farmaco, la temperatura y el pH de las disoluciones utilizados.
El 5-fluorouracilo utilizado (5-fluorouracilo, Aldrich, Alemania) es un polvo
cristalino blanco, inodoro, con un peso molecular de 130.08 g/mol y estable al
aire. El caracter fotosensible de sus disoluciones (214), cuyo estudio recogemos
mas adelante, determina que deban prepararse con gran diligencia bajo las

minimas condiciones de iluminacion posibles.

Se investigaron las condiciones dptimas de conservacion durante 24 horas
segun la concentracion de fairmaco (concentraciones molares: 10, 3:107, 10™,
3-10%, 107, 3-107, 102, 3-107 y 10™), la temperatura (4 °C y 25 °C) y el pH de las
disoluciones [pH = 2.4 (2-10° M HCI) y pH = 9.4 (ajustado con NaOH 10™' M)].
Para la disolucion de los cristales de 5-fluorouracilo se precisé la utilizacion de

ultrasonidos, si bien la intensidad y la duracion de la aplicacion fue menor para las
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disoluciones preparadas a pH basico. No se observo, de forma general, ningun
tipo de alteracion visible macroscopicamente tras el periodo de conservacion de
24 horas; sin embargo y en concordancia con lo observado por otros autores
(214), en la disolucion de mayor concentracion (10" M) aparecieron cristales en
un periodo de tiempo inferior a las 24 horas en todas las condiciones de
conservacion, si bien a una temperatura de 4 °C (independientemente del pH) los
cristales aparecieron en menos de 6 horas. Por lo tanto, la conservacion de las
disoluciones de 5-fluorouracilo con pH = 2.4 se realizard protegiéndolas de la luz
ambiental (botes recubiertos por papel de aluminio y depositados en un cajon), a
temperatura ambiente y no se utilizaran concentraciones de formaco superiores a

10 M, para evitar la inestabilidad observada a grandes concentraciones.

Tras decidir las condiciones de preparacion y conservacion a seguir a lo
largo de nuestro trabajo, se procedio a preparar la curva de calibrado a partir de
una bateria de disoluciones de 5-fluorouracilo (concentraciones molares: 107,
3:107, 10%, 1.5-10%, 2-107, 2.5-107, 3-10™, 3.5-10%, 4-107, 5-10%, 7-107, 107,
2:107, 3:10° y 10%) con una concentracion fijada 2:10° M de HCL De esta
manera, determinaremos la longitud de onda de méxima absorbancia y se realizara
el calculo del coeficiente de absorcidon molar, fundamental en los estudios de

adsorcion y absorcion de farmaco.

Transcurridas 24 horas desde su preparacion, se procedid a la
determinacion del espectro de absorcion ultravioleta-visible de cada una de ellas,
realizando un barrido de longitudes de onda desde 1100 a 180 nm, con intervalos
de 1.0 nm. Se utilizd como blanco en la calibracion previa del aparato una
disolucion 2-10° M de HCI (pH = 2.4) para eliminar las posibles interferencias en
el espectro del farmaco generadas por el medio de disolucion. Los resultados de
este estudio se recogen en la Fig. 34, donde solo se observa sefial por debajo de
los 325 nm y se aprecia como la absorcion aumenta al aumentar la concentracion
de farmaco en el medio. Son claros los dos picos en el espectro de las disoluciones
de 5-fluorouracilo, si bien el Unico que presenta una longitud de maxima

absorbancia invariable a diferentes concentraciones es el que aparece a 265 nm.
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Por lo tanto, descartamos el pico que se genera a menor longitud de onda y los
espectros obtenidos a concentraciones superiores a 4-10* M, ya que a partir de
esta concentracion es patente la tendencia de los dos picos a fundirse en uno,
hecho que se produce a una concentracion de 3-10° M. Ademas, se aprecia una
irregularidad manifiesta del espectro de estas altas concentraciones que hace
imposible plantear cualquier tipo de medida y la longitud de onda de maxima
absorbancia decrece de forma muy acusada al aumentar la concentracion, por lo
que pierde validez en la determinacion del coeficiente de absorcion molar. Esta
desviacion manifiesta de la ley de Beer podria justificarse por el hecho de que
aunque, normalmente, el efecto de las interacciones moleculares no es
significativo para concentraciones inferiores a 107 M, el 5-fluorouracilo puede

pertenecer al grupo de moléculas organicas donde aparecen algunas excepciones.

Absorbancia
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Fig. 34: Espectro de absorcion ultravioleta-visible de disoluciones de 5-fluorouracilo a un
pH de 2.4 (2:10° M KNO3). Las concentraciones molares de farmaco en orden creciente
de absorbancia son: 107, 3:107, 10, 1.5-10%,2:10, 2.5-10%,3-10™, 3.5-10™, 4-10%,
510 7-10%, 107, 2107, 3-107 y 107
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La determinacién del coeficiente de absorcion molar ([1) se realizd
ajustando los datos de absorbancia y concentracion mediante el método de los
minimos cuadrados. El resultado obtenido fue [] = 6840 + 220 L-mol-cm™. En la
Fig. 35 se muestran los datos y la recta de ajuste. Es destacable como los valores
de absorbancia a diferentes concentraciones, obtenidos para la longitud de onda de

maxima absorbancia cumplen la ley de Beer.
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Fig. 35: Determinacion del coeficiente de absorcion molar de las disoluciones de

5-fluorouracilo para la longitud de onda de méxima absorbancia (265 nm).

La pérdida de la linealidad absorbancia-concentracién se produce cuando
los picos del espectro tienden a fusionarse en uno, como queda recogido en la Fig.
36, donde se aprecia el abandono de la linealidad absorbancia-concentracion a
concentraciones de 5-fluorouracilo superiores a 4-10* M para pasar a un

comportamiento que se ajusta mas a una exponencial creciente de ecuacion:
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A=y, + Al-e(;‘cJ (70)

siendo A4 la absorbancia y ¢ la concentracion de la disolucion; e yy, A; y ¢,
constantes cuyos valores son: 3.274 £+ 0.025; -3.40 £ 0.08 y 0.00027 + 0.00001,
respectivamente. A estas elevadas concentraciones, es evidente la imposibilidad
de realizar una estimacion fiable, mediante determinacion espectrofotométrica, de
la cantidad de farmaco en disolucion ya que el rango de concentraciones posibles
para un valor de absorbancia determinado es muy variable. Este comportamiento
se acentlia aln mAs a concentraciones superiores a 7-10™ M. Por lo tanto, nuestro
estudio de incorporacion de S-fluorouracilo por las nanoparticulas poliméricas y

Lo . . . -4
compuestas quedara limitado a concentraciones no superiores a 4-10™ M.
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Fig. 36: Evolucion de la linealidad absorbancia-concentracion de las disoluciones de
5-fluorouracilo para la longitud de onda de méxima absorbancia (265 nm). La pérdida de

la linealidad se produce para concentraciones superiores a 4-10™* M.
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5.3.3. Influencia de la exposicion a la luz ambiental.

Como ya se ha comentado, las disoluciones de 5-fluorouracilo son
fotosensibles y deben conservarse protegidas de la luz. Esta proteccion ha
demostrado ser eficaz, generando los mejores resultados de estabilidad de
disoluciones de 50 mg/mL de 5-fluorouracilo conservadas a 21 °C. Asi, se ha
comprobado que se degrada menos de un 2 % del principio activo al cabo de 17
dias, y un 18 % tras 30 dias de almacenamiento. Ademas, disoluciones de menor
concentracion (10 mg/mL) almacenadas durante 7 dias protegidas de la luz no han

visto alterada la estabilidad del principio activo (214).

Nos propusimos determinar como puede llegar a afectar una exposicion
accidental a la luz (durante el proceso de preparacion del medio de
polimerizacion, la sintesis de las particulas y la manipulacion posterior para la
determinacion del grado de adsorcidon y absorcion de farmaco en estas) en la
estabilidad de las disoluciones de 5-fluorouracilo. Para ello, preparamos bajo
idénticas condiciones dos disoluciones de 5-fluorouracilo de concentracion 10 M
con una fuerza idnica 2:10° M de HCI (pH = 2.4). Una vez preparadas, una de
ellas fue expuesta a la luz ambiental y la otra fue protegida con papel de aluminio,
y a intervalos de 30 minutos durante 6 horas se realizd la determinacién del

espectro de absorbancia de ambas disoluciones.

Los resultados obtenidos quedan recogidos en la Fig. 37, donde puede
apreciarse una tendencia general al aumento en los valores de absorcion en ambos
picos respecto al espectro obtenido recién preparadas las disoluciones,
observandose ademas una ligera deformacion del pico que aparece a menor
longitud de onda, que se mantiene en el tiempo. Es evidente que esta desviacion,
aunque escasa, es mas marcada en la disolucion expuesta a la luz ambiental [Fig.
37 (a)]. Esta pequena desviacion respecto a los valores iniciales puede inducir a
error en los ensayos de incorporacion de farmaco, por lo que realizaremos la
caracterizacion espectrofotométrica de una pequena cantidad del medio (protegido

de la luz) extraida en el momento de realizar estas determinaciones. Ademas, la
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comparacion de esta muestra se realizara con otra del citado medio de

polimerizacion extraida antes de realizar el ensayo y conservada en las mismas

condiciones (protegida de la luz, a 25 °C).
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Fig. 37: Variacion en funcion del tiempo (en horas) del espectro de absorcion de una

disolucién 10™ M de 5- fluorouracilo expuesta (a) y protegida (b) de la luz ambiental.
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5.3.4. Influencia del pH del medio de polimerizacion.

a) Sobre la estabilidad del 5-fluorouracilo.

El comportamiento del antineoplasico S-fluorouracilo segin el pH del
medio es otro de los aspectos ampliamente estudiados sobre este farmaco. Baste
con sefalar que el principal problema de la conservacion de disoluciones de
caracter basico de este principio activo en viales inyectables es la formacién con
el tiempo de fluoroacetaldehido y 4cido fluoromalonaldehidico como productos
de degradacion. Como ya hemos mencionado, la metabolizacion in vivo del

primero conduce a la formacion del agente cardiotoxico fluoroacetato (209).

Esta susceptibilidad al pH del medio plantea la cuestion de si esta
vulnerabilidad no se verd también reflejada en su comportamiento
espectrofotométrico. Para clarificar esta posibilidad y poder validar el espectro del
S-fluorouracilo en toda la gama de pH acido que utilizaremos en los ensayos de
absorcion, realizamos el estudio de la influencia de la concentracion de
hidrogeniones sobre el espectro de absorbancia y el coeficiente de absorcion
molar del anticancerigeno. Para ello, se prepar6é una bateria de disoluciones de
5-fluorouracilo de concentracion 10* M, segin las condiciones de trabajo
previamente establecidas y fijando una concentracion creciente de HCl que nos

permitiera obtener un pH desde 1 hasta 5.

Transcurridas 24 horas de su preparacion, se procedid a la determinacion
del espectro de absorcidon de cada una de ellas, segiin la metodologia ya descrita.
El andlisis de los espectros obtenidos (Fig. 38), pone de manifiesto la estabilidad
de la disolucion de 5-fluorouracilo en todo el rango de pH 4cidos estudiados y nos
revela la validez del coeficiente de absorcion molar, para cualquiera de los valores
de concentracion de HCI investigados. Como puede apreciarse, es imposible
distinguir los espectros obtenidos, para cada una de las concentraciones de H', en
la zona de longitud de onda de méxima absorcion a 265 nm. Sin embargo, si

existe alteracion del espectro del pico de menor longitud de onda, observandose
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una deformacion creciente de este al aumentar la concentracion de HCI que
achacamos exclusivamente al reflejo en el espectro del aumento de la

concentracion de electrolito, como explicaremos mas adelante.
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Fig. 38: Evolucion del espectro de absorcion del 5-fluorouracilo segun la concentracion
molar de HC1 (10'1, 102 107, 2-10°, 10 y 10° ). La flecha indica el sentido del aumento

de la concentracion de HCI.

Una vez confirmada la estabilidad del 5-fluorouracilo a pH 4cido,
estudiaremos qué ocurre si se somete a un pH bdasico elevado. Con esta finalidad
se prepararon dos disoluciones de concentracion 10 M de antineoplasico, una de
ellas fijando una concentracion 2:10° M de HCl y otra fijando una concentracion
1 N de KOH. Igual procedimiento se desarrolld empleando una concentracion
410" M del antineoplasico. En la Fig. 39 recogemos el resultado de la
determinacion del espectro de absorcion de las disoluciones tras 24 horas de
conservacion, segun las condiciones habituales. Puede apreciarse como en medio
basico se produce la deformacion general del espectro y el desplazamiento de la

longitud de onda de méxima absorbancia a valores superiores, desde los 265 nm
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(pH éacido) a los 282 nm (pH basico). Esta situacion es observable en las dos
concentraciones del anticancerigeno utilizadas y, por lo tanto, extrapolable a todas
las concentraciones de 5-fluorouracilo sometidas a un pH basico. El origen de esta
deformacion puede estar relacionado con la inestabilidad de este farmaco en

medio basico, ya descrita por otros autores (209).

Absorbancia

Fig. 39: Efecto del pH sobre el espectro de absorbancia del 5-fluorouracilo. Las
concentraciones molares de 5-fluorouracilo en orden creciente de absorbancia son: 10y

4-10™. Linea continua (-): HCI 2:10° M; linea discontinua (---): KOH 1 N.

b) Sobre la estabilidad del poli(etil-2-cianoacrilato).

La estabilidad de las suspensiones de poli(etil-2-cianoacrilato) esta
seriamente condicionada por su naturaleza biodegradable. La degradacion en
presencia de agua de las nanoparticulas poliméricas es un proceso bien conocido

que se produce predominantemente a nivel superficial (82, 146), como
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consecuencia de la escision hidrolitica de una uniéon carbono-carbono de la

columna vertebral polimérica, tras la adicion de moléculas de agua.

La rotura del polimero in vitro se produce como consecuencia de la
coexistencia de dos mecanismos de degradacion que provocan la formacion de
fracciones hidrosolubles de bajo peso molecular (73, 82). Por un lado, el ataque
inicial de los iones hidroxilo da lugar a la reaccion reversible de Kndvenagel con
la formaciéon de formaldehido (hidrélisis de las uniones carbono-carbono) y
productos de degradacion polimérica (cianoacetato, principalmente). La velocidad
de degradacion depende principalmente del pH del medio (un aumento de la
concentracion de hidroxilos incrementara la velocidad de degradacion) y de la
longitud de la cadena alquilica del monomero (a mayor longitud de ésta, mayor
proteccion estérica); y en menor medida de la superficie polimérica, del tamano de
particula y del peso molecular del polimero y su distribucion. El otro mecanismo
de degradacion coexistente es una hidrodlisis éster que provoca la generacion de
alcohol organico y restos acidos hidrosolubles, entre los que destaca el acido
policianoacrilico [principal producto de la degradacion de este tipo de polimeros

(215)].

En cuanto a la degradacion bajo condiciones fisiologicas, no se conoce
hasta el momento un mecanismo comunmente aceptado; pero se apunta sobre
todo la combinacion de la hidrdlisis enzimatica mediada por esterasas
(generandose principalmente 4cido policianoacrilico) con la retirada de

oligdbmeros por proteinas mediante unidon a puntos de alta afinidad (82, 206).

Con el objetivo de determinar como ve afectada su estabilidad el polimero
bajo las condiciones de sintesis y almacenamiento, realizamos el estudio de la
influencia de la concentracién de iones hidroxilo en el medio sobre la velocidad
de degradacion. Para ello, evaluamos la evolucion temporal de la apariencia de la
suspension, de la conductividad, de las propiedades espectrofotométricas y del pH
de una suspension de polimero a pH natural (en torno a 5) y otra a un pH = 9.4,

fijado mediante un tampon H3;BOs3;-NaOH. Estas determinaciones se realizaron
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una vez al dia durante cuatro dias. La preparacion de 100 mL de la disolucion
tampon se realizdo mezclando 50 mL de una disolucion de H;BO; 10" M y KCI
10" M, 32.1 mL de una disolucién NaOH 10" M vy diluyendo hasta 100 mL con
agua. Una vez preparadas ambas suspensiones y antes de cada determinacion se
aplicaron 3 minutos de ultrasonidos a las muestras, redispersando asi los

precipitados y coagulos de polimero que se generan en la suspension.

En la Fig. 40 se recogen los espectros de las suspensiones de polimero a
pH natural y a pH 9.4. La Tabla 8 resume las otras propiedades fisicoquimicas
determinadas. De forma general, la absorbancia de las suspensiones de poli(etil-2-
cianoacrilato) aumenta al decrecer la longitud de onda, alcanzando un maximo en
la region del ultravioleta que no desaparece en lo que resta de espectro. Las
suspensiones empleadas a estos pH no presentan igual concentracion (en torno a 9
mg/mL para la suspension de pH = 9.4, frente a unos 0.9 mg/mL de la suspension
de pH natural), hecho que puede observarse por la diferencia en el espectro de
ambas suspensiones recién preparadas (t = 0 h.). La mayor concentracion de la
suspension de pH = 9.4 le hace presentar una saturacion (absorbancia igual a 5) en
la determinacién espectrofotométrica a una longitud de onda mayor que la
suspension de pH natural. Lo mismo ocurre con la conductividad de las dos
suspensiones, para la suspension de pH = 9.4 la conductividad inicial es de 6.95
mS/cm, mucho mayor que la de la suspension de pH natural (2.4 uS/cm) debido a

la presencia de los iones aportados por la disolucion tampon.

Tabla 8: Evolucion temporal (horas) de las propiedades fisicoquimicas [conductividad (C
en uS/cm), pH y apariencia (A: blanco -b- y transparente -t-)] de las suspensiones de

poli(etil-2-cianoacrilato) a pH =5y pH = 9.4.

pH=5 pH=9.4
0 h. 24h. | 48h. | 72h. 0 h. 24 h. 48 h. | 72 h.
C 24 4.6 6.2 10.4 C | 6900 6900 7100 | 7100
pH 4.8 4.1 3.7 3.3 pH | 94 8.8 8.7 8.6
A b b b b A b t (precipitado b) t t
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A pH natural no existe una alteracion apreciable visualmente en el aspecto
blanquecino de la suspension de polimero durante la duracion del estudio (Tabla
8). Sin embargo, los datos espectrofotométricos (ligera tendencia a la baja en los
valores de absorbancia) y de evolucion del pH [descenso del pH hasta 3.3 en el
cuarto dia como consecuencia de la formacion de dacido policianoacrilico
hidrosoluble (206)], hacen intuir una lenta degradacion polimérica. Los datos de
evolucién de la conductividad apoyan este hecho, ya que esta aumenta en un 350
% tras tres dias. La lentitud de este proceso a pH acido ya fue puesta de
manifiesto en el capitulo de propiedades eléctricas superficiales, donde se realizo
un estudio electrocinético de la estabilidad del recubrimiento de las particulas

compuestas (Fig. 29).

En cuanto a la suspension de pH basico, la existencia en el medio de una
mayor concentracion de grupos hidroxilo da lugar a una degradacién mas rapida.
Esto queda patente por un descenso muy marcado de los valores de absorbancia
[Fig. 40 (b)], en el tercer dia de observacion, generdndose un espectro de
absorcion totalmente diferente al original, con la presencia de dos picos en la
region ultravioleta (uno de ellos en torno a los 260 nm). La apariencia visual de la
suspension también sufre una evolucion muy marcada (Tabla 8), ya que al
segundo dia de observacion practicamente toda la suspension es transparente con
una leve tonalidad blanquecina, a excepcion de unos pequefios coagulos de
polimero facilmente redispersables mediante ultrasonidos y que son los
responsables de la saturacion en la region ultravioleta del espectro de absorcion.
La existencia de estos restos poliméricos sin degradar puede atribuirse a la
ausencia de agitacion de las suspensiones durante el estudio, lo que provoca la
precipitacion por gravedad de una fraccidon polimérica que queda protegida, al
menos en su region no expuesta al medio, de la accioén de los iones hidroxilo. A
partir del tercer dia la suspension es totalmente transparente de lo que se deduce
que se ha producido la degradacion total del polimero y el nuevo espectro de
absorcion generado corresponde a los productos de degradacion. A pesar de
encontrarse la suspension tamponada a pH = 9.4 se produce un ligero y paulatino

descenso de este hasta 8.6 en el cuarto dia de observacion, como consecuencia de
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la marcada generacion de acido policianoacrilico por la rapida degradacion, ante
la que el tampdn es incapaz de mantener el pH original. Ademas, la presencia de
los productos de degradaciéon del polimero provoca igualmente un aumento

gradual de la conductividad (del 3 % en el cuarto dia).
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Fig. 40: Evolucion temporal (en horas) del espectro de absorcion de una suspension de

poli(etil-2-cianoacrilato) apH =5 (a) y a pH = 9.4 (b).
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Con objeto de estudiar la degradacion del polimero en condiciones
extremas de concentracion de iones hidroxilo, se prepar6 una suspension de
concentracion 2 mg/mL de polimero seco en 10 mL de KOH IN. Una vez
preparada esta suspension, se sometio a agitacion mediante ultrasonidos durante 5
minutos, observandose que tras este tiempo no quedaba ningun resto de polimero
seco en suspension. Este comportamiento contrasta con el de una suspension de
igual concentracion en 10 mL de agua Milli-Q, en la que se observaban particulas

poliméricas secas en suspension tras los 5 minutos de ultrasonidos.

En cuanto a la evolucion temporal de la apariencia y de las propiedades
espectrofotométricas de la suspension de concentracion 1N de KOH, las medidas
se realizaron justo al finalizar la preparacion de la suspension, a la media hora 'y a
las 24 horas. Es destacable como a los 5 minutos de preparar la suspension
aparece una coloracion amarillenta que adquiere una mayor intensidad con el paso
del tiempo, hasta que a las 24 horas se observa una coloracion anaranjada intensa.
Este comportamiento se ve confirmado por los datos espectrofotométricos (Fig.
41) ya que, como puede apreciarse, existe absorcion en la region del visible tras
media hora de la preparacion de la suspension, la cual adquiere mayor intensidad
transcurridas 24 horas. Ademas, a la media hora de la preparacion de la
suspension aparece un pico de maxima absorciéon en torno a los 260 nm, ya

observado en nuestro primer experimento.
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Fig. 41: Evolucion temporal (en horas) del espectro de absorcion de una suspension KOH

1 N de poli(etil-2-cianoacrilato).

Para completar nuestro estudio desarrollamos una estimacidon preliminar
del comportamiento del material bajo condiciones fisiologicas (37 °C y pH = 7.4).
De esta manera se realiz6 el estudio de la evolucion temporal de la apariencia de
la suspension, de la conductividad, de las propiedades espectrofotométricas y del
pH de una suspension de polimero a pH = 7.4, fijado mediante un tampon NaOH-
KH,PO,. Estas determinaciones se realizaron cada 30 minutos durante las
primeras 2 horas y cada hora durante las siguientes 2 horas, para pasar a una vez
al dia durante los 4 dias que duré el estudio. La preparacion de 250 mL de la
disolucion tampén se realizdé mezclando 125 mL de una disolucion de KH,PO4
10" M, 97.75 mL de una disolucién NaOH 10" M y diluyendo hasta 250 mL con
agua. A 100 mL de esta disolucion tampoén se le adicionaron 50 mL de una
suspension de polimero de conductividad inferior a 5 pS/cm, para obtener 150 mL

de una suspension con una concentracion de 1.2 mg/mL y una conductividad de
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5.9 mS/cm. El incremento en el valor de la conductividad de la suspension es
atribuible a los iones aportados por la disoluciéon tampoén. Esta suspension fue
sometida a agitacion mecanica (500 rpm) y a una temperatura de 37 °C durante
todo el estudio. A los intervalos sefialados se tomd cantidad suficiente del medio
para realizar la determinacion espectrofotométrica, muestra que fue reemplazada
con un volumen equivalente de disolucion tampdn para evitar la saturacion del
sistema. Con el fin de eliminar cualquier resto insoluble, las muestras fueron
sometidas a una centrifugacion a 17000 rpm durante 25 minutos, obteniendo un
sobrenadante que fue sometido al mismo proceso durante 10 minutos antes de

proceder a su analisis espectrofotométrico.

En la Fig. 42 se recogen los espectros de los sobrenadantes de la
suspension de polimero a pH 7.4. La Tabla 9 resume el resto de propiedades
fisicoquimicas determinadas. Tras la primera media hora, el espectro sufre un
cambio dréstico en su forma continua con la aparicion de 2 picos. De forma
general, la absorbancia de los sobrenadantes de la suspension de poli(etil-2-
cianoacrilato) aumenta durante las primeras 4 horas de exposicion de las
nanoparticulas poliméricas a los iones hidroxilo. A las 24 horas del estudio se
observa una evolucion drastica en el espectro de los sobrenadantes, ya que se ha
producido una deformacion de este hacia longitudes de onda superiores, muy
evidente en el pico que aparece a mayor longitud de onda (en torno a los 250 nm),
ya que se desplaza hasta los 260 nm. La reduccion de la intensidad del espectro
observada a partir de este momento es consecuencia de la dilucion de los
productos de degradacion polimérica al afiadir nuevas cantidades de disolucion
tampon. Es destacable que nuevamente nos encontramos con el pico de maxima
absorcion a 260 nm, una vez que se ha producido la destruccion total del polimero

y que atribuimos a los productos de su degradacion.

Por otro lado, transcurridas las primeras 24 horas y en el momento de cada
una de las medidas restantes se observa una reduccion del volumen de la
suspension, lo que nos hace pensar en la evaporacion de una pequeia cantidad del

medio como consecuencia de la temperatura a la que esta siendo sometido
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(37 °C). Esto hace que el efecto de dilucion sea mayor al anadir volumen
suficiente de tampon para recobrar los 150 ml del medio de degradacion. Estas
reposiciones con disoluciéon tampon provocan que no se aprecie una reduccion
marcada del pH de la suspension, al diluirse el acido policianoacrilico generado en
la degradacion polimérica, e incluso al final del estudio se recuperan
practicamente los valores iniciales de pH. Esto es debido a la adicion de 50 mL de
disolucion tampdén por la evaporacion excesiva producida entre el segundo y

tercer dia.

Absorbancia

Fig. 42: Evolucion temporal (en horas) del espectro de absorcion de los sobrenadantes de

una suspension de poli(etil-2-cianoacrilato) a pH = 7.4.
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Tabla 9: Evolucion temporal (horas) de las propiedades fisicoquimicas [conductividad (C
en mS/cm), pH y apariencia (A: blanco -b-, presencia de macroagregados -m- y

transparente -t-)] de una suspension de poli(etil-2-cianoacrilato) a pH = 7.4.

05h.| 1h. |[1.5h.| 2h. | 3h. | 4h. | 24h. |[48h. | 72h. | 96 h.

C 59 6.1 6.2 64 | 6.9 7 7.7 8.4 8.7 8.8

pH | 74 7.4 7.4 7.3 7.3 7.2 6.9 6.8 7.2 7.2

A b m m m m m t t t t

En cuanto al aspecto de la suspension, al detener la agitacion del sistema,
en las primeras 4 horas se observa la transformacion de la suspension de aspecto
lechoso y uniforme en una suspension de macroagregados poliméricos que
tienden a huir hacia la superficie del medio. Esta disposicion en macroagregados y
su desplazamiento hacia la parte superficial del medio, puede atribuirse a un
mecanismo de proteccion desarrollado por el polimero para reducir en lo posible
la accion de los iones hidroxilo. Sin embargo, a las 24 horas del ensayo el aspecto
de la suspension cambia drasticamente al de una disolucién de aspecto
practicamente transparente con una ligera tonalidad blanquecina-amarillenta,
como consecuencia de la degradacion total del polimero. Este aspecto se mantiene
hasta el final del estudio y es atribuible a los productos de degradacion del
polimero. Ademas, sélo en la primera centrifugacion se observa la aparicion de un
precipitado blanco. La evolucion temporal de los valores de conductividad, con un

incremento del 50 % al final del estudio, confirma este proceso.

De los tres estudios realizados podemos concluir que la estabilidad de las
nanoparticulas poliméricas se ve seriamente comprometida por la concentracion
de iones hidroxilo presentes en el medio. Este hecho se pone de manifiesto en un
aumento de la velocidad de degradacion con la concentracion de este ion. El
desarrollo de este proceso queda perfectamente caracterizado mediante la
descripcion de la evolucion temporal de la apariencia, de la conductividad, de las
propiedades espectrofotométricas y del pH de las suspensiones de poli(etil-2-

cianoacrilato).




164 Capitulo 5. Evaluacion de la capacidad de vehiculizacion de 5-fluorouracilo

5.3.5. Justificacion de la metodologia de determinacion de la

incorporacion de farmaco.

La determinacion de la cantidad de 5-fluorouracilo incorporado por
nuestros materiales se encuentra limitada por las técnicas instrumentales que
tenemos a nuestra disposicion. La cromatografia de liquidos de alta eficacia
(HPLC) es la técnica mas utilizada para la cuantificacion de la incorporacion y
liberacion de cualquier principio activo ensayado con los miembros de la familia
de los poli(alquilcianoacrilatos), incluido este antineoplasico (216, 217). Sin
embargo, no hemos tenido acceso a esta técnica para la realizacion de nuestro
estudio. Por lo tanto, nos hemos basado en la metodologia seguida por otros
autores para la determinacion de la cantidad de fadrmaco incorporado por
nanoparticulas de esta familia (218, 219). Esta metodologia esta basada en la
aplicacion de la ley de Beer a un medio que contenga mas de una clase de
sustancias absorbentes. Como ya se ha descrito en la Ec. 69, la absorbancia total
para un sistema multicomponente viene dada por la suma de las absorbancias de
cada una de las especies, siempre que no exista interaccion entre estas. De esta
manera, se acepta la contribucion de cada una de las sustancias presentes en el
medio donde se ha producido la polimerizacion a la absorbancia total del sistema.
En nuestro caso, podemos citar como sustancias susceptibles de contribuir a esta
absorcion total el propio farmaco no incorporado por las nanoparticulas, los
residuos de la polimerizacion del mondmero (fracciones de mondémero que no han
polimerizado, restos de oligdmeros y de productos de degradacion) y los restos de
otros componentes del medio (HCI, responsable del pH del medio, y dextrano-70,
agente estabilizador de la polimerizacion). Por lo tanto, podria estimarse la
cantidad de farmaco que no ha sido atrapado por las nanoparticulas restando a la
absorcion total del sistema, la correspondiente al resto de sustancias presentes
(residuos de la polimerizacion del mondémero y restos de otros componentes del
medio). Y, por diferencia entre la concentracion inicial y final del antineoplasico

en el medio, conoceremos la cantidad total incorporada por nuestros materiales.
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En este apartado no justificaremos la contribucion de ninguno de estos
factores en la incorporacion de farmaco por nuestros sistemas, ni
fundamentaremos las condiciones Optimas para incrementar la eficacia de la
sintesis (como el agente estabilizador dextrano-70). Simplemente, justificaremos
la metodologia de determinacion de la incorporacion de 5-fluorouracilo por
nuestras nanoparticulas mediante el andlisis, por separado, de la contribucion de
cada una de las sustancias que constituyen este sistema multicomponente a la
absorbancia final detectada en nuestros ensayos. Para ello, desarrollaremos la
sintesis de las nanoparticulas modificando la concentracion de mondmero

(etil-2-cianoacrilato), de HCl y de dextrano-70.

En la investigacion de la influencia de la concentracion de etil-2-
cianoacrilato, se realizaron 4 sintesis adicionando una concentracion creciente de
mondmero [1, 2, 3 y 4 % (p/v)] de forma progresiva y bajo agitacion mecanica
(1000 rpm), en 50 mL de un medio de polimerizacion 2:10° N de HCI, con un
0.5 % (p/v) de dextrano-70. Una vez lograda la polimerizacién del monémero (3
horas), se procedié a la neutralizacion del medio con cantidad suficiente de KOH
para asegurar el final de la polimerizacion. De igual forma, se realizaron estas
sintesis con la presencia en el medio de polimerizacion de 5-fluorouracilo 10 M.
La suspension de aspecto lechoso obtenida de esta forma fue sometida a una
centrifugacion a 17000 rpm durante 25 minutos, obteniéndose un sobrenadante
que fue sometido a su vez a una centrifugacion a 17000 rpm durante 10 minutos.
De esta manera, se obtuvo un sobrenadante en las mismas condiciones que las
utilizadas en las determinaciones de incorporacion de farmaco. En la Fig. 43 se
recogen los espectros de absorcion del sobrenadante del medio de polimerizacion
de las sintesis, con y sin 5-fluorouracilo, para las concentraciones de etil-2-
cianoacrilato fijadas. Como puede observarse en la Fig. 43 (a), los residuos de la
polimerizacion del mondmero generan una sefial de absorcion en el espectro, la
cual crece con la concentracion de etil-2-cianoacrilato empleada. De aqui se
deduce que al aumentar la cantidad de mondémero anadida al medio, no so6lo se
acrecentara la cantidad de polimero obtenido sino que también se generaran

residuos de la sintesis en mayor cuantia. Ademas, si comparamos el espectro de
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una disolucion 10® M de 5-fluorouracilo con los obtenidos en las sintesis con
farmaco en el medio empleando diferente concentracion de mondémero [Fig. 43
(b)], apreciaremos como la absorcién desarrollada por los residuos deforma el
espectro del farmaco no incorporado por las nanoparticulas. Esta deformacion
aumenta con la concentracion de mondmero utilizada, por llevar asociada una

mayor produccion de residuos de sintesis.

Absorbancia

T T T T
200 225 250 275 300 325

Absorbancia

T T T T
200 225 250 275 300 325

Fig. 43: Espectro de absorcion de los sobrenadantes de la sintesis de poli(etil-2-
cianoacrilato) empleando concentraciones crecientes de monomero [1, 2, 3y 4 % (p/v)],
en ausencia (a) y en presencia (b) de 5-fluorouracilo 10™* M, para una concentracion del

0.5 % (p/v) de dextrano-70. En (b), el espectro marcado como 0 % corresponde a la

disolucion de farmaco.
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Otro aspecto que puede influir en el espectro del 5-fluorouracilo no
incorporado por nuestros materiales, es la concentracion de HCl presente en el
medio de polimerizacion. Con el fin de analizar esta posibilidad estudiamos los
espectros de las disoluciones correspondientes a los medios de polimerizacion
preparados con y sin el antineoplédsico. Se prepararon 50 mL de una serie de
disoluciones 0.5 % (p/v) de dextrano-70 con una concentracion fijada de HCl
(10'1, 10'2, 2:107, 10'3, 10 y 10° M) y otra serie de disoluciones de iguales
caracteristicas, pero con una concentracién 10°* M de 5-fluorouracilo. Los
espectros obtenidos tras la determinacioén después de 24 horas de almacenamiento,
bajo proteccion de la luz ambiental, se recogen en la Fig. 44. Puede apreciarse en
la Fig. 44 (a) un pico por debajo de los 200 nm que crece con la concentracion de
HCl y que deforma, en el caso de las disoluciones de farmaco [Fig. 44 (b)], el pico
a menor longitud de onda del espectro propio del 5-fluorouracilo, de forma

proporcional a la concentracion de HCI.

Para comprobar el peso de estos espectros en los correspondientes a los
medios de sintesis, seguimos la metodologia experimental descrita en el analisis
anterior de la influencia de la concentracion de monoémero, fijando una
concentracion de etil-2-cianoacrilato adicionado del 1 % (p/v) y utilizando las
mismas concentraciones de HCl y dextrano-70 que en el experimento anterior. En
la Fig. 45 aparecen los espectros de absorcion del sobrenadante del medio de
polimerizaciébn de las sintesis con y sin 5-fluorouracilo, para diferentes
concentraciones de HCl. Como puede apreciarse en la Fig. 45 (a), la intensidad
del espectro desarrollado por los residuos de la polimerizaciéon aumenta con la
concentracion de HCIl presente en el medio. Asimismo, la magnitud de la
deformacion inducida por los residuos de la polimerizacion sobre el espectro del
5-fluorouracilo no incorporado por las nanosferas [Fig. 45 (b)], aumenta con la

concentracion de HCI presente en el medio.
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Fig. 44: Espectro de absorcion ultravioleta-visible de disoluciones de HCI con una
concentracion 0.5 % (p/v) de dextrano-70, en ausencia (a) y en presencia (b) de 5-
fluorouracilo 10 M. Las concentraciones molares de HCI en orden creciente de

absorbancia son 107, 10, 107, 2:107, 102y 10™.
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Fig. 45: Espectro de absorcion de los sobrenadantes de la sintesis de poli(etil-2-
cianoacrilato) empleando concentraciones crecientes de HCI, en ausencia (a) y en
presencia (b) de 5-fluorouracilo 10 M, para una concentracion 0.5 % (p/v) de dextrano-
70. Las concentraciones molares de HCI utilizadas en orden creciente de absorbancia son

107,10, 107, 2:107, 102 y 10™".
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Para finalizar, analizaremos la influencia del dextrano-70 en el espectro
del 5-fluorouracilo no incorporado por nuestros materiales. Estudiamos en primer
lugar qué papel desarrolla este agente estabilizador sobre la absorbancia del medio
antes de adicionar el mondmero. Siguiendo el procedimiento de preparacion de
los medios con diferente concentracion de HCI, se procedi6é a elaborar
disoluciones 2:10° M de HCI con una concentracion fijada de dextrano-70 [0, 0.5,
1y 2% (p/v)] y otra serie de disoluciones iguales pero con una concentracion
10* M de 5-fluorouracilo. En la Fig. 46 se recogen los espectros obtenidos
después de 24 horas de almacenamiento bajo proteccion de la luz ambiental.
Puede apreciarse como el espectro propio de una disolucion 2:10° M de HCI ve
incrementada su intensidad con la concentracion de dextrano-70 [Fig. 46 (a)]. Este
efecto también se refleja en la intensidad de la deformacion, ejercida por una
concentracién 2:10° M de HCI, sobre el espectro de una disolucion 10 M del
antineoplasico. Como puede apreciarse en la Fig. 46 (b), se confirma el
incremento de la intensidad de la deformacion del espectro del antineoplasico a
una concentraciéon 2:10° M de HCI. Este aumento es proporcional a la
concentracion de dextrano-70 y se acusa principalmente en el pico situado a

menor longitud de onda.

Al igual que ocurre en el estudio de la influencia de la concentracion de
HCl, debe existir, en los sobrenadantes de la sintesis de polimero, una
correspondencia con lo observado en los medios de polimerizacion. La Fig. 47
recoge los espectros de absorcion de los sobrenadantes de las sintesis con y sin
5-fluorouracilo, para distintas concentraciones de dextrano-70. Al incrementar la
concentracion del agente estabilizador en el medio de polimerizacion, crece la
intensidad del espectro de absorcion de los residuos de la polimerizacion del
monomero [Fig. 47 (a)]. Este fendémeno se extiende a la deformacion del espectro
del 5-fluorouracilo no incorporado por las nanosferas. La intensidad de la
deformacion, debida a los residuos generados en la sintesis [Fig. 47 (b)], aumenta

con la concentracion de dextrano-70 utilizada.
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Fig. 46: Espectro de absorcion de disoluciones 2:10” M de HCI de dextrano-70, en
ausencia (a) y en presencia (b) de 5-fluorouracilo 10 M. Las concentraciones [% (p/v)]

de dextrano-70 en orden creciente de absorbancia son 0, 0.5, 1 y 2.
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Fig. 47: Espectro de absorcion de los sobrenadantes de la sintesis de poli(etil-2-
cianoacrilato) empleando concentraciones crecientes de dextrano-70, en ausencia (a) y en
presencia (b) de 5-fluorouracilo 10 M, para una concentracion 2-10° M de HCI. Las
concentraciones [% (p/v)] utilizadas de dextrano-70 en orden creciente de absorbancia

son 0, 0.5, 1y 2.
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Con estas tres experiencias ponemos de manifiesto la clara contribucion de
las diferentes especies presentes en el medio a la absorbancia total del sistema
multicomponente que conforman junto con el 5-fluorouracilo no incorporado por
las nanosferas poliméricas. Es por ello logico plantear la determinacién de la
cantidad de farmaco no incorporado por las nanoparticulas restando a la
absorbancia total del sistema la correspondiente al resto de especies absorbentes.
Esta metodologia de determinacion de la incorporacién de farmaco ha sido

aplicada por otros autores en muy diversos sistemas (218, 219).

5.3.6. Otros ensayos de determinacion del S5-fluorouracilo

incorporado.

Otra forma de determinar la cantidad de 5-fluorouracilo vehiculizado por
nuestros materiales es la destruccion de las nanosferas para inducir su liberacion.
Este procedimiento complementara la metodologia ya expuesta y justificada. Para
ello se abordod la degradacion de las nanoparticulas poliméricas mediante la
utilizacion de tres disolventes: acetona, diclorometano y dimetilsulféxido (para
analisis, Merck, Alemania). La idea basica es la obtencion de una disolucion de
los productos de degradacion del polimero junto con el fAirmaco incorporado por
este. Esta mezcla serd analizada espectrofotométricamente para cuantificar la
cantidad de antineoplasico vehiculizada. Sin embargo, el bajo grado de unién de
este fArmaco en nanosferas poliméricas de la misma familia (216), nos hizo intuir
la poca o nula utilidad de estos ensayos, esperandose una débil sefial del
S-fluorouracilo en el espectro del sistema, si es que esta no es ocultada por los

productos de degradacion disueltos.

Mediante simple prueba visual se determind la solubilidad total del
poli(etil-2-cianoacrilato) en acetona. Desafortunadamente, el espectro de
absorcion de la acetona obtenido utilizando como blanco agua Milli-Q, determina
la imposibilidad de apreciar el espectro propio del 5-fluorouracilo y de los
productos de degradacion, dado que la acetona presenta un espectro irregular,

continuo y bastante intenso, por debajo de los 350 nm (Fig. 48).
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Fig. 48: Espectro de absorcion ultravioleta-visible de la acetona, utilizando como blanco

agua Milli-Q.

En cuanto al diclorometano, su espectro si permitiria visualizar los picos
del 5-fluorouracilo, o al menos el que aparece a 265 nm que es el util en la
determinacion de la incorporacion de farmaco por el polimero. Sin embargo, el
primer problema que encontramos es la imposibilidad de obtener una curva de
calibrado ya que el 5-fluorouracilo es insoluble en este disolvente, incluso tras
aplicar 2 horas de ultrasonidos para lograr su disolucion. Esto nos hace pensar que
el 5-fluorouracilo incorporado en el polimero, puede llegar a precipitar en
contacto con el diclorometano. Sin embargo, el polimero si es soluble en este
disolvente, por simple contacto. En la Fig. 49, se recogen los espectros de
absorcion, utilizando agua Milli-Q como blanco, del diclorometano y de una
determinada concentraciéon de poli(etil-2-cianoacrilato) disuelto en €l (5 y 25

mg/mL). Puede apreciarse, como el pico caracteristico del diclorometano que
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aparece por debajo de los 235 nm, ve aumentada su anchura e intensidad al

aumentar la cantidad de polimero disuelto en él.

1 Pe-2-ca en diclorometano (25 mg/mL)
3 Pe-2-ca en diclorometano (5 mg/mL)
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Fig. 49: Espectro de absorcion del diclorometano y de una disolucion de poli(etil-2-

cianoacrilato) en €l (5 y 25 mg/mL), utilizando agua Milli-Q como blanco.

Finalmente, se utilizo el dimetilsulfoxido como disolvente para determinar
la cantidad de 5-fluorouracilo incorporada tras la rotura del polimero. En la Fig.
50 se recoge el espectro de este disolvente, el de una concentraciéon 2-10° M del
antineoplasico disuelto en €l y el de una concentracién de 25 mg/mL de polimero
disuelto en ¢l. Como puede apreciarse, el espectro del dimetilsulféxido es similar
al del diclorometano, si bien es mas ancho e intenso. Por lo demas, nos permitiria
apreciar el pico caracteristico a 265 nm del 5-fluorouracilo. En este disolvente si
es soluble nuestro anticancerigeno, pero el espectro obtenido para una
concentracion 2:10° M de firmaco es irregular y carece de méximos bien
definidos, por lo que se cometerian errores importantes en la obtencion de una

curva de calibrado. El polimero también es soluble en dimetilsulfoxido, pero el
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espectro obtenido parece ser una deformacion muy irregular del correspondiente a
este disolvente. Por otro lado, a los 10 dias de disolver el polimero la disolucion
adquiere un color amarillento, lo que atribuimos a la elevada concentracion de

productos de la degradacion polimérica.
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Fig. 50: Espectro de absorcion del dimetilsulfoxido, de una disolucion 2:10° M de 5-
fluorouracilo y de una de 25 mg/mL de poli(etil-2-cianoacrilato) disueltas en él,

utilizando agua Milli-Q como blanco.

Estos ensayos ponen de manifiesto la imposibilidad de utilizar estos
disolventes para liberar y cuantificar mediante determinacion espectrofotométrica
el S-fluorouracilo vehiculizado por el polimero. El comportamiento
espectrofotométrico del polimero en los ensayos de estabilidad frente al pH del
medio (Figs. 40-42) también revela la imposibilidad de someter las nanosferas a

un pH basico para lograr esto.
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5.4. INCORPORACION SUPERFICIAL DEL
5-FLUOROURACILO.

La incorporacion de farmaco en las nanoparticulas poliméricas puede
realizarse mediante dos métodos: la adicion en el momento en el que se generan
las nanosferas, con lo que queda atrapado principalmente en la matriz polimérica,
o la adsorcion superficial tras la formacion e incubacion de las nanoparticulas en
una disolucion de este. Es previsible que la mayor captacion de farmaco se
consiga mediante el método de incorporacion (220). El estudio de vehiculizacion
superficial del 5-fluorouracilo por nuestros materiales se centrara en la evaluacion
del grado de unidn a la superficie polimérica como mecanismo coadyuvante en la
captacion del antineopldsico por el polimero. También determinaremos la
adsorcion en la superficie de los nucleos magnéticos con vistas a una posible
aplicacion a la incorporacion de este en las particulas compuestas tras la adicion
de la capa polimérica. Esto lo realizaremos mediante determinaciones
espectrofotométricas y, como se recoge mas adelante, con un estudio

electroforético de los tres tipos de materiales utilizados.

5.4.1. Determinacion espectrofotomética.

En primer lugar, realizamos la determinacion de la adsorcion superficial de
S-fluorouracilo sobre las nanosferas de poli(etil-2-cianoacrilato). Para ello
preparamos una serie de disoluciones de 5 mL de volumen con diferente
concentracién molar de 5-fluorouracilo (3-10°, 10, 2:10%, 3-10* y 4-107)
reproduciendo el medio de polimerizacion del mondmero que utilizamos de forma
general en los ensayos de absorcion [HCI 2:107 M, dextrano-70 0.5 % (p/v)], con
el objetivo de establecer las condiciones reales de adsorcion en el momento de
generacion del polimero. Una vez retirada una muestra del medio para la posterior
comparacion, se procedié a afadir el poli(etil-2-cianoacrilato) en cantidad
suficiente como para tener una concentracion final del 0.55 % (p/v). Tras 24 horas

de contacto se procedié a la separacion de los sobrenadantes mediante doble
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centrifugacion a 17000 r.p.m. durante 20 minutos, para la determinacion del
espectro de absorcion de estos. Como ya se ha justificado, el calculo de la
adsorcion de 5-fluorouracilo se realizé mediante la comparacion de la absorbancia
del medio de polimerizacion con la correspondiente al sobrenadante obtenido tras
doble centrifugacion y tras eliminar la propia de los productos residuales que
puedan interferir. De igual forma se procedid en el caso de las particulas
compuestas y de las de magnetita, estableciendo un 1 % (p/v) de concentracion

para ambas.

Los resultados obtenidos en los tres casos nos muestran una adsorcion
inexistente o erratica para los tres tipos de particulas, a lo largo de la bateria de
concentraciones de S-fluorouracilo. La Fig. 51 muestra, como ejemplo, los
resultados obtenidos con las particulas compuestas. A falta de confirmacion
mediante el estudio del efecto del fArmaco sobre la movilidad electroforética de
las particulas, podemos pensar que la incorporacion de 5-fluorouracilo por las
nanosferas de poli(etil-2-cianoacrilato) se realiza de forma casi exclusiva en la

matriz, siendo la adsorcion superficial nula o practicamente inexistente.
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Fig. 51: Adsorcion superficial de S-fluorouracilo por las particulas compuestas. Las
concentraciones molares de farmaco en orden creciente de absorbancia son: 3107, 10,
2:10*,3-10" y 4-10™. Linea continua (-): medio de polimerizacion;

linea discontinua (---): sobrenadante.

5.4.2. Determinacion electroforética.

Como prueba adicional que determine si existe adsorcion superficial del
antineoplésico en alguno de los tres tipos de particulas, estudiaremos como se ve
modificada la movilidad electroforética () de estas al ponerlas en contacto con
el 5-fluorouracilo. La metodologia experimental seguida es igual a la descrita en
las anteriores determinaciones electroforéticas. Las suspensiones preparadas para
el estudio presentaban una concentracion aproximada de particulas del 0.1 %
(p/v). Antes de preparar las suspensiones, se fijaron una concentracion del 0.5 %
(p/v) de dextrano-70 y las diferentes concentraciones molares de 5-fluorouracilo
(107, 3-107, 10, 310, 107, 3-10°, 1072 3-10% y 10, y a fin de descartar la

influencia de los iones presentes en la disolucion, se dividieron en dos grupos: uno
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de ellos con una fuerza iénica fijada (KNO3 10° M) y el otro sin fijar una fuerza
ionica. Las medidas se realizaron tras 24 horas de almacenamiento de las
disoluciones a 25 °C, protegidas de la luz ambiental y bajo agitaciéon constante,
comprobando previamente el pH. Los datos presentados son el promedio de

quince determinaciones, cambiando la muestra cada tres.

La Fig. 52 muestra la evolucion de la movilidad con la concentracion de
farmaco para los tres tipos de particulas, en presencia y ausencia de electrolito
afiadido (10° M KNO; en su caso). Se observa una tendencia general de la
movilidad a aumentar (hacia valores positivos o0 progresivamente menos
negativos) al afiadir el farmaco. Hay, sin embargo, diferencias entre los distintos
tipos de particulas, asi como un claro efecto de la presencia de KNO;. Este es el
caso de la magnetita: al aumentar la concentracion de 5-fluorouracilo, la
movilidad (originalmente positiva) se hace mas positiva, lo que sugiere adsorcion
de especies con este signo de carga: tales especies han de provenir de la
disociacion de algiin grupo de la molécula de farmaco, quiza el -NH. Se explica
asi también el efecto del KNOj: en presencia de este electrolito indiferente, la
repulsion electrostitica entre magnetita y antineoplasico se apantallaria
parcialmente, favoreciéndose la adsorcion de €ste por disminucion de la repulsion.
Por ello, g es mas positiva al afadir KNOs; y aumenta para concentraciones
menores de fAirmaco. El cambio del pH de la disolucion hacia valores ligeramente
més acidos a partir de una concentracion de farmaco 102 M corrobora este

fendbmeno.

En el caso del polimero y en el de las particulas compuestas, la carga
negativa original se reduce por adsorcion, favorecida electrostaticamente, y la
presencia de KNOj afecta esencialmente a la compresion de la doble capa, con la
consiguiente reduccion de movilidad. Se observa, no obstante, que la disminucion
de . al aumentar la concentracion de 5-fluorouracilo es mas notable (sobre todo
para las particulas poliméricas) cuando no hay KNO; en el medio: su presencia

apantallaria en este caso la atraccion electrostatica particula-fArmaco, dificultando
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la adsorcion. Esta debe ser en todo caso pequefia, como demuestra el hecho de
que, incluso para las mayores concentraciones de 5-fluorouracilo, no se observa

cambio de signo de la movilidad del polimero o las particulas compuestas.
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Fig. 52: Movilidad electroforética de magnetita (m), poli(etil-2-cianoacrilato) (e) y
particulas compuestas (A) en funcion de la concentracion de 5-fluorouracilo y de la

existencia de una fuerza ionica fija (KNO; 10~ M, simbolos huecos).

5.5. INCORPORACION DEL 5-FLUOROURACILO A
LA MATRIZ POLIMERICA.

Una vez confirmada la escasa o practicamente nula adsorcién de
5-fluorouracilo en la superficie de nuestros tres tipos de materiales, nos
centraremos en el estudio de la contribucién del principal método de vectorizacion

de fAirmacos en las nanoparticulas poliméricas, la incorporacion en el momento en
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que se produce su formacion. Para ello, analizaremos la influencia de los
principales factores determinantes de la polimerizacion del mondémero, asi como
de la captacion de farmaco, en la incorporacion de este en la matriz. Estos son la
concentracion de 5-fluorouracilo, de dextrano-70, de HCI y de etil-2-cianoacrilato
en el medio. De esta manera, pretendemos obtener las condiciones Optimas que
permiten una incorporacion maxima del antineoplasico y desarrollaremos una

sintesis optimizada de nanosferas poliméricas con 5-fluorouracilo incorporado.

5.5.1. Efecto de la concentracion de etil-2-cianoacrilato.

La capacidad de captacion de farmaco por parte del poli(etil-2-
cianoacrilato) se encuentra condicionada por la reducida longitud de su cadena
alquilica (radical etilo), por lo tanto es esperable un menor grado de
vehiculizacion en comparacion con otros miembros de la misma familia con
sustituyente alquilico de mayor longitud (220). Diversos estudios han puesto de
manifiesto que las nanosferas de esta familia estan constituidas por un nucleo
poroso rodeado por un anillo mas homogéneo (80, 87, 221). Esto nos hace intuir
que la incorporacion del 5-fluorouracilo se desarrollard mediante un atrapamiento
mecanico, ya que el estudio de adsorcion superficial no sugiere ninguna
interaccion suficientemente intensa entre fArmaco y polimero. De esta manera, no
se alterard la actividad del fArmaco tras su union a las nanosferas como ocurre con
la ampicilina (222). Por otro lado, la naturaleza hidréfila del antineoplasico
provocard que presente una baja afinidad por incorporarse en una matriz de
naturaleza hidrofoba (146, 216). En cuanto a la influencia de la concentracion de
mondmero empleada, diversos estudios realizados con farmacos de diversa
naturaleza apuntan que la cantidad de farmaco incorporada aumenta con la
concentracion de monémero (83, 220, 221). Sin embargo, un estudio reciente
sobre la incorporacion de 5-fluorouracilo en polimeros de diferente naturaleza
[poli(lactida-co-glicolida), poli(caprolactona) y Eudragit], revela que no se
incrementa la vehiculizacion al aumentar la cantidad de polimero y si existe un

aumento de la formacion de aglomerados poliméricos inservibles (216).
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El estudio de la influencia de la concentracion de etil-2-cianoacrilato
adicionada al medio de polimerizacion sobre el grado de incorporacion de
5-fluorouracilo, se realizd siguiendo la rutina de sintesis de las nanosferas de
poli(etil-2-cianoacrilato) descrita anteriormente, modificada por la introduccion en
el medio de polimerizacion del agente estabilizador dextrano-70 [0.5 % (p/v)] y
una concentracion 10* M de 5-fluorouracilo. La concentracion de monémero
utilizada fue: 1, 2, 3 y 4 % (p/v). Una vez preparado el medio de polimerizacion y
antes de afiadir el mondémero, se retird6 una pequefia cantidad de cada uno de los
medios para determinar su espectro de absorcion en las mismas condiciones que el
sobrenadante obtenido tras centrifugar dos veces dicho medio (a 17000 rpm y
durante 25 minutos) una vez finalizada la sintesis. La metodologia seguida para
determinar la cantidad de antineoplasico vehiculizado ya ha sido ampliamente
justificada y estd basada en la comparacion del espectro correspondiente al medio
de polimerizacion con el perteneciente al sobrenadante del medio una vez
finalizada la polimerizacion y previamente corregido. Los experimentos fueron

repetidos tres veces con cada una de las concentraciones de mondmero.

En la Fig. 53 se recogen las cantidades absorbidas de 5-fluorouracilo por
las nanosferas poliméricas en funciéon de la concentracion de mondmero
adicionada al medio. Como puede apreciarse en la Fig. 53 (a), en términos
absolutos se produce un incremento de la incorporacién del antineoplésico por las
nanoparticulas al aumentar la concentraciéon de mondémero adicionada al medio,
concretamente desde 0.3 hasta 1.1 micromoles. Sin embargo, no ocurre lo mismo
si analizamos la absorcidn relativa de farmaco vehiculizado por las nanosferas.
Esta se mantiene en torno a los 0.6 pmol/g, sin importar que la concentracion de
etil-2-cianoacrilato adicionada al medio se incremente hasta el 4 % (p/v)
[Fig. 53 (b)]. Por lo tanto, se puede deducir que el tnico efecto que provoca el
incremento de la concentracion de mondmero adicionado, es un aumento de la
cantidad de nanoparticulas generadas y este aumento sera el responsable de la
mayor vehiculizacién en términos absolutos, pero no inducird que las nanosferas

porten una mayor cantidad de firmaco. De esta manera, no hara falta emplear una
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elevada concentracion de etil-2-cianoacrilato para lograr la mejor densidad de

absorcion.
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Fig. 53: Cantidad total absorbida (umol) (a) y cantidad absorbida por unidad de masa de
monoémero (umol/g) (b) de 5-fluorouracilo en funcioén de la concentracion de

etil-2-cianoacrilato.
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5.5.2. Efecto de la concentracion de dextrano-70.

La utilizacién de agentes tensioactivos o estabilizadores permite optimizar
las caracteristicas de las nanosferas obtenidas al lograr una mejora de las
propiedades de tamafio y de proteccion frente a los fendémenos de opsonizacion, lo
que adecta estos sistemas para su administracion parenteral (223, 224). Sin
embargo, no es menos conocido el papel fundamental desarrollado por estos
agentes en la vehiculizacion de farmaco (220, 223). Por esta razén hemos
decidido introducir en la rutina de sintesis del polimero un agente estabilizador
que permita incrementar la captacion de S5-fluorouracilo por el poli(etil-2-
cianoacrilato). El agente seleccionado es el dextrano-70 (dextrano-70 grado
clinico, Sigma, U.S.A.), un polimero biodegradable de elevado peso molecular,
neutro, hidrosoluble y con una buena estabilidad a temperatura ambiente y pH
entre 4 y 10. Presenta una excelente biocompatibilidad con una seguridad probada

y ha sido ampliamente utilizado en Medicina y Biologia Molecular (225).

El dextrano-70 utilizado en nuestro estudio se presenta en forma de polvo
blanco, higroscopico, y con peso molecular de 68000 Da. Ha sido ampliamente
utilizado para facilitar la incorporacién de farmacos de diferente naturaleza por
polimeros de la familia de los poli(alquilcianoacrilatos), incluidos los
antineoplésicos doxorrubicina y metotrexato (206, 207, 223). Su introducciéon en
el medio de polimerizacion antes de adicionar el mondmero pretende provocar la
apertura de las cadenas poliméricas, generandose un espacio dentro de la matriz
polimérica donde pueda incorporarse el firmaco. Ademads, ha demostrado ser 1til
en la obtencion de distribuciones poliméricas homogéneas y con uniformidad en

los tamanos (223).

Se estudio la influencia de la concentracion de dextrano-70 en el medio de
polimerizacion sobre el grado de incorporacion del antineopldsico en la matriz
polimérica. Para ello, se sigui6 la rutina de sintesis y el procedimiento de
determinacion del S5-fluorouracilo ya descritos y justificados, con la unica

variacion de la introduccién en el medio de polimerizacion de este agente
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estabilizador y una concentracién 10 M de 5-fluorouracilo. Las concentraciones
[% (p/v)] de dextrano-70 utilizadas fueron: 0, 0.5, 1 y 2. Los experimentos fueron

repetidos tres veces con cada una de las concentraciones de dextrano-70.

En la Fig. 54 se recogen las densidades de absorcion del 5-fluorouracilo
por las nanosferas poliméricas en funcion de la concentracion del agente
estabilizador presente en el medio. Como puede apreciarse, la participacion del
dextrano-70 en la incorporacion de farmaco no es crucial ya que los valores de
densidad de absorcion obtenidos en las sintesis sin este agente estabilizador, son
muy similares a los logrados con su participacion (en torno a 0.9 pmol/g). Sin
embargo, su papel en la obtencion de las nanosferas poliméricas es fundamental
cualitativa y cuantitativamente. Su cardcter de estabilizador polihidroxilico,
provoca que en el medio exista una mayor concentracion de especies iniciadoras
de la polimerizacion (sus grupos OH y los iones OH™ de la disociacion del agua),
por lo que inducird un efecto similar al desarrollado por el polietilenglicol, es
decir, actuara como iniciador de la polimerizacion ademas de ejercer un efecto
estabilizador (105). Por lo tanto, la velocidad de polimerizacion se vera
aumentada al igual que el rendimiento en la obtencion de nanosferas. De esta
manera se justifica que, con concentraciones de dextrano-70 inferiores al 1 %
(p/v), se generen suspensiones que coagulan facilmente y en las que predomina la
formacion de macroagregados poliméricos y residuos sélidos de polimero, lo que
determina la necesidad de realizar una filtracion previa de la suspension para
obtener el tamafo de particulas deseado, reduciéndose el rendimiento del proceso
de sintesis. Con la utilizacién de concentraciones del 1 % (p/v) o superiores, se
obtienen suspensiones de aspecto lechoso muy estables que no coagulan
facilmente una vez interrumpida la agitacion y en las que no se aprecian
macrocoagulos de polimero. El aspecto de las suspensiones no mejora conforme
se aumenta la concentraciéon de dextrano-70 por encima del 0.5 % (p/v). Es
suficiente el uso de una concentracion del 1 % (p/v) para lograr este efecto. Este
efecto sobre el tamafo de particula de la suspension obtenida ya ha sido descrito
anteriormente, en el caso del polietilenglicol (105). Queda claro, por tanto, que

con la introduccion de este agente estabilizador se optimiza la obtencion de
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distribuciones homogéneas de nanosferas de reducido tamafno y elevada

uniformidad, sin que para ello se merme la capacidad de carga de fArmaco.
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Fig. 54: Densidad de absorcion (umol/g) de S-fluorouracilo en funcion de la

concentracion de dextrano-70.

5.5.3. Efecto de la concentracion de HCI.

Como ya hemos comentado, la preparacion de las nanosferas de poli(etil-
2-cianoacrilato) se realiza mediante el método de emulsion/polimerizacion. El
mecanismo de polimerizaciébn es un proceso anidnico iniciado por bases
covalentes presentes en el medio de polimerizacion. La cinética de este proceso
estd determinada por el balance entre la concentracion de agentes iniciadores
(porciones OH del dextrano-70 e iones OH™ procedentes de la disociacion del
agua) y terminadores (iones H') de la polimerizacion presentes en el medio.

Cuanto mas acido sea el medio, més lenta sera la velocidad de polimerizacién y
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viceversa (105, 218). Por lo tanto, el pH del medio determina la velocidad de
polimerizacién y la adsorcidon de farmacos que sean ionizables (73). Este no es el

caso del 5-fluorouracilo, ya que se trata de una molécula de caracter no i6nico.

Debido a que la naturaleza hidrofila del farmaco determina una baja
captacion por el nucleo polimérico hidrofobo (216) y a que en la captacion
presumiblemente no participa ningun otro proceso que no sea de tipo mecanico
(por la naturaleza no io6nica del S-fluorouracilo), interesara desarrollar una
velocidad de polimerizacién lo suficientemente rapida como para lograr una
captacion mecénica tan veloz que el farmaco hidrofilo escape al medio acuoso lo
menos posible. Sin embargo, si el pH del medio de polimerizacion no es lo
suficientemente acido el rendimiento de la sintesis se vera mermado, obteniéndose
nanoparticulas de bajo peso molecular y facilmente degradables, acompanadas de
una gran cantidad de polimero sélido por la rapida polimerizacion del mondmero.
Evidentemente, en ningin momento se fijard un medio de polimerizacion con pH
basico para evitar la formacion de una elevada cantidad de polimero soélido y la
degradacion rapida de las escasas particulas poliméricas que puedan llegarse a
formar. El uso de dextrano-70 nos permitird movernos en unos valores de pH mas
4cidos ya que la elevada concentracion de iones H' (agentes finalizadores de la
polimerizaciéon) se verda compensada por la actuacion de este estabilizador

polihidroxilico como iniciador de la polimerizacidn, ya comentada.

Nuestro objetivo es analizar la influencia de la concentracion de HCI en el
medio de polimerizacidon sobre el grado de incorporacion de 5-fluorouracilo en la
matriz polimérica. Asimismo, investigaremos las condiciones adecuadas de pH y
de concentracion de dextrano-70 para obtener un rendimiento Optimo de
nanosferas adecuadas como vehiculo de este antineoplasico via parenteral. De esta
manera, buscamos la determinacion del pH apropiado que permita cumplir ambos
objetivos. Para ello, introduciremos en el medio de polimerizacién un 0.5 % (p/v)
de dextrano-70, una concentracion 10”* M de 5-fluorouracilo y variaremos las
concentraciones molares de HCI entre 10° y 107, y seguiremos la rutina de

sintesis y el procedimiento de cuantificacién ya descritos y justificados. No se
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utilizaran concentraciones de dextrano-70 superiores, mas adecuadas en una
sintesis Optima, para evitar que el agente estabilizador enmascare el efecto del pH
como ya se ha comentado. Por otro lado, para las concentraciones molares
extremas de HCI (107, 10* y 10°), se investigd la influencia del dextrano-70
sobre la apariencia de la suspension polimérica obtenida, mediante la realizacion
de nuevas sintesis en las que se fijaron unas concentraciones de este agente del 0,
1y 2 % (p/v). Los experimentos fueron repetidos tres veces con cada uno de los
pH fijados. Igualmente, se determiné el tiempo preciso para que el medio de
polimerizacién comenzara a presentar un aspecto blanquecino, sefial que indica la
formacion de nanoparticulas de polimero y que nos permite intuir la velocidad de
polimerizacion. También se analiz6 la suspension de las nanoparticulas mediante
apreciacion visual, valorando el aspecto de la suspension obtenida, su estabilidad

y la presencia de precipitados solidos de polimero.

El aspecto de las suspensiones poliméricas obtenidas se encuentra muy
influenciado por el pH del medio. La variacion mas acusada se observa entre las
concentraciones molares 10° y 10 A pH = 5, se obtiene una suspension
blanquecina donde se aprecian macroagregados y en la que se ha formado una
elevada cantidad de precipitados so6lidos de polimero. Sin embargo, cuando el pH
es inferior el aspecto de la suspension es totalmente lechoso, no se observa la
formacion de macroagregados y son escasos los precipitados sélidos que se
generan. Este fendmeno ya ha sido observado en el caso de las suspensiones de
poli(isohexilcianoacrilato) (218). En cuanto al papel del dextrano-70, comentado
previamente, concentraciones inferiores al 1 % (p/v) no permiten la formacion de
particulas coloidales, generandose una distribucion polimodal con elevada
presencia de macroagregados y precipitados solidos, no estando la suspension

estabilizada.

El tiempo necesario para que el medio de polimerizaciéon, una vez
finalizada la adicion del mondmero y en presencia o ausencia de dextrano-70 [0.5
% (p/v)], presente un aspecto turbio blanquecino ratifica lo expuesto. A pH menos

acidos, antes de finalizar la adicion del monomero se observa esta turbidez;
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proceso que se acelera ain mas si en el medio se encuentra el dextrano-70, por su
papel como iniciador. Sin embargo, a pH muy 4cidos (pH = 1) son necesarios mas
de 10 minutos para que se comience a observar un ligero tono blanquecino en el
medio, de lo que se deduce que la cinética serd mucho mas lenta por existir una

menor proporcion de agentes iniciadores.

La capacidad de incorporacion de S-fluorouracilo segin el pH queda
recogida en la Fig. 55, donde se indican las densidades de absorcion por las
nanosferas poliméricas en funciéon de la concentracion de HCI presente en el
medio. Como puede apreciarse, la absorcion es mucho mayor para los pH 4 y 5,
incluso no es precisa la correccion del espectro del sobrenadante obtenido para
observar la existencia de una clara reduccion de la intensidad del pico obtenido a
265 nm con respecto al espectro del medio de polimerizacion; es decir, para
apreciar que se ha producido absorcion. El mayor grado de incorporacion a estos
pH menos acidos se justifica, segin hemos comentado, por la elevada velocidad
de polimerizacion desarrollada, la cual genera una mayor captaciéon mecanica. Se
logra de esta forma un maximo de captaciéon a pH = 5 del orden de 1.6 + 0.3
umol/g, que ira disminuyendo progresivamente con el pH hasta situarse entorno a
0.5 umol/g. Esto se debe a que el aumento de la acidez del medio provoca una
ralentizacion progresiva de la cinética de polimerizacion, lo que induce una
reduccion en la capacidad de captacion. A pesar de que el maximo de
incorporacion se logra a pH = 5, no seleccionaremos esta concentracion de HCI1
como la adecuada para desarrollar la polimerizacion ya que las caracteristicas de
la suspension obtenida no son dptimas, como ya hemos comentado. Por lo tanto,
seleccionaremos una concentraciéon 10* M de HCI, donde se obtiene una
absorcion algo menor (1.16 = 0.12 umol/g), como la idonea por obtenerse una
suspension de nanosferas adecuada, siempre que utilicemos una concentracion de
dextrano-70 del 1 % (p/v) por los motivos también senalados. Esta mejor
absorcion al utilizar pH menos acidos también se obtiene con otros farmacos,

como el ciprofloxacino (218).
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Fig. 55: Densidad de absorcion (umol/g) de 5-fluorouracilo en funcién de la

concentracion de HCI.

5.5.4. Efecto de la concentracion de 5-fluorouracilo.

La influencia de la concentracion de farmaco en el medio sobre su
incorporacién por las nanoparticulas de la familia de los poli(alquilcianoacrilatos)
es un fendomeno muy estudiado. La naturaleza de los farmacos utilizados es muy
heterogénea, desde anticancerigenos como el propio 5-fluorouracilo (216), hasta
antibidticos como el ciprofloxacino (218), la ampicilina (226) o la amikacina
(227); apreciandose un efecto positivo del aumento de la concentracion de
farmaco sobre la eficacia de la vehiculizacion. En cuanto a la incorporacion de
este antineoplasico por otros transportadores, son muchos los sistemas ensayados
desde liposomas (228) hasta nanoparticulas de Eudragit, poli(caprolactona) o
poli(lactida-co-glicolida) (216); observandose una baja eficacia de incorporacion

debido a las caracteristicas del firmaco ya comentadas.
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El analisis de la influencia de la concentracion de 5-fluorouracilo sobre su
incorporacién en la matriz polimérica se realizé siguiendo la rutina de sintesis y el
procedimiento de determinacidon espectrofotométrica ya descritos y justificados.
Para ello, la unica variable que se introdujo en la polimerizacion fue la
concentracion de este antineoplasico. Las concentraciones molares utilizadas
fueron: 3-10°, 10'4, 2-10'4, 3~10'4, 4-10™ y 510" Los experimentos se repitieron

tres veces con cada una de las concentraciones molares de farmaco.

En la Fig. 56 se recogen las densidades de absorcion del 5-fluorouracilo
por las nanosferas poliméricas en funcion de la concentracion de este en el
equilibrio. Como puede apreciarse, la cantidad de antineopldsico asociada por
unidad de peso de las nanosferas aumenta con la concentracion de este que
permanece en el sobrenadante en la situacion de equilibrio. De esta manera, los
valores de densidad de absorcion obtenidos pasaran de 0.41 + 0.12 umol/g para la
concentracién inicial de 5-fluorouracilo menor (3:10° M), a 2.56 + 0.13 pumol/g
cuando la concentracion inicial utilizada es 4:10* M. Por lo tanto, existe una
mayor eficacia en la captacion mecanica ya que mas farmaco es susceptible de ser
atrapado en la red polimérica. Este aumento de la captacion también se intuye por
encima de las concentraciones estrictamente utilizables, como lo demuestra la
estimacién del valor de absorcién obtenido para la concentracion 5-10° M
mediante la Ec. 70 (3.1 £ 0.3 pumol/g). Los datos de absorcion obtenidos se

ajustaron a una ecuacion potencial de ecuacion:

I'=aC’ (71)

siendo [ la densidad de absorcion (umol/g) y C la concentracion (M) de farmaco
en el equilibrio, a y b son constantes de valor 3.0 £ 0.3 y 0.77 £ 0.09,
respectivamente. El coeficiente de correlacion de la funcion es 0.9744. Por otro
lado, no existe ningin efecto apreciable de la concentracion de farmaco sobre el

aspecto de la suspension de nanosferas que se obtiene.
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Fig. 56: Densidad de absorcion (umol/g) de 5-fluorouracilo en funcién de la

concentracion de este en el equilibrio.

5.5.5. Incorporacion en condiciones optimas.

A lo largo del estudio de la influencia sobre la capacidad de incorporacion

de S-fluorouracilo por las nanosferas de poli(etil-2-cianoacrilato) de los

principales factores modificables de su sintesis, se han logrado establecer las

condiciones adecuadas para una incorporacion Optima en la matriz polimérica.

Estas condiciones son:

Una concentracion de etil-2-cianoacrilato del 1 % (p/v): no es
necesaria una concentracion mayor ya que el unico efecto que provoca
este incremento es un aumento de la cantidad de nanoparticulas
generadas, pero no inducira que las nanosferas porten una mayor

cantidad de farmaco.
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* Una concentracion de dextrano-70 del 1 % (p/v): su presencia no
afecta a la vehiculizacion del anticancerigeno, pero ejerce un papel
decisivo en la obtencion de suspensiones muy estables de nanosferas
de distribucion homogénea, reducido tamafio y elevada uniformidad,

en las que no se aprecian macrocoagulos ni precipitados solidos.

= Una concentracion de HC1 10 M: un medio de polimerizacién con un
pH excesivamente dcido merma la incorporacion del anticancerigeno
en las nanosferas poliméricas. No se utilizara una concentracion de
HCI menor para evitar la reduccion del rendimiento de la sintesis con

vistas a una administracion parenteral.

= Una concentracion de 5-fluorouracilo 4-10 M: es la maxima que nos
permite utilizar la técnica espectrofotométrica utilizada. El aumento de
la concentraciéon de 5-fluorouracilo en el medio de polimerizacion

incrementa la eficacia de captacion.

Bajo estas condiciones y segln la rutina conocida de sintesis, obtendremos
las nanosferas de polimero con la mayor incorporacion de antineoplasico posible.
De forma breve, la adicion del mondémero (1 % p/v) se realizd6 de forma
progresiva, bajo agitacion mecanica (1000 rpm), en 50 mL de un medio de
polimerizacion 10 N de HCI, con una concentraciéon 410 M de 5-fluorouracilo
y un 1 % (p/v) de dextrano-70. Una vez finalizada la polimerizacion total del
monomero (3 horas), se procedidé a la neutralizacion del medio con cantidad
suficiente de KOH para asegurar el final de la polimerizacion. La suspension de
aspecto lechoso resultante fue sometida a una centrifugacion a 17000 rpm durante
25 minutos, obteniéndose un sobrenadante que fue sometido a una nueva
centrifugacion a 17000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante transparente
obtenido se comparard con la muestra del medio, tomada antes de adicionar el
mondmero, mediante la metodologia espectrofotométrica ya descrita y justificada.

Cada uno de los medios de polimerizacion, las muestras de estos retiradas y los
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respectivos sobrenadantes, estuvieron en todo momento protegidos de la luz

ambiental. Los experimentos fueron realizados por triplicado.

En la Fig. 57 se recogen los espectros de absorcion del medio de
polimerizacion y del sobrenadante obtenidos tras la sintesis con una concentracion
4-10* M de 5-fluorouracilo. Es evidente la disminucion de la absorbancia con
respecto al espectro del medio de polimerizacion del pico localizado a 265 nm, sin
necesidad de corregir los espectros de los sobrenadantes de la sintesis
[Fig. 57 (a)]. Como muestra la Fig. 57 (b), la eliminacion de la absorbancia de los
residuos de la polimerizacion acentiia aun mas el descenso de este pico. Por ello,
puede concluirse que la absorcion de 5-fluorouracilo en la matriz de las
nanosferas poliméricas es marcada y mayor, 3.1 + 0.3 umol/g frente a 2.56 + 0.13
umol/g, que la obtenida utilizando las condiciones normales [Fig. 56; HCI
2:10° M, dextrano-70 0.5 % (p/v)]; esto supone un incremento del 25 % gracias a

la optimizacion de las condiciones de sintesis.

En la Tabla 10 recogemos la comparacion entre los datos de incorporacion
de 5-fluorouracilo [% (p/p)] obtenidos por otros autores en nanoparticulas de
diferente naturaleza (216) y el logrado mediante la optimizacion de las
condiciones de sintesis de las nanosferas de poli(etil-2-cianoacrilato). Como
puede apreciarse, se ha logrado mejorar el grado de vehiculizacién obtenido en las
nanoparticulas de poli(butilcianoacrilato), a pesar de su mejor capacidad para
incorporar farmaco por la mayor longitud de su sustituyente alquilico (220).
Ademas, se mejora la captacion obtenida en las nanoparticulas de Eudragit y casi
se igualan los valores alcanzados por las nanoparticulas de poli(caprolactona) y

poli(lactida-co-glicolida).
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Fig. 57: Estudio de la absorcion de 5-fluorouracilo por poli(etil-2-cianoacrilato),
considerando (a) y eliminando (b) la absorbancia de los residuos de la polimerizacion. La
concentracion molar de farmaco utilizada es 4-10. Se recogen los espectros de los 3
ensayos realizados. Linea continua (-): medio polimerizacion de referencia; linea

discontinua (---) sobrenadante sintesis.
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Tabla 10: Absorcion [% (p/p)] de S-fluorouracilo en diferentes tipos de nanoparticulas.

Tipo de material Absorcion [% (p/p)]
Poli(etil-2-cianoacrilato) 0.041 + 0.004
Poli(butilcianoacrilato) 0.032 +0.001
Poli(caprolactona) 0.054 + 0.004
Poli(lactida-co-glicolida) 0.051 +0.005
Eudragit 0.031 +0.001

La optimizacion de la sintesis nos ha permitido obtener una eficacia de
encapsulacion del 8 += 1 %, similar a los valores maximos alcanzados en
liposomas (nunca mayores del 10 %), con concentraciones superiores de
S5-fluorouracilo, mediante la optimizacion de su composicion lipidica y sus
procedimientos de preparacion (228). Ademas, las nanosferas de la familia de los
poli(alquilcanoacrilatos) presentan una mayor estabilidad en fluidos bioldgicos y

en almacenamiento que los liposomas (228, 229).

5.6. INCORPORACION DEL 5-FLUOROURACILO EN
LAS PARTICULAS COMPUESTAS.

Una vez determinado el mecanismo y las condiciones Optimas de
incorporacidon del 5-fluorouracilo en las nanosferas de poli(etil-2-cianoacrilato),
aplicaremos estas conclusiones a la sintesis de las particulas compuestas. De esta
manera, pretendemos lograr una captacion Optima del antineopldsico por unas
particulas constituidas por un nicleo magnético y un recubrimiento polimérico
biodegradable, cuya sintesis ha sido a su vez mejorada como hemos descrito en el
segundo capitulo (Apartado 2.1.3.). La Unica modificacién con respecto a las
condiciones de sintesis que permiten una Optima captacion del anticancerigeno, es

la presencia en el medio de polimerizacion de los nucleos de magnetita.
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La adicion del monomero [1 % (p/v)] se realizd de forma progresiva, bajo
agitacion mecéanica (1000 rpm), en 50 mL de un medio de polimerizaciéon 10* N
de HCl y 410" M de 5-fluorouracilo, con una concentracion de magnetita del
0.75 % (p/v) y un 1 % (p/v) de dextrano-70. Una vez finalizada la polimerizacion
total del mondémero (3 horas), se neutralizd el medio con cantidad suficiente de
KOH para asegurar el final de la polimerizacion. Si bien la limpieza de las
particulas compuestas se realiza mediante separacidon magnética para lograr la
eliminacion de los residuos de polimerizacién y las nanosferas de polimero
formadas, someteremos la suspension obtenida al tratamiento de doble
centrifugacion ya descrito en las particulas poliméricas, con el objetivo de
determinar la incorporacion del antineopldsico en el conjunto nanoparticulas
compuestas-poliméricas. El sobrenadante transparente obtenido se comparara con
la muestra del medio, tomada antes de adicionar el mondémero, mediante la
metodologia espectrofotométrica ya descrita y justificada. Cada uno de los medios
de polimerizacion, las muestras de estos retiradas y los respectivos sobrenadantes,
estuvieron en todo momento protegidos de la luz ambiental. Los experimentos

fueron realizados por triplicado.

En la Fig. 58 se recogen los espectros de absorcion del medio de
polimerizacion y del sobrenadante obtenidos tras la sintesis. Al igual que en la
sintesis que permite una captaciéon Optima del antineoplasico por el polimero,
queda patente la reduccion en la intensidad del pico a 265 nm con respecto al
espectro del medio de polimerizacion, sin necesidad de corregir los espectros de
los sobrenadantes de la sintesis [Fig. 58 (a)]. Como muestra la Fig. 58 (b), la
correccion del espectro acentia atin mas el descenso de este pico y se aprecia que
es mayor que el observado en el espectro corregido de las nanoparticulas

poliméricas [Fig. 57 (b)].
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Fig. 58: Estudio de la absorcion de 5-fluorouracilo por las particulas compuestas,
considerando (a) y eliminando (b) la absorbancia de los residuos de la polimerizacion. La
concentracion molar de farmaco utilizada es 4-10*. Se recogen los espectros de los 3
ensayos realizados. Linea continua (—): medio polimerizacion de referencia; linea

discontinua (---) sobrenadante sintesis.
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La absorcion de 5-fluorouracilo desarrollada por el conjunto particulas
compuestas-poliméricas es mayor que la conseguida por las nanosferas
poliméricas, 4.16 + 0.09 umol/g frente a 3.1 + 0.4 pumol/g en la sintesis
optimizada y frente a 2.56 + 0.13 pumol/g en la sintesis normal; esto supone un
incremento en la absorcion del 35 % y del 65 %, respectivamente. Este aumento
en la captacion mecanica de farmaco con respecto a la sintesis optimizada de las
nanosferas de poli(etil-2-cianoacrilato), lo atribuimos a la contribucion de las
interacciones entre los niicleos magnéticos y la cadena polimérica en crecimiento.
La elevada superficie especifica de la magnetita y las fuerzas que favorecen el
recubrimiento mecanico de los nlcleos magnéticos (96) pueden ser las
responsables del incremento en la captacion de 5-fluorouracilo ya que, ademas del
farmaco incorporado en la matriz polimérica, se producira la captacion puramente
mecanica en la interfaz nucleo-recubrimiento. Como ya se ha indicado, la
adsorcion superficial del farmaco es inexistente o erratica en estos materiales por

lo que no se espera una contribucion significativa a la incorporacion.

Si tenemos en cuenta el peso relativo del recubrimiento de las particulas
sintetizadas cuando la proporcion de peso inicial es de 4:3 (Tabla 2), podemos
determinar que la vehiculizacion por las particulas compuestas es 2.08 + 0.16
umol/g. Esta capacidad de incorporacion [0.027 £ 0.002 % (p/p)] es menor que la
obtenida por las nanosferas de poli(etil-2-cianoacrilato) [0.041 £+ 0.004 % (p/p)], y
se debe a la formacion de nanosferas poliméricas como subproductos de sintesis,
las cuales también absorben fdrmaco. Como la principal incorporacion se realiza
en la matriz polimérica, es logico que en las particulas compuestas se produzca
una menor incorporacion debido a la menor proporcion de polimero presente en

estas.

A pesar de esto y comparando con los valores de la Tabla 10, la
vehiculizacion es adecuada, sin olvidar las posibilidades que aporta la capacidad
de respuesta magnética adquirida. La eficacia de encapsulacion de las particulas
compuestas (6.3 + 0.5 %) no es mucho menor que la maxima lograda en

liposomas (228). Por lo tanto, la incorporacion de niicleos magnéticos en la matriz
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polimérica no implica una pérdida significativa en la capacidad de vehiculizacion
de S5-fluorouracilo por las nanosferas, y ademas permite que estas adquieran
propiedades de respuesta magnética con todo lo que ello puede implicar desde el

punto de vista su uso terapéutico.
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Del presente trabajo de investigacion, cuyo principal objetivo es la
vehiculizacion, bajo condiciones Optimas, del antineoplédsico 5-fluorouracilo por
nanoparticulas compuestas de un niicleo magnético y un recubrimiento polimérico
biodegradable, se pueden resumir las principales aportaciones en las siguientes

conclusiones:

1. Sobre la sintesis de las nanoparticulas compuestas.

Se ha puesto a punto un procedimiento reproducible de sintesis de
particulas coloidales esféricas de composicion mixta, formadas por un nucleo
magnético (magnetita) y un recubrimiento polimérico [poli(etil-2-cianoacrilato)]

biodegradable.

Para optimizar las condiciones de la sintesis, se analiz6 el efecto de la
proporcidn inicial de pesos mondémero:magnetita sobre las particulas compuestas
obtenidas, y se concluyé que la relacion 4:3 (mondmero:magnetita) es la dptima

para la realizacion de la sintesis de las particulas compuestas.

De esta manera, se ha logrado el disefio de un sistema de liberacion
controlada de farmaco constituido por un nucleo magnético, responsable del
pequefio tamafio, morfologia esférica y propiedades magnéticas de las particulas
obtenidas; y por un recubrimiento polimérico, muy apropiado para el transporte y

liberacion controlada de farmaco.

2. Sobre la estructura y composicion quimica.

Mediante la comparacion de los difractogramas de rayos X obtenidos para
la magnetita y las particulas compuestas con el patron ASTM de la magnetita, se
comprobd la perfecta coincidencia de las lineas de estos difractogramas con las
del patron. Esto permite identificar las muestras como magnetita y observar la

elevada cristalinidad de ésta. Ademas, al comparar los difractogramas entre si se
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observo como el recubrimiento polimérico provoca una atenuacion de los picos de

la magnetita.

El analisis del espectro de infrarrojos constituye una nueva prueba de la
eficacia del recubrimiento, ya que permitid la identificacion de los grupos
funcionales del polimero y una banda caracteristica de la magnetita en las
particulas compuestas. Las bandas del espectro de las particulas compuestas son

menos intensas debido a la presencia de una menor cantidad de polimero en éstas.

Los espectros de 'H-RMN y "C-RMN de las particulas poliméricas,
permitieron la identificacion de los diferentes grupos funcionales del polimero vy,
junto con el espectro de infrarrojos, constituyen una prueba de la obtencion de las
particulas de poli(etil-2-cianoacrilato) por polimerizacion del monoémero

correspondiente.

El estudio del espectro de masas de i6n secundario de las nanosferas
poliméricas nos permitio determinar su peso molecular. De esta forma se observo
que el polimero més abundante presenta un peso molecular en torno a 861 Da y

estd constituido por la asociaciéon de 7 mondmeros.

El anélisis de las propiedades magnéticas mediante la determinacion de la
curva de primera imanacion y el ciclo de histéresis de la magnetita y de las
particulas compuestas, permiti¢ apreciar como el recubrimiento polimérico reduce
la imanacion de la muestra. Sin embargo, el comportamiento de la magnetita y de

las particulas compuestas es muy similar.

Por lo tanto, de este apartado puede concluirse que nuestras particulas
compuestas cumplen el requisito que buscabamos: su superficie es comparable a
la del polimero, pero tienen la propiedad de ser magnetizables, por lo que

constituyen un vehiculo ideal para el transporte de farmacos.
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3. Sobre las propiedades eléctricas superficiales.

El estudio comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los
tres tipos de particulas mediante electroforesis constituye una nueva prueba de la
eficacia del recubrimiento. Este oculta muy eficazmente el nucleo magnético,
haciendo que la superficie de las particulas compuestas sea indistinguible de la de

las particulas de polimero.

El analisis preliminar de la estabilidad del recubrimiento mediante el
estudio electrocinético de las particulas compuestas con el tiempo, mostrdé como el
comportamiento de éstas se aproxima al de la magnetita en agua. Es interesante
destacar como la electrocinética hace intuir la velocidad de degradacion, un
aspecto fundamental cuando se trabaja con el mecanismo de liberaciéon de un

farmaco en el lugar deseado.

Del estudio de la estabilidad de las propiedades eléctricas superficiales de
la magnetita se concluyd que la magnetita es intrinsecamente inestable en agua,
desde el punto de vista de las propiedades eléctricas superficiales, por lo que el
potencial zeta y la movilidad electroforética pueden aportar informacion siempre

sobre las caracteristicas de envejecimiento del material.

4. Sobre la termodinamica superficial.

Utilizando un modelo termodindmico aplicable a la interfase
solido/liquido, ha sido posible llevar a cabo una completa caracterizacion
termodindmica superficial de las particulas sintetizadas. Para ello, se ha realizado
la determinacion experimental del angulo de contacto sobre comprimido y sobre
una placa de vidrio recubierta con una fina capa de solido en suspension de

diclorometano, con el objeto de contrastar resultados.

El modelo permite caracterizar el so6lido mediante tres componentes de su

energia libre superficial: %"" (Lifshitz-van der Waals, representativa de las
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. . . . . +
interacciones no polares o dispersivas en la interfase), j5  (aceptor de electrones o

acido de Lewis) y s (donante de electrones o base de Lewis).

La diferente naturaleza de las superficies de magnetita, poli(etil-2-
cianoacrilato) y particulas compuestas, se manifiesta en cambios sufridos por las
interacciones interfaciales entre el sélido y los liquidos de ensayo, y en general, en

diferentes contribuciones a la energia superficial total de cada tipo de solido.

Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se manifiestan en
las caracteristicas hidrofobas/hidrofilas de los diferentes materiales. La naturaleza
hidréfila de la magnetita se pierde al ser recubierta por el polimero hidréfobo, lo

que se considera una nueva prueba de la eficacia del recubrimiento.

Empleando la informaciéon obtenida del estudio -electrocinético y
termodinamico de nuestros materiales, hemos justificado el mecanismo de
formacion de la capa de recubrimiento polimérico sobre los nucleos magnéticos.
Esta se genera como consecuencia de la atraccion electrostatica entre las
particulas de magnetita cargadas positivamente y los carbaniones de polimero con
carga negativa, lo que induce la concentracion de los ultimos en las inmediaciones
de la superficie de la magnetita. El recubrimiento polimérico termina de forjarse
gracias a que las interacciones acido-base y de van der Waals son netamente
atractivas. Es decir, termodinamicamente es mdas favorable para el polimero

permanecer en contacto con la magnetita que estar aislado en el agua.

5. Sobre la capacidad de vehiculizacion de 5-fluorouracilo.

El andlisis de las condiciones Optimas de trabajo (pH, temperatura y luz)
con las disoluciones de 5-fluorouracilo, ha permitido establecer una rutina de
laboratorio que garantice la estabilidad de las disoluciones durante todo el

proceso.
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Se ha realizado un estudio detallado de la influencia del pH del medio de
polimerizacion en la estabilidad de las nanosferas poliméricas, aprecidndose como
la concentracion de OH™ compromete la integridad de las nanoparticulas. Este
hecho se pone de manifiesto por un aumento de la velocidad de degradacion con
la concentracién de este ion. El desarrollo de este proceso queda perfectamente
caracterizado mediante la descripcion de la evolucion temporal de la apariencia,
conductividad, propiedades espectrofotométricas y pH de las suspensiones de

poli(etil-2-cianoacrilato).

Para la determinacion de la incorporacion de farmaco por los materiales
estudiados, se ha diseflado un procedimiento original que permite esta
cuantificacion de forma reproducible, fundamentado en técnicas
espectrofotométricas. Este método estd basado en la correccion de los valores de
absorcion obtenidos tras el ensayo de vehiculizacion, mediante la eliminacion de
las absorbancias generadas por los residuos de la polimerizacion del mondémero y
por los restos de especies presentes en el medio. Se ha analizado la contribucioén
de las diferentes variables de la sintesis (concentraciéon de mondémero, de agente

estabilizador, de farmaco y de HCI) a esta sefial de fondo.

El andlisis de la incorporacion superficial de 5-fluorouracilo en nuestros
materiales, mediante técnicas espectrofotométricas y electroforéticas, pone de
manifiesto una adsorcion superficial erratica o inexistente. Esto es logico si
tenemos en cuenta el cardcter no idnico e hidréfilo del antineoplésico, frente al

caracter hidr6fobo de las nanosferas poliméricas.

De la contribucion de las variables de la sintesis sobre la incorporacion de
5-fluorouracilo en la matriz, cabe destacar el papel desempefiado por el pH del
medio de polimerizacion y por la concentracion de farmaco. Un pH
moderadamente acido (pH = 4) permite una rapida cinética de polimerizacién, lo
que induce una mayor captacion mecanica de antineoplasico en la matriz
hidrofoba. Por otro lado, al incrementarse la concentracion de 5-fluorouracilo,

mayor cantidad de este se encontrard disponible para ser captada. En cuanto a la
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concentracion de monomero, su aumento no conlleva una mejora de la
vehiculizacion y si el incremento del niumero de nanosferas generadas. La
presencia de dextrano-70 en el medio no afecta a la vehiculizacion, pero si a la

calidad de la suspension obtenida para uso parenteral.

Del analisis espectrofotométrico de la influencia de estas variables de la
polimerizacién, se obtienen las condiciones de sintesis que permiten una
incorporacién optima de farmaco. El método propuesto mejora los resultados
obtenidos con otros miembros de la familia de poli(alquilcianoacrilatos) e iguala o

supera los obtenidos en otros vehiculos.

La incorporacion de los niicleos magnéticos en la sintesis de las nanosferas
poliméricas, segin las condiciones 6ptimas de recubrimiento y vehiculizacion de
5-fluorouracilo, permite la obtencion de unas particulas compuestas que
practicamente no ven mermada su capacidad de transporte con respecto al
polimero puro, y presentan la ventaja que aportan los nucleos magnéticos al
reducir el tamafio de las nanoparticulas resultantes y dotarlas de propiedades de
respuesta magnética, con todo lo que ello implica desde el punto de vista

terapéutico.
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