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El manejo clínico del cáncer, considerado hoy día como una enfermedad severa, 

continua siendo uno de los principales problemas de salud pública de la actualidad. Por 

tanto, la detección precoz y no invasiva de la enfermedad es crucial para un buen 

pronóstico del paciente. Asimismo, resulta igualmente importante el uso de una terapia 

segura, selectiva y sin efectos secundarios. Sin embargo, en numerosas ocasiones, los 

principios activos utilizados encuentran condicionada su actividad terapéutica por i) la 

inespecificidad de acción por las células o tejido diana; y, ii ) el desarrollo de reacciones 

adversas severas consecuencia de su actividad farmacológica, entre otros factores.  

 

Desde la década de 1980 ha sido investigado con gran interés el desarrollo de 

diferentes coloides como sistemas transportadores de fármacos antitumorales, para así 

lograr la optimización de su efecto farmacológico [Ibrahim y cols., 1983; Couvreur y 

Vauthier, 2006]. Dentro de este marco teórico se encuentra englobado nuestro trabajo de 

investigación. En concreto, y como podrá concluirse tras la lectura de la presente 

memoria, el sistema coloidal que hemos desarrollado debe resultar potencialmente útil 

para la mejora del tratamiento del cáncer, como el cáncer de colon, gracias a dos 

aspectos: el transporte selectivo de fármacos a través del guiado magnético y el 

fenómeno de hipertermia, ambos desarrollados y explicados más adelante. 

 

1.1. CÁNCER 

 

Un organismo sano está constituido por un conjunto de células que se dividen de 

forma regular con el fin de reemplazar a las ya envejecidas o muertas. Sólo de esta 

manera puede garantizarse la integridad y el correcto funcionamiento de los distintos 

órganos y tejidos del cuerpo humano. El proceso de división de las células está regulado 

por una serie de mecanismos de control que indican a la célula cuándo comienza a 

dividirse y cuándo permanece estática. Cuando se produce un daño celular que no puede 

ser reparado, se ponen en marcha una serie de procesos de autodestrucción celular que 

impiden que el daño sea heredado por las células descendientes. Cuando estos 
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mecanismos de control se alteran en una célula, ésta y sus descendientes inician una 

división incontrolada, que con el tiempo dará lugar a una masa tumoral.  

 

Una de las características más relevante de los tumores malignos es la propagación 

a distancia o metástasis. La metástasis (meta = transformación, stasis = residencia) se 

define como la propagación del tumor por invasión, de modo tal que se forma una masa 

o masas tumorales secundarias discontinuas en el sitio de alojamiento. Las metástasis y 

la invasividad son las dos características más importantes que distinguen los tumores 

malignos de los benignos, los tumores benignos no metastatizan, mientras que todos los 

tumores malignos, con algunas excepciones, como p.ej., los gliomas del sistema 

nervioso central y el carcinoma basocelular de la piel, pueden dar metástasis. En 

general, es más probable que produzcan metástasis los tumores más grandes, más 

agresivos y de crecimiento más rápido, pero existen numerosas excepciones. 

Aproximadamente un tercio de los tumores malignos, en el momento de la presentación, 

tienen depósitos metastásicos evidentes, mientras que otro 20 % tienen metástasis 

ocultas [Mohan, 2010]. 

 

En la Tabla 1.1. se muestran de forma resumida las diferencias entre tumores 

benignos y malignos:  
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CARACTERÍSTICAS TUMORES BENIGNOS TUMORES MALIGNOS 

Estructura y diferenciación 
Frecuentemente típica del tejido 

de origen 
Frecuentemente atípica, 

poco diferenciado 

Modo de crecimiento 
Expansivo, con formación de 

cápsula 
Infiltrativo no encapsulado 

Velocidad de crecimiento 
Generalmente lento: pocas 

mitosis normales 
Generalmente rápido: 

muchas mitosis anormales 

Progresión del crecimiento 
Lento y progresivo puede 

detenerse o regresar 

Raramente cesa, casi 
siempre es rápido y 

progresivo hasta la muerte 
Metástasis Ausentes Generalmente presentes 

Recurrencia después de 
extirpación 

Rara Frecuente 

Cromatina Nuclear Normal Aumentada 
Invasión a vasos No Frecuente 

Divisiones Nucleares Pocas y casi normales Muchas divisiones 
Cromosomas anormales Pocos Muchos 

 

Tabla 1.1. Diferencias generales entre tumores benignos y malignos 

 

No todos los tipos de cáncer se caracterizan por la presencia de una masa sólida 

tumoral. Por ejemplo, en el caso de la leucemia, las células malignas invaden y son 

desarrolladas en la médula ósea, para finalmente invadir la sangre y otros órganos. La 

evolución de cada cáncer está sujeta a múltiples factores que van a interactuar entre sí, 

los cuales dependen tanto del tipo de tumor como del propio paciente. De forma 

general, la malignidad de un tumor viene determinada por la agresividad de sus células, 

es decir, por la capacidad de éstas de invadir tejidos sanos [Mohan, 2010].  

 

1.1.1. ORIGEN 

 

El cáncer ha acompañado siempre al hombre, por lo menos, parece tan antiguo 

como éste. De hecho han sido encontradas lesiones tumorales en huesos del 

Pithecanthropus erectus y mucho antes de la aparición del Homo Sapiens fue 

comprobada la existencia de lesiones en los huesos de dinosaurios. Debemos recordar 

que el cáncer no es solamente una enfermedad del ser humano, sino que también 

aparece en el reino animal y en el reino vegetal. La palabra cáncer, se remonta a la 
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antigua Grecia, este término es atribuido a Hipócrates (460 a.C.-377 a.C.), quien bautizó 

esta enfermedad como cáncer en alusión a la forma con que se propagaba, semejando 

las patas del cangrejo. En el año 1775, el doctor Sir Percival Pott señaló la asociación 

que existía entre el cáncer y la presencia de polvo de carbón en la ropa y piel de los 

deshollinadores. Este hecho, reconoció la asociación causa-efecto de una sustancia 

capaz de provocar esta enfermedad, estableciéndose así el conocimiento de la 

carcinogénesis química. En 1911, Peyton Rous logro aislar un virus del sarcoma 

producido en pollos y lo transmitió a otros animales de la misma especie, mostrando 

que un virus era capaz de provocar tumores en animales. Julios Cohnhein (1839-1884), 

propuso en 1877, la teoría del residuo embrionario sobre el cáncer. En ella señalaba que 

restos embrionarios de células indiferenciadas persisten como tales en el organismo de 

una persona, esperando el impulso que ha de surgir y permitir, para así manifestar su 

capacidad ilimitada de proliferar o crecer [Boveri, 2008; Grange y cols., 2002; Mohan, 

2010]. 

 

El término cáncer, tumor o neoplasia significa crecimiento nuevo, sin embargo, no 

todos los crecimientos nuevos son neoplasias, dado que también existen ejemplos de 

crecimiento nuevo en el caso de tejidos y células en procesos de embriogénesis, 

regeneración, reparación, hiperplasia y/o estimulación hormonal. La proliferación y 

maduración de las células en los adultos normales está controlada; por lo cual algunas 

células proliferan durante toda la vida (células lábiles), algunas proliferan de manera 

limitada (células estables), mientras que otras no se reproducen (células permanentes). 

Por otra parte, las células tumorales pierden el control y la regulación de la replicación y 

forman una masa anormal de tejido. 

 

Por lo tanto, una definición satisfactoria de cáncer, neoplasia o tumor sería, masa de 

tejido formada como resultado de la proliferación anómala, excesiva, no coordinada, 

autónoma y sin propósito de las células, incluso después de suspendido el estímulo para 

el crecimiento que la produjo. Las neoplasias pueden ser benignas cuando el 

crecimiento es lento y son localizadas sin producir mucha dificultad en el huésped; o 
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malignas cuando proliferan rápidamente, se propagan en todo el cuerpo y, finalmente, 

pueden provocar la muerte del huésped. El término común utilizado para todos los 

tumores malignos es cáncer. Hay que recordar que el mecanismo de inducción de un 

cáncer es denominado carcinogénesis, oncogénesis o tumorigénesis, este es un proceso 

complejo, de tipo múltiple y donde suelen confluir varios factores. Los agentes que 

pueden inducir un cáncer son denominados carcinógenos, los cuales pueden ser agentes 

químicos (benceno), físicos (radiaciones), biológicos (virus) e incluso moleculares, 

como genes (oncogenes) [Epstein y cols., 1964; Mohan, 2010]. Para la conversión de 

una célula normal en una neoplásica se requiere de una iniciación, o cambio de esa 

célula que era normal hacia una alterada o cancerosa y del desarrollo posterior mediante 

promoción de esa célula para proliferar y dar lugar a un cáncer clínicamente invasor. 

Aclarando esto un poco más, se diría que en los procesos requeridos para la aparición de 

un cáncer, se han reconocido dos estadios diferentes llamados iniciación y promoción, 

que varían para cada tipo de cáncer y según el agente que lo provoque. La iniciación 

abarca la interacción entre un carcinógeno y el material genético celular, que da lugar a 

una alteración molecular o una mutación que puede transformar las células en 

anormales; sin embargo, en dicho proceso, no suele producirse la aparición de un tumor, 

a menos que actúe un agente promotor. Por tanto, si la alteración en el material genético 

no puede ser reparada, se produce la etapa de promoción; donde la célula dañada se 

divide, produciéndose un cambio permanente en la base nitrogenada recién producida, 

generando una mutación muy peligrosa si los genes afectados son del grupo de los 

oncogenes celulares. De esta manera se inicia así la carcinogénesis. La acción debida a 

un agente conocido como promotor puede transformar las células ya lesionadas 

inicialmente y hacerlas proliferar para formar posteriormente un tumor, o bien, 

simplemente facilitar la multiplicación de células ya cancerosas latentes o inactivas, 

para formar un cáncer [Mohan, 2010]. 
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1.1.2. TIPOS DE CÁNCER 

 

Existen muchas denominaciones para detallar los diferentes tipos de tumores 

benignos y malignos pertenecientes a los diferentes tejidos y sistemas corporales según 

su anatomía patológica, y sería muy complejo elaborar un listado completo. De forma 

general, puede hablarse de alteraciones típicas benignas o premalignas en las células 

cancerosas. Estas alteraciones más comunes son:  

 

− ANAPLASIA: un grado menor de diferenciación celular, o sea regresión en la 

diferenciación celular de un tejido, las células tienden a semejar a las embrionarias, 

el cáncer puede ser ejemplo de esto. 

 

− APLASIA: desarrollo insuficiente de un órgano o tejido de manera congénita 

 

− AGENESIA: esbozo de un órgano que no creció de manera congénita; detención 

del desarrollo. 

 

− ATROFIA: disminución en el tamaño o número de las células de un tejido o ambos 

factores; en realidad es la disminución en la cantidad de protoplasma vivo después 

de que un tejido haya alcanzado su desarrollo normal. 

 
− HIPERPLASIA: aumento en el número de células de un tejido.  

 

− HIPERTROFIA: aumento en el tamaño de dichas células, es reversible si cesa el 

estímulo que la produjo. 

 

− METAPLASIA: consiste en la mayor diferenciación de un tejido, especialmente, si 

dicho tejido se ve sometido a irritación crónica. Nunca es un fenómeno natural; por 

ejemplo, la leucoplasia es la transformación del epitelio de revestimiento de una 
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mucosa en epitelio queratinizado. La mayor parte ocurre en tejidos que se 

encuentran proliferando, ya sea epidermoides o glandulares como bronquio, cérvix, 

mucosas, boca, estómago, etc. Por ejemplo en cérvix, el epitelio cilíndrico 

monoestratificado es reemplazado por otro poliestratificado.  

 

− DISPLASIA: es la aparición y proliferación de células atípicas en un tejido, sin 

formar un tumor. La displasia es considerada una alteración que afecta el tamaño, la 

forma y las relaciones de orientación de las células adultas en particular las 

epiteliales. Estas células exhiben pleomorfismo o sea que varían en cuanto a 

tamaño. 

 

Algunos cánceres están compuestos por células sumamente indiferenciadas y se 

denominan tumores malignos indiferenciados. Aunque esta es una generalización 

amplia, existen algunos ejemplos contrarios a este concepto como el melanoma para el 

carcinoma de los melanocitos, hepatoma para el carcinoma de los hepatocitos, linfoma 

para el tumor maligno del tejido linfoide y seminoma para el tumor maligno del 

testículo. Leucemia es el término utilizado para el cáncer de las células formadoras de 

sangre. Las siguientes categorías de tumores mostradas a continuación son una 

generalización en la nomenclatura descrita más arriba: 

 

1. Tumores mixtos. Cuando dos tipos de tumores se combinan en el mismo tumor, se 

denomina tumor mixto. Por ejemplo: 

 

i. El carcinoma adenoepidermoide es la combinación de un adenocarcinoma y 

un carcinoma de células pavimentosas en el endometrio. 

ii. El adenoacantoma es la mezcla de un adenocarcinoma y de elementos 

epidermoides benignos en el endometrio. 

iii.  El carcinosarcoma es la rara combinación de un tumor maligno del epitelio 

(carcinoma) y de tejido mesenquimatoso (sarcoma), como en el tiroides. 
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iv. Tumor de colisión es el término utilizado para dos cánceres 

morfológicamente diferentes en el mismo órgano que no se mezclan entre sí. 

v. Tumor mixto de la glándula salival (o adenoma pleomorfo) es el término 

utilizado para el tumor benigno que tiene una combinación de elementos tanto 

de tejidos epiteliales como mesenquimáticos. 

 

2. Teratomas. Estos tumores están formados por una mezcla de distintos tipos de 

tejidos que se originan en las células pluripotenciales derivadas de las tres capas 

germinativas: ectodermo, mesodermo y endodermo. Los sitios más frecuentes para 

los teratomas son los ovarios y el testículo (teratomas gonadales). Pero también se 

presentan en sitios extragonadales, principalmente en la línea media del cuerpo 

como en la región de la cabeza y del cuello, el mediastino, el retroperitoneo, la 

región sacrococcígea, etc. Los teratomas pueden ser benignos o maduros (en la 

mayoría de los teratomas ováricos) o malignos o inmaduros (en la mayoría de los 

teratomas testiculares). 

 

3. Blastomas (embriomas). Los blastomas o embriomas representan un grupo de 

tumores malignos que se originan en las células embrionarias o parcialmente 

diferenciadas que, normalmente, formarían el blastema de los órganos y tejidos 

durante la embriogénesis. Estos tumores ocurren más frecuentemente en lactantes y 

niños (menores de 5 años) e incluyen algunos ejemplos de tumores de este grupo de 

edad: neuroblastoma, nefroblastoma (tumor de Wilms), hepatoblastoma, 

retinoblastoma, meduloblastoma y blastoma pulmonar. 

 

4. Hamartoma. Tumor benigno formado por células maduras pero desorganizadas de 

tejidos propios del órgano particular; por ejemplo, el hamartoma del pulmón 

consiste en cartílago maduro, músculo liso y epitelios maduros. Por lo tanto, todos 

los elementos tisulares diferenciados maduros que comprenden el bronquio están 

presentes en él, pero están mezclados en una masa.  
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5. Coristoma. El coristoma es el nombre dado a los islotes ectópicos del tejido normal. 

Por lo tanto, el coristoma es una heterotopía, pero no es un verdadero tumor, 

aunque se parece a él. 

 

Actualmente, la clasificación resumida de los tipos de tumores es mostrada en la 

Tabla 1.2. y se basa en la histogénesis, es decir, en las células de origen. Las 

clasificaciones detalladas de los tumores benignos y malignos pertenecientes a los 

diferentes tejidos y sistemas corporales, junto con sus características morfológicas no es 

motivo de esta memoria [Mohan 2010]. 
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TEJIDO DE ORIGEN BENIGNOS MALIGNOS 
I. TUMORES DE UN TIPO CELULAR PARENQUIMATOSO 

A. Tumores Epiteliales 

Epitelio pavimentoso 
Papiloma de células 

epidermoides 

Carcinoma de células 
pavimentosas 
(epidermoide) 

Epitelio transicional 
Papiloma de células 

transicionales 
Carcinoma de células 

transicionales 
Epitelio glandular Adenoma Adenocarcinoma 

Piel de la capa celular basal - Carcinoma basocelular 

Neuroectodermo Nevo 
Melanoma 

(melanocarcinoma) 

Hepatocitos Adenoma de células hepáticas 
Hepatoma (Carcinoma 

hepatocelular) 
Placenta 

(Epitelio coriónico) 
Mola hidatiforme Coriocarcinoma 

B. Tumores no epiteliales (mesenquimáticos) 
Tejido adiposo Lipoma Liposarcoma 

Tejido fibroso del adulto Fibroma Fibrosarcoma 
Tejido fibroso embrionario Mixoma Mixosarcoma 

Cartílago Condroma Condrosarcoma 
Hueso Osteoma Osteosarcoma 

Sinovio Sinovioma benigno Sarcoma sinovial 
Músculo liso Leiomioma Leiomiosarcoma 

Músculo esquelético Rabdomioma Rabdomiosarcoma 
Mesotelio - Mesotelioma 

Vasos sanguíneos Hemangioma Angiosarcoma 
Vasos linfáticos Linfangioma Linfangiosarcoma 

Glomo Tumor glómico - 
Meninges Meningioma Meningioma invasivo 

Células hematopoyéticas - Leucemias 
Tejido linfoide Seudolinfoma Linfomas malignos 

Vaina del nervio Neurilemoma, Neurofirboma Sarcoma neurogénico 
Células nerviosas Ganglioneuroma Neuroblastoma 

II.  TUMORES MIXTOS 

Glándulas salivales 
Adenoma pleomorfo (tumor 

mixto de las glándulas 
salivales) 

Tumor mixto de las 
glándulas salivales 

III. TUMORES CON MÁS DE UNA CAPA DE CÉLULAS GERMINALES 
Células totipotenciales en 

gonadas o en restos 
embrionarios 

Teratoma maduro Teratoma inmaduro 

 

Tabla 1.2. Clasificación de los diferentes tipos de tumores benignos y malignos según el tejido 

de origen. 
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1.1.3. ABORDAJE FARMACOLÓGICO  

 

Entre las diferentes estrategias terapéuticas contra el cáncer, se encuentran la 

cirugía, la radioterapia, la quimioterapia, la inmunoterapia y las combinaciones de éstas. 

Durante muchos años, la cirugía fue la única solución utilizada, en ocasiones tan radical 

que tenía una alta morbilidad y mortalidad. Posteriormente, la introducción y el 

desarrollo del resto de estrategias fueron posibles gracias a los importantes avances 

logrados en el conocimiento de la biología molecular y fisiopatología de esta 

enfermedad. 

 

Aunque en los comienzos se pretendía eliminar hasta la última célula cancerosa, 

mediante devastadores procedimientos quirúrgicos, siempre se pensó que debía existir 

una posibilidad medicamentosa para lograr el mismo fin. Sin embargo, una de las 

grandes limitaciones de la farmacoterapia del cáncer estriba en la inespecificidad de 

acción de los principios activos por la célula tumoral, resultando así también dañadas las 

células sanas. Por este motivo la farmacología del siglo XX centró sus esfuerzos en el 

desarrollo de principios activos específicos para una patología, que no dañarán los 

tejidos sanos del paciente. El concepto de quimioterapia fue reformulado por el 

científico alemán Paul Ehrlich. Precisamente la especificidad de acción de los 

anticuerpos por los antígenos de un microorganismo, y como estos anticuerpos eran 

letales para el patógeno, sin dañar el resto de los tejidos del enfermo fue el inicio de una 

propuesta revolucionaria a la que llamó “balas mágicas” y sobre la que se asienta el 

concepto de vectorización.  

 

Durante los primeros años de investigación y práctica clínica, los agentes 

quimioterápicos eran principalmente antibióticos. En 1887 se descubrieron las 

propiedades vesicantes de la mostaza sulfurada y del azufre, y su efecto sistémico tóxico 

caracterizado por leucopenia, aplasia de la médula ósea, disolución del tejido linfoide y 

ulceración del aparato digestivo. Debido a la acción citotóxica de las mostazas 
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nitrogenadas sobre el tejido linfoide, se estudió su utilidad en el tratamiento de 

linfomas. En 1942 se realizaron los primeros estudios clínicos, los cuáles se consideran 

el inicio de la quimioterapia. Simultáneamente, se pusieron en marcha diversas 

investigaciones que permitieron desarrollar la química farmacéutica de las mostazas 

nitrogenadas. Esto dio lugar a una serie de compuestos muy utilizados en la 

quimioterapia moderna, como la ciclofosfamida, el clorambucilo, la tiotepa, el 

busulfano, las nitrosoureas y el cisplatino. En 1948 se descubrieron los análogos del 

ácido fólico. Este grupo de antifólicos (p.ej., el metotrexato) permitían obtener 

remisiones de la leucemia. También se descubrió el efecto inmunosupresor de los 

corticosteroides y sus posibilidades en el tratamiento de la leucemia. El desarrollo de la 

terapia de rescate con ácido folínico permitió una mayor supervivencia de ciertos 

pacientes oncológicos, la mayoría niños. Todos estos esfuerzos en investigación dieron 

lugar al desarrollo de los agentes antimetabolitos, donde destaca la cincuentenaria 6-

mercaptopurina o la primera molécula quimioterápica para tumores sólidos, el 5-

fluorouracilo. 

 

Por otro lado, el manejo clínico del cáncer de mama y del cáncer de próstata 

comenzó a beneficiarse del uso de las hormonas sexuales. Los estrógenos se 

administraban para retardar el desarrollo del cáncer de próstata, mientras que los 

andrógenos se usaron en el cáncer de mama. Este tipo de terapia se actualizó con la 

introducción clínica de los antagonistas androgénicos, los moduladores de los receptores 

estrogénicos y las gonadorrelinas de larga duración. La farmacognosia también 

contribuyó al desarrollo de la quimioterapia contra el cáncer. Por ejemplo, se describió 

la actividad antilinfocítica de ciertos alcaloides extraídos de la planta Vinca rosea. Esta 

permitió la utilización clínica de la vinblastina y de la vincristina en el tratamiento de 

linfomas y leucemias. Estos principios activos se utilizaron generalmente en 

combinación con otros quimioterápicos. Se estudió también el uso de enzimas como la 

L-asparaginasa, o de los antibióticos derivados de Streptomyces spp. como la 

actinomicina D, la bleomicina o la doxorubicina.  
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1.1.3.1. TIPOS DE FÁRMACOS ANTITUMORALES 

 

En la actualidad se acepta que los fármacos antitumorales son aquellos principios 

activos que se utilizan para el tratamiento, tanto curativo como paliativo del cáncer. 

Estos agentes se pueden utilizar solos o en regímenes poliquimioterápicos, o como 

coadyuvantes de la cirugía o radioterapia. Los tipos de fármacos antitumorales se 

clasifican principalmente en: agentes antimetabolitos, antibióticos citotóxicos, agentes 

alquilantes, alcaloides de plantas y otros productos naturales, sales de platino, hormonas 

y antagonistas hormonales, inhibidores enzimáticos, modificadores de la respuestas 

biológica y otros [Flórez, 2008; Rubin, 2003]. 

 

Entre los agentes antimetabolitos destacan los antagonistas del ácido fólico (p.ej., 

metotrexato, raltitrexed, pemetrexed), los análogos de las purinas (p.ej., 6-

mercaptopurina, 6-tioguanina, fludarabina, pentostatina, cladribina, nelarabina, 

clofarabina) y los análogos de las pirimidinas (p.ej., 5-fluorouracilo, tegafur, 

capecitabina, citarabina, gemcitabina, azacitidina, decitabina). Estos principios activos 

son análogos estructurales de metabolitos celulares (falsos sustratos) que disminuyen la 

biodisponibilidad de los precursores de los nucleótidos de purina o pirimidina e 

interfieren en la síntesis de ARN (ácido ribonucleico) y ADN (ácido 

desoxirribonucleico). Son fármacos específicos de la fase S del ciclo celular. 

 

Los antibióticos citotóxicos y sustancias relacionadas actúan sobre el ADN y ARN 

inhibiendo su duplicación o transcripción. En este grupo destacan las antraciclinas 

(p.ej., doxorrubicina, daunorrubicina, idarubicina, epirubicina, mitoxantrona), 

antibióticos que rompen el ADN al generar radicales libres o al actuar sobre la 

toposiomerasa II. Dentro de este grupo también destacan la bleomicina, mitomicina y la 

actinomicina D, capaz de actuar sobre la topoisomerasa II e impedir la transcripción de 

ADN. Su utilidad clínica queda limitada considerablemente por la cardiotoxicidad 

(irreversible) que producen.  



 
Capítulo 1. Introducción  
 
 

-16- 
 

Entre los agentes alquilantes destacan las mostazas nitrogenadas (p.ej., 

ciclofosfamida, clorambucilo, ifosfamida, melfalán), las nitrosoureas (carmustina, 

lomustina, semustina, fotemustina, estreptozocina), los alquilsulfonatos (busulfano), 

metilhidrazinas (procarbazina) y otros (tiotepa, dacarbazina, temozolamida). Su acción 

citotóxica se debe a la formación de enlaces covalentes entre sus grupos alquilo y los 

grupos nucleofílicos del ADN, lo que impide la replicación de este. También pueden 

reaccionar con grupos fosfato, lo que les permite alquilar las bases del ARN. 

 

Dentro del grupo de los alcaloides de plantas y productos naturales destacan, los 

derivados del Podofilo (p.ej., etopósido y tenipósido), los alcaloides de la Vinca y 

análogos (p.ej., vinblastina, vincristina, vindesina, vinorelbina), los cuales penetran en 

la célula tumoral e interaccionan con la tubulina, proteína que forma los microtúbulos 

del huso acromático en la mitosis e impiden su polimerización para formar los 

microtúbulos, de esta manera se detiene la mitosis en la metafase (fase M) y, por lo 

tanto, la división celular. Dentro de este grupo también destacan los derivados del 

taxano (p.ej., docetaxel, paclitaxel, cabazitaxel, larotaxel) y los derivados de la 

Camptotecina (p.ej., irinotecán y topotecán), los cuales constituyen el grupo de los 

inhibidores de las topoisomerasas. Los taxanos se unen a la tubulina permitiendo su 

polimerización en microtúbulos estables pero poco funcionales, lo cual detiene el 

proceso de división celular. Además, la inhibición de las enzimas topoisomerasas 

desencadena la producción de ADN afuncional o la ruptura de la doble hélice de ADN, 

deteniéndose el ciclo celular en la fase S-G2. Destacan otros alcaloides de plantas y 

productos naturales como la eribulina, ixabepilona y trabectedina. 

 

Dentro de las sales de platino, el cisplatino es el más representativo de este grupo, 

actúa como un agente bifuncional produciendo enlaces irreversibles entre las dos hebras 

del ADN que interfirieren en su replicación. Son fármacos considerados específicos de 

la fase S del ciclo celular. Sus derivados son el carboplatino, oxaliplatino y el 

satraplatino que mejoran su toxicidad.  
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El tratamiento hormonal del cáncer se basa en la utilización de hormonas y 

antagonistas hormonales como los glucocorticoides (p.ej., prednisona, prednisolona, 

triamcinolona, dexametasona, betametasona, fludrocortisona, prednicarbato), 

progestágenos (p.ej., medroxiprogesterona, megestrol), estrógenos (p.ej., fosfestrol, 

dietilestilbestrol, etinilestradiol), andrógenos (p.ej., noretisterona), antiestrógenos (p.ej., 

tamoxifeno, toremifeno, fulvestrant), antiandrógenos (p.ej., ciproterona, flutamida, 

nilutamida, bicalutamida), agonistas análogos de la hormona liberadora de 

gonadotrofinas GnRH o LHRH (p.ej., buserelina, goserelina, leuprorelina, triptorelina), 

antagonistas de GnRH (p.ej., abarelix, degarelix) y otros (p.ej., abiraterona). Este tipo de 

tratamiento se basa en el hecho de que las células tumorales conservan, al menos en 

parte, la memoria biológica de las células de los tejidos sanos de los que provienen. A 

grandes rasgos, un tratamiento hormonal puede consistir en una supresión hormonal, 

una adición hormonal o en la utilización de hormonas como potenciadores de otros 

tratamientos terapéuticos. 

 

Dentro de los inhibidores enzimáticos destacan aquellos que inhiben la aromatasa 

(p.ej., formestano, aminoglutetimida, anastrozol, exemestano, letrozol) o los inhibidores 

de la proteinquinasa (p.ej., dasatinib, erlotinib, imatinib, lapatinib, nilotinib, sorafenib, 

sunitinib, gefitinib, vandetanib, pazopanib, temsirolimus). 

 

En los modificadores de la respuesta biológica aparecen fármacos que actúan sobre 

dianas biológicas a nivel del sistema inmunológico. Destacan los inmunoestimulantes 

(p.ej., glatirámero acetato, glicofosfopeptical, tasonermina, levamisol, filgastrim, 

lenograstim, pegfilgrastrim), inferferones (p.ej., interferón alfa-2a, interferón alfa-2b, 

interferón beta-1a, interferón beta-1b, interferón gamma, peginterferón alfa-2a, 

peginterferón alfa-2b), interleukinas (p.ej., aldesleukina), anticuerpos monoclonales 

(p.ej., trastuzumab, alemtuzumab, rituximab, cetuximab, panitumumab, bevacizumab), 

inmunosupresores (p.ej., abatacept, eculizumab, everolimus, leflunomida, micofenolico 

ácido, natalizumab, sirolimús, azatioprina, lenalidomida), inhibidores del factor de 

necrosis tumoral alfa (p.ej., adalimumab, etanercept, infliximab), inhibidores de la 
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interleucina (p.ej., anakinra, basiliximab) e inhibidores de la calcineurina (p. ej., 

ciclosporina, tacrolimus). 

 

Destacan otros fármacos antitumorales como p.ej., anagrelida, L-asparaginasa, la 

vacuna BCG (Bacilo de Calmette Guerin), bortezomib, celecoxib, estramustina, 

hidroxicarbamida, miltefosina, tretinoína, alitretinoína, bexaroteno, mitotano, 

vemurafenib, hidroxiurea, amasacrina, altretamina, trióxido de arsénico. Existen 

fármacos sensibilizadores usados en terapia fotodinámica y radiación como p.ej., 

porfimer, temoporfin, aminolevulinato de metilo [Vademécum, 2013]. 

 

De todo lo expuesto hasta el momento sobre los agentes quimioterápicos debe 

concluirse que en la actualidad existen numerosas moléculas antitumorales a disposición 

clínica para el tratamiento del cáncer. La enorme variedad de sustancias y mecanismos 

de acción descritos para esos principios activos permite incluso un uso combinado que 

potencia aún más la eficacia terapéutica. Queda lejos de los objetivos de esta memoria 

la descripción detallada de todos los fármacos antitumorales, si bien es fundamental 

resaltar dos ideas: i) existe un muy amplio arsenal de moléculas anticancerosas, lo que 

permite abordar con ciertas garantías el tratamiento de la mayoría de los procesos 

cancerosos descritos; y, ii ) a pesar de esto, la inespecificidad de acción de los fármacos 

antitumorales, su importante toxicidad (incluso dosis-limitante) y el frecuente desarrollo 

de resistencias por las células malignas, determinan el frecuente fracaso en el 

tratamiento del cáncer [Rubin, 2003; Flórez, 2008]. 

 

1.1.3.2. 5-FLUOROURACILO 

 

El 5-fluorouracilo (5-fluoropirimidina-2,4-diona) es un agente antineoplásico 

perteneciente al grupo de los fármacos antimetabolitos análogos de las pirimidinas. En 

su estructura química incorpora un átomo de flúor en la posición 5 en lugar del 

hidrógeno (Figura 1.1.). Es un antimetabolito de la uridina que actúa como falso sustrato 
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en el proceso de síntesis de los constituyentes esenciales de los ácidos nucleicos, 

principalmente en la fase S del ciclo celular, provocando la síntesis de un ADN anómalo 

o incluso la detención del proceso. El 5-fluorouracilo lesiona las células mediante dos 

mecanismos de acción, cuya contribución a la acción citotóxica varía según el tipo de 

tumor: la inhibición de la timidilato sintetasa, que provoca la depleción de la timidina 

monofosfato (d-TMP), un nucleótido indispensable para la síntesis de ADN y la 

incorporación progresiva al ARN, interfiriendo así con su procesamiento y su función 

específica, inutilizándolo. Para ello, debe transformarse inicialmente en el 

desoxirribonucleótido correspondiente, el ácido 5-fluorodesoxiuridílico (5-FdUMP). 

 

 

 

Figura 1.1. Estructura química del 5-fluorouracilo. 

 

En términos generales se describe que su eficacia antitumoral es máxima cuando la 

proliferación celular es rápida. Este principio activo, presenta un amplio espectro de 

actividad, solo o en combinación con otros quimioterápicos. Se emplea principalmente 

en el tratamiento de determinados adenocarcinomas del tubo digestivo (colon, páncreas, 

estómago y recto) y de mama y, con menor frecuencia, en carcinomas de ovario, 

próstata, cuello uterino, vejiga y orofaringe [Vademécum, 2013]. Tiene limitado su uso 

en clínica, debido al desarrollo de resistencias por parte de las células cancerosas; 

además, su alta metabolización en el organismo hace necesario administrar altas dosis 

de forma continua para conseguir concentraciones terapéuticas eficaces en el lugar de 

acción, ocasionando una toxicidad severa. Es uno de los fármacos más utilizados en el 

tratamiento de muchos tumores sólidos. En particular, es todavía fundamental en la 
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clínica del cáncer colorrectal avanzado, aunque en este caso presenta limitada eficacia, 

con una respuesta del 5-fluorouracilo inferior al 10 % y que es incrementado hasta un 

45 % cuando es usado en combinación con otros agentes antitumorales [Zhang y cols., 

2008]. 

 

El 5-fluorouracilo también se utiliza como tratamiento paliativo en pacientes no 

curados por cirugía o radioterapia, y ha sido empleado en el tratamiento del cáncer de la 

cubierta externa de la glándula adrenal, de endometrio, de esófago, de pene, de vulva y 

en el hepatoblastoma.  

 

La absorción por vía oral de esta molécula es errática, por lo que el 5-fluorouracilo 

presenta una baja biodisponibilidad oral. De esta manera, su vía de administración 

habitual es la intravenosa continua durante 120 horas (20-30 mg/Kg/día); si bien en el 

tratamiento de tumores de cabeza y cuello se asocia al cisplatino en infusión de 92 

horas. En ocasiones, se ha utilizado en infusión intraarterial (p. ej., en metástasis 

hepática del carcinoma de colon). Por vía tópica este agente antitumoral puede provocar 

fotosensibilización y eritema, exfoliación, ulceración, necrosis y reepitelización. No 

obstante, es empleada esta vía de administración para la administración de formas 

farmacéuticas tópicas para el tratamiento de la psoriasis y en queratosis premaligna de 

la piel [Vademécum, 2013]. 

 

Este principio activo atraviesa sin dificultad y con rapidez el espacio extracelular, el 

líquido cefalorraquídeo, el líquido pleural y el líquido ascítico. La semivida plasmática 

de este fármaco es aproximadamente de 20 minutos, si bien puede variar este valor en 

función de cómo sea su aclaramiento plasmático. Cuando se administra por vía 

intravenosa en forma de bolo, la concentración de 5-fluorouracilo alcanzada en plasma 

y en la médula ósea en las primeras horas es muy superior a la que se obtiene mediante 

infusión intravenosa, lo que lleva asociada una mayor incidencia de mielosupresión. La 

metabolización es eminentemente hepática mediante sistemas enzimáticos saturables y 

se elimina principalmente en orina [Flórez, 2008]. 
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Numerosas investigaciones pretenden mejorar su perfil farmacocinético y, así, 

incrementar su eficacia. Por ejemplo: 

 

− Mediante combinación con otros antitumorales, aunque no se ha obtenido una 

mayor tasa de respuesta en comparación con su administración en solitario.  

 

− Uso simultáneo con agentes modificadores biológicos como el ácido fólico y el 

metotrexato, los cuáles interactúan con las acciones biológicas del 5-fluorouracilo 

aumentando sus efectos terapéuticos. Esta estrategia parece ser más eficaz que su 

administración en solitario. 

 

− La infusión continua de este fármaco incrementa el porcentaje de células tumorales 

susceptibles. Esta lucha hace posible la utilización de dosis muy activas en 

pacientes resistentes al 5-fluorouracilo administrado como bolo inyectable. 

 

Las principales reacciones adversas asociadas a la administración de este agente 

quimioterápico se producen a nivel gastrointestinal y en la médula ósea. En el primero, 

las reacciones iniciales son náuseas y vómitos, y las diferidas son estomatitis y 

ulceraciones en diversas localizaciones del tubo digestivo. En la médula ósea provoca 

mielosupresión, en la que predomina leucopenia, cuando la administración parenteral es 

en forma de bolo, y disminuye si se administra en infusión intravenosa. Puede producir 

también alopecia, conjuntivitis, ectropión (plegamiento del borde de uno de los 

párpados en dirección opuesta a la superficie del ojo) y síntomas neurológicos agudos 

(somnolencia, parestesias y ataxia cerebelosa). Las reacciones adversas más graves se 

deben a la cardiotoxicidad producida, como dolor torácico, alteraciones en el 

electrocardiograma y aumento de los niveles de enzimas cardiacas (signo de problemas 

cardiacos), en definitiva cardiotoxicidad. Esta sintomatología se atribuye a los 

compuestos de degradación (fluoroacetaldehído y ácido fluoromalonaldehídico) 

presentes en los viales inyectables, que se forman con el tiempo en el medio básico, 



 
Capítulo 1. Introducción  
 
 

-22- 
 

necesario para solubilizar el fármaco. La metabolización del fluoroacetaldehído genera 

fluoroacetato, compuesto potencialmente cardiotóxico [Lemaire y cols., 1994]. 

Finalmente, el 5-fluorouracilo, como muchos de los agentes antineoplásicos, altera los 

mecanismos de división y procesamiento de las células implicadas en la inmunidad 

celular. De ahí que con frecuencia surja un estado de depresión inmunitaria que facilita 

la aparición de infecciones por virus, hongos y bacterias.  

 

Este fármaco no está exento de contraindicaciones (hipersensibilidad, embarazo y 

lactancia) e interacciones farmacológicas significativas (los niveles plasmáticos 

incrementados por cimetidina; eficacia y toxicidad disminuida por alopurinol; aumento 

de efecto con anticoagulantes orales; inhibición de su acción citotóxica con paclitaxel; 

con tiazidas aumenta su efecto mielosupresor, entre otras), las cuales condicionan 

seriamente su utilización en clínica [Rubin, 2003, Vademécum, 2013].  

 

1.2. TRANSPORTE DE FÁRMACOS 

 

La actividad biológica de un fármaco depende, ante todo, de la naturaleza de su 

interacción con la célula, tejido u órgano diana. Para que esta interacción se produzca, 

es necesario que el principio activo esté en la biofase o lugar de acción en cantidad y el 

tiempo suficiente como para conseguir la respuesta deseada. Aunque la mayoría de los 

agentes terapéuticos son administrados mediante formas de dosificación convencionales 

(cápsulas, comprimidos, soluciones inyectables, etc.), hay ocasiones en que éstas son 

inapropiadas para lograr un efecto farmacológico óptimo. En el caso de tratamientos 

crónicos, con formas de dosificación convencionales, puede resultar un inconveniente 

para el paciente, ya que estos requieren una administración repetida para mantener la 

concentración plasmática de fármaco a un nivel suficientemente alto como para 

asegurar un efecto terapéutico. Esto puede conllevar a fluctuaciones en las 

concentraciones plasmáticas de fármaco entre dosis, lo que puede originar efectos 

tóxicos o secundarios por una respuesta inadecuada al principio activo si las 
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concentraciones plasmáticas se encuentran por encima del nivel terapéutico tolerado 

[Couvreur y Vauthier, 2006].  

 

Actualmente han aumentado las líneas de investigación para encontrar tratamientos 

eficaces contra el cáncer, encaminadas al desarrollo de nuevos fármacos, sin embargo 

dichas moléculas no son capaces de llegar en cantidad y velocidad (biosponibilidad) 

eficientes hasta el lugar de acción donde se halla la masa tumoral, lo que conlleva al 

fracaso farmacológico. Uno de los principales factores que conducen a la limitada 

acción de la quimioterapia es la propia fisiopatología del tumor. En concreto la gran 

presión hidrostática intersticial que impide un aporte sanguíneo homogéneo a la masa 

tumoral y la llegada de los fármacos, ocasionando una distribución heterogénea e 

ineficaz de los agentes antineoplásicos. Otros factores relacionados con el fármaco que 

conducen al fracaso de la quimioterapia son [Allen y Cullis, 2004; Arias, 2008a, 2011a; 

Durán y cols., 2008; Pankhurst y cols., 2003]: i) unas propiedades farmacocinéticas 

desfavorables (rápida biodegradación y rápido aclaramiento, lo que conduce a una corta 

vida plasmática) y fisicoquímicas inapropiadas (por ejemplo, alta hidrofobia, lo que 

permite una escasa acumulación en la región diana), que determinan el uso de altas 

dosis con la correspondiente toxicidad y una pauta de tratamiento rigurosa para 

conseguir el efecto terapéutico deseado; ii ) una extensa biodistribución, extravasación y 

acumulación del agente antitumoral en tejidos y órganos sanos, lo que determinan 

efectos adversos; iii ) pobre selectividad de acción sobre las células tumorales y iv) 

susceptibilidad de desarrollar mecanismos de resistencia a los fármacos antitumorales 

por parte de las células tumorales. 

 

Quizás, de todos los factores que determinan una actividad farmacológica ineficaz e 

insegura destacan la poca selectividad de los antitumorales por las células cancerosas y 

su extensa distribución en tejidos y órganos sanos tras su administración. Estos factores 

motivaron el comienzo de las investigaciones hacia el diseño de sistemas 

transportadores de fármacos, más concretamente, el concepto de vectorización. La 

vectorización de un principio activo se define como la operación tecnológica dirigida a 
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modular y, en el caso ideal, dirigir un fármaco en el organismo hasta el lugar de acción 

específico. La mayoría de estos vectores son coloides y se pretende con un apropiado 

diseño tecnológico que los principales beneficios que aporten a la farmacoterapia sean 

[Reddy, 2005; Couvreur y Vauthier, 2006; Reddy y Couvreur, 2008]: 

 

– Protección de la sustancia activa contra procesos de inactivación (química, 

enzimática o inmunológica), desde el lugar de administración hasta la biofase. 

También contra procesos de degradación que puedan ocurrir durante el 

almacenamiento previo a la utilización del medicamento. 

 

– Máxima acumulación de la dosis de fármaco en la región diana, 

independientemente de la localización de ésta. 

 

– Aumento de la especificidad de acción y eficacia a nivel celular permitiendo que el 

principio activo venza incluso fenómenos de resistencia a su acción. 

 

– Incremento de la semivida plasmática del fármaco al retrasar los fenómenos de 

aclaramiento plasmático y eliminación. 

 

– Mejora de las propiedades fisicoquímicas desfavorables del agente terapéutico, 

como la baja hidrosolubilidad. 

 

– Minimización de la toxicidad e inmunogenicidad de la molécula activa. 

 
– Mejora de la producción a gran escala del medicamento. 

 

Los sistemas transportadores de fármacos pertenecientes al grupo de los coloides 

pueden tener una naturaleza química muy variable (orgánica o inorgánica). Sin 

embargo, deben ser siempre biodegradables y biocompatibles, y además deben presentar 
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una excelente capacidad para la vehiculización de fármacos [Reddy, 2005; Couvreur y 

Vauthier, 2006].  

 

Dentro de los sistemas coloidales destacan sistemas compuestos con cubierta 

polimérica para el tratamiento del cáncer y enfermedades parasitarias [Arias y cols., 

2007b, 2010a, 2010b, 2010d; Pérez-Artacho y cols., 2012; Sáez-Fernández y cols., 

2009]; y sistemas vesiculares con cubierta lipídica (liposomas y niosomas) [Arias y 

cols., 2011a; Pradhan y cols., 2007; Schröeder y cols., 2009] y núcleos magnéticos, 

como es el caso de magnetoliposomas [Clares y cols., 2013; Zhu y cols., 2009] para 

conseguir el transporte eficaz de cualquier antitumoral a la zona diana [Arias, 2011a, 

2011b; Cho y cols., 2008].  

 

1.2.1. ESTRTEGIAS DE TRANSPORTE SELECTIVO DE 

FÁRMACOS AL LUGAR DE ACCIÓN  

 

Para solucionar los problemas relacionados con la quimioterapia actual se han 

vehiculizado fármacos antitumorales en diferentes sistemas coloidales [Arias, 2011a; 

Reddy, 2005]. Dicha asociación persigue acumular toda la dosis de fármaco 

administrado, incrementar el contacto íntimo con la célula diana (tumoral), minimizar 

su distribución por todo el organismo, mejorar su perfil farmacocinético y disminuir la 

toxicidad asociada por inespecificidad de acción. Además, la asociación del fármaco 

con el sistema transportador puede lograr una protección adecuada de estas moléculas 

tanto in vitro (en almacenamiento) como in vivo (frente a fenómenos de biodegradación 

dentro del organismo), lo que reducirá la formación de productos de degradación 

potencialmente tóxicos [Arias, 2008a; Davis y cols., 2008]. No obstante, recientes 

investigaciones llevadas a cabo con estudios preclínicos in vivo e incluso clínicos 

mostraron la ausencia de mejoría real con la utilización de coloides, debido a la intensa 

y rápida interacción de estos transportadores con el sistema retículo-endotelial (SRE) 

[Brannon-Peppas y cols., 2004; Brigger y cols., 2004; Couvreur y Vauthier, 2006; 
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Reddy, 2005]. Esta tendencia natural de los nanosistemas a ser fagocitados por los 

macrófagos del hígado y bazo, es una de las estrategias que conforman el “transporte 

pasivo” de fármacos, pero sólo, utilizada en el tratamiento de hepatocarcinomas o 

metástasis hepáticas procedentes de tumores ginecológicos, broncopulmonares o del 

tracto digestivo. En caso de que las células malignas se encuentren en cualquier otra 

localización, el nanotransportador carecerá de utilidad. Para obviar este problema, las 

últimas investigaciones se han centrado en el “transporte activo” de antineoplásicos con 

el desarrollo de nanosistemas multifuncionales que permiten dirigir el principio activo 

hacia dianas específicas [Arias, 2011b]. 

 

1.2.1.1. TRANSPORTE PASIVO DE FÁRMACOS 

 

El perfil de seguridad de un fármaco vehiculizado en un sistema coloidal suele ser 

mayor que el correspondiente a su administración en solución intravenosa [Haley y 

Frenkel, 2008]. No obstante, el sistema coloidal también es susceptible de ser atacado 

por el SRE, por lo que en la mayoría de los casos presenta un tiempo de semivida 

plasmática (t1/2) demasiado corto y no es posible su acceso a tumores localizados en 

otras zonas del organismo. Por tanto, estos sistemas quedan reservados para el 

tratamiento de tumores localizados en órganos del SRE [Brannon-Peppas y cols., 2004; 

Brigger y cols., 2002]. Por este motivo las nanoplataformas para la vehiculización de 

agentes antitumorales deberán ser capaces de escapar a los procesos de reconocimiento 

llevados a cabo por el SRE, el cual incluye monocitos sanguíneos y macrófagos 

tisulares.  

 

La velocidad con la que es retirado el sistema coloidal de la circulación sanguínea 

dependerá de su tamaño y de sus características superficiales. En este sentido la llegada 

de estos fármacos a zonas más específicas [Arias 2011b] estará condicionada por las 

propiedades de la masa e intersticio tumoral [Gu y cols., 2007; Maeda y cols., 2013], 

como son: a) las irregularidades existentes en el endotelio que constituye los vasos 
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sanguíneos que irrigan el tumor (espacios entre las células endoteliales de entre 100 y 

600 nm), las cuales incrementan la permeabilidad de los vasos sanguíneos a las 

macromoléculas (y nanopartículas) que circulan en sangre comparado con los vasos 

sanguíneos que irrigan un tejido sano y b) la existencia de un sistema de drenaje 

linfático afuncional, lo que origina una mayor acumulación y retención de 

macromoléculas en el espacio intersticial. 

 

Para retrasar en la medida de lo posible el ataque del SRE y en definitiva permitir 

que el sistema transportador de fármacos alcance su destino biológico y se acumule 

específicamente en la masa tumoral [Maeda y cols., 2009; Mitra y cols., 2001] el 

sistema transportador deberá reunir una serie de características como una geometría 

adecuada, es decir, forma esférica y tamaño lo suficientemente grande como para que 

no haya extravasación a zonas sanas y lo suficientemente pequeño para escapar al SRE 

y carga eléctrica superficial mínima (independientemente de su signo). 

 

Además de estas características se deberá lograr una superficie lo más hidrófila 

posible mediante el recubrimiento (por adsorción física o conjugación química) con 

polímeros o copolímeros como los poloxámeros, las poloxaminas, los polisacáridos o, 

muy habitualmente, los polietilenóxidos (p.ej., el polietilenglicol). Estas modificaciones 

superficiales reducen significativamente el carácter hidrófobo del sistema coloidal y 

además les dota de una protección estérica frente a la interacción con opsoninas [Cho y 

cols., 2008; Couvreur y Vauthier, 2006; Patil y cols., 2009; Venkatasubbu y cols., 

2013], que evitará la identificación por parte del SRE y posterior endocitosis por parte 

de los macrófagos. Sólo así se conseguirá que el coloide tenga un tiempo de semivida 

plasmática extensa, lo cual le permitirá llegar hasta el lugar de acción [Reddy, 2005]. 

 

Liposomas con cadenas de PEG en su superficie (denominados Liposomas Stealth) 

[Etzerodt y cols., 2012; Li y cols., 2010] presentan un aclaramiento plasmático 

significativamente inferior a los convencionales (0.1 L/h frente a 22 L/h), una mayor 

área bajo la curva (AUC) (casi 100 veces más) y, debido a su escasa interacción con 
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tejidos sanos tras su administración sistémica, un volumen de distribución 50 veces 

menor (de 200 L a 4.5 L) [Allen, 1994]. La diferencia en todos estos parámetros 

farmacocinéticos incrementan su tiempo de circulación en plasma, de tal manera que el 

liposoma puede aprovechar la mayor permeabilidad de los capilares que irrigan la masa 

de células malignas para acceder al intersticio tumoral [Moreira y cols., 2001].  

 

Esta estrategia de transporte de fármacos ha permitido incluso optimizar claramente 

la biodistribución y las propiedades farmacocinéticas de la doxorrubicina en pacientes 

con gliomas [Hau y cols., 2004]. La incorporación de polímeros hidrófilos en la 

superficie de nanopartículas lipídicas también ha permitido prolongar significativamente 

su permanencia en el organismo (t1/2 > 48 horas) [Moghimi y Szebeni, 2003; Park, 

2002]. Otras investigaciones muestran como el incremento de t1/2 puede lograrse 

mediante el uso de fosfolípidos sintéticos (conjugados con gangliósidos) [Huwyler y 

cols., 2008]. 

 

Los sistemas transportadores que poseen ambas propiedades (tamaño nanométrico e 

hidrofilia), presentan un elevado valor de t1/2, por lo que puede sufrir un proceso de 

extravasación selectivo o específico en aquellas zonas del organismo alteradas por una 

inflamación, una infección o un fenómeno de crecimiento tumoral. Esto permitirá dirigir 

el fármaco directamente a los tumores localizados fuera de las regiones del SRE. Este 

fenómeno se conoce con el nombre de efecto de permeabilidad y retención aumentada 

(EPR) y está basado, en el caso del cáncer, en la mayor permeabilidad de los capilares 

sanguíneos que irrigan el tumor, consecuencia de un crecimiento (fenómeno de 

angiogénesis) acelerado y defectuoso (Figura 1.1.) [Brannon-Peppas y cols., 2004; Cho 

y cols., 2008; Decuzzi y cols., 2009; Maeda y cols., 2009; Maeda y cols., 2013; 

Moghimi y cols., 2001; Rapoport, 2007]. 
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Figura 1.1. Extravasación selectiva de los nanosistemas transportadores de fármaco a través de 

los defectos existentes en la microvasculatura tumoral. El coloide sólo abandona la circulación 

sanguínea cuando alcanza esta zona capilar alterada. Adaptado de Rapoport, 2007. Copyright 

Elsevier (2007). 

 

1.2.1.2. ESTRATEGIAS DE TRANSPORTE ACTIVO DE 

FÁRMACOS 

 

No cabe duda que la particular fisiología del tumor aporta una ventaja a la 

liberación de nanosistemas transportadores de fármacos antitumorales ya que éstos 

pueden acumularse en la masa tumoral a través del efecto EPR, descrito anteriormente. 

Sin embargo este tipo de vectorización pasiva hacia células tumorales sólo ha permitido 

la utilización clínica de algunos de ellos. Así pues esta estrategia constituye un éxito 

parcial con la que no todos los citostáticos difunden eficientemente en la masa tumoral 

haciendo difícil un control de la cantidad de fármaco que llega a las células diana, que si 

es insuficiente puede traducirse en la aparición de un efecto de resistencia múltiple a 

dichos fármacos. 
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Si bien las estrategias de transporte pasivo contribuyen al logro de una mayor 

localización de los fármacos en el lugar de acción, la especificidad por la masa tumoral 

puede no estar totalmente asegurada, dando lugar a un tiempo prolongado de circulación 

de la nanoplataforma en otros lugares del organismo donde, si se produce la liberación 

del fármaco, pueden desarrollar efectos secundarios. De todo lo cual surge la necesidad 

de focalizar la distribución e interacciones biológicas de los nanosistemas 

transportadores de fármacos con circulación plasmática extendida. Con este objetivo, se 

desarrollaron las estrategias de transporte activo de fármacos, las cuales se basan en la 

incorporación sobre el coloide de ligandos específicos de receptores localizados en la 

superficie de las células tumorales. Entre los diferentes tipos de ligandos investigados 

destacan los anticuerpos monoclonales, péptidos (principalmente integrinas), aptámeros, 

ácido fólico, folatos y transferrinas [Arias y cols., 2011a; Arias y cols., 2011b; Ding y 

Ma, 2012; Kedar y cols., 2010; Moreira y cols., 2002;]. De forma alternativa, estas 

estrategias también están basadas en el diseño de nanopartículas de diferente naturaleza 

pero con capacidad para responder a estímulos externos aplicados exclusivamente en el 

lugar de acción. La utilización de estímulos (p.ej., reacciones redox, luz, ultrasonidos, 

cambios de pH, temperatura, gradientes magnéticos o sistemas enzimáticos) logrará que 

el nanosistema transportador se concentre totalmente en la región deseada y sólo allí 

liberará la dosis de fármaco antitumoral [Arias y cols., 2011a; Cho y cols., 2008; 

Couvreur y Vauthier, 2006; Önyüksel y cols., 2009; Reddy, 2005; Schröeder y cols., 

2009; Wang y cols., 2011]. 

 

ESTRATEGIAS DE TRANSPORTE DE FÁRMACO BASADAS EN 

INTERACCIONES LIGANDO-RECEPTOR 

 

En este tipo de estrategia, las nanopartículas transportadoras diseñadas presentan en 

su superficie biomoléculas que permiten la interacción específica con las células diana y 

posterior entrada a través del proceso de endocitosis. De esta manera, se consigue que 

toda la dosis de fármaco vehiculizada sea liberada selectivamente en la región deseada 

[Arias, 2011a]. La unión específica del sistema coloidal a la célula diana, p.ej., célula 
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tumoral, se logra mediante mecanismos de reconocimiento molecular (unión ligando-

receptor o interacción antígeno-anticuerpo) [Brigger y cols., 2002; Decuzzi y cols., 

2009; Ding y Ma., 2012; Xu y cols., 2013]. Para ello, la superficie de la nanopartícula 

debe ser modificada mediante la adsorción química o física de anticuerpos 

monoclonales [Kocbek y cols., 2007], integrinas [Hallahan y cols., 2003] o restos de 

folato [Zhang y cols., 2011], por citar algunos ejemplos. 

 

a.- Transporte mediado por anticuerpos monoclonales  

 

Los anticuerpos monoclonales son biomoléculas aprobadas por la Food and Drug 

Administration (FDA). Son diseñadas para su interacción específica y unión con 

antígenos y receptores de las células cancerosas [Cirstoiu-Hapca y cols., 2007]. Un 

ejemplo muy representativo de nanopartículas modificadas superficialmente con 

anticuerpos lo constituyen los inmunoliposomas [Park y cols., 2004]. Estos sistemas son 

liposomas cuya superficie está funcionalizada con cadenas poliméricas de carácter 

hidrófilo, por ejemplo PEG y con anticuerpos monoclonales modificados con grupos 

polares del coloide mediante unión química de estos últimos (p. ej., restos de 

fosfolípidos) [Gao y cols., 2009]. Han sido desarrollados inmunoliposomas específicos 

que interaccionan con el factor de crecimiento epidérmico-2 (HER-2) presente en la 

superficie de células tumorales. La utilización de estos liposomas con cadenas de PEG y 

moléculas de anticuerpos anti-HER-2 a nivel superficial, permite el tratamiento eficaz 

de ciertos tumores en comparación con los tratamientos control (fármaco administrados 

en solución y liposomas con cadenas de PEG en superficie) [Gao y cols., 2009; Park y 

cols., 2001, 2002].  

 

Se ha propuesto también el diseño de nanoplataformas poliméricas con moléculas 

de anticuerpos monoclonales incorporados en su superficie para el transporte activo de 

fármacos antitumorales. En un reciente estudio se han diseñado nanopartículas 

compuestas por un bloque copolimérico formado por biotina (B) unida a Pluronic® F-

127 y ácido poliláctico, con anticuerpos monoclonales anti-CA125 unidos a avidina y 
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biotina, dichas nanopartículas transportan paclitaxel para el tratamiento de células 

humanas de carcinoma de ovario [Xiong y cols., 2012].  

 

b.- Transporte mediado por péptidos 

 

Determinados péptidos y macromoléculas peptidomiméticas, por ejemplo, la 

secuencia RGD (arginina-glicina-ácido aspártico), constituyen un sistema de 

reconocimiento importante para la adhesión celular, permitiendo que estas biomoléculas 

tengan una alta afinidad de unión por las integrinas que se encuentran sobreexpresadas 

en los vasos tumorales [Danhier y cols., 2012; Temming y cols., 2005]. Por lo tanto, la 

unión de estas macromoléculas a un sistema nanotransportador, incrementará la 

acumulación específica de éste en los vasos sanguíneos que irrigan la masa tumoral 

[Herringson y cols., 2011].  

 

El tipo de péptido a utilizar dependerá de la clase de integrina que se encuentre en 

la superficie de la célula tumoral. Por ejemplo, un reciente estudio ha demostrado que 

puede ser retardado el crecimiento tumoral y prolongar la supervivencia en ratones 

cuando son tratados con paclitaxel vehiculizado en nanopartículas compuestas con 

poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) con PEG en superficie, el cual fue modificado 

con péptidos de secuencia RGD y que interaccionan específicamente con integrinas 

alpha(v)beta(3) presentes en células endoteliales humanas de la vena umbilical. En este 

estudio también utilizaron doxorrubicina para confirmar los efectos provocados por el 

paclitaxel vehiculizado [Danhier y cols., 2009]. Se ha propuesto también el diseño de 

liposomas con cadenas de PEG en su superficie (Liposomas Stealth) y el ligando 

peptídico p18-4 localizado a nivel superficial para el transporte de doxorrubicina. El 

ligando peptídico incorporado en la formulación liposomal interacciona con líneas 

celulares de cáncer de mama como MDA-MB-435, el ligando no tiene un efecto notable 

en el tamaño de los liposomas ni liberación de doxorrubicina. No obstante, esta 

interacción coloide-célula tumoral se traduce en un proceso de endocitosis de la 
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nanopartícula y, así, una mayor acción citotóxica de la doxorrubicina vehiculizada en 

las células MDA-MB-435 [Shahin y cols., 2012]. 

 

Otro ejemplo muy interesante es la formulación de liposomas modificados 

superficialmente con el péptido PH1, el cual presenta una gran especificidad de unión 

por las integrinas Tie2 [Mai y cols., 2009]. En este trabajo puede comprobarse que la 

vehiculización del antitumoral cisplatino incrementa la actividad citotóxica de este 

principio activo sobre las células tumorales que presentan en su superficie la 

biomacromolécula Tie2. En otros trabajos se demostró que el diseño de nanopartículas 

de ácido poliglutámico modificadas superficialmente con el péptido H2009.1 

(biomolécula que presenta una gran afinidad por los receptores de integrinas αvβ6) 

permite el transporte específico de doxorrubicina a las células cancerosas que presentan 

abundantemente receptor en su superficie [Guan y cols., 2008]. Así, estos nanosistemas 

aumentan claramente la selectividad de la acción antitumoral de la doxorrubicina, 

minimizando las reacciones adversas asociadas a su administración. 

 

Las grandes posibilidades que ofrece esta estrategia de transporte activo han 

determinado su aplicación en terapia génica contra el cáncer. Numerosos estudios han 

demostrado que la utilización de sistemas coloidales modificados superficialmente con 

macromoléculas de tipo peptídico permite aumentar la eficiencia del proceso de 

transfección a células cancerosas de genes, secuencias de oligonucleótidos o porciones 

de ARN y ADN [Bolhassani 2011; Tanaka y cols., 2010]. Una investigación muestra la 

transfección de complejos de ADN a células tumorales mediante su vehiculización en 

nanopartículas poliméricas de polietilenimina (PEI) con PEG en superficie modificados 

con péptidos específicos, como la clorotoxina, que se unen específicamente a los 

receptores de células cancerosas de glioma (C6) y meduloblastoma (DAOY) presentes a 

nivel superficial [Veiseh y cols., 2009]. 
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c.- Transporte mediado por aptámeros 

 

Los aptámeros son secuencias de ácidos nucleicos (oligonucleótidos de ADN o 

ARN), capaces de unirse selectivamente a determinados antígenos que se localizan en la 

superficie de las células tumorales. Estas biomoléculas se caracterizan por poder 

sintetizarse químicamente de forma muy sencilla y por presentar un pequeño tamaño. 

En oncología, los aptámeros pueden ser utilizados por sí mismos como agentes 

antitumorales [Zhu y cols., 2012], pero también pueden acoplarse a nanosistemas 

transportadores de fármacos para aumentar su especificidad por las células cancerosas 

[Li y cols., 2012a, 2012b].  

 

Se ha comprobado que la eficacia de acción del antitumoral paclitaxel puede 

mejorarse significativamente mediante su vehiculización en nanopartículas de PLGA 

modificadas con cadenas de PEG y con el aptámero AS1411. Este aptámero de ADN es 

específico de la nucleolina, una proteína que está fuertemente expresada en la 

membrana plasmática de las células cancerosas y células del endotelio de la 

neovasculatura tumoral. En este estudio [Guo y cols., 2011] se observó que la 

interacción del aptámero con la nucleolina mejoraba significativamente la asociación 

entre las células de glioma C6 y las nanopartículas, lo que provocaba un incremento 

muy significativo en la citotoxicidad de células tumorales, en comparación con la 

actividad desarrollada por las nanopartículas que carecían de este ligando en su 

superficie, debido a la acumulación del fármaco antitumoral en la masa tumoral. 

Además, los ratones con este tipo de tumor inducido y tratados con las nanopartículas 

funcionalizadas con el aptámero prolongaban su supervivencia en comparación con 

aquellos tratados con la nanopartícula sin el aptámero.  

 

d.- Transporte mediado por receptores de ácido fólico y derivados 

 

Los receptores de folato aparecen de forma abundante sobre la superficie de las 

células cancerígenas como consecuencia del incremento de sus necesidades de ácido 
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fólico para la síntesis de ADN. La interacción de moléculas de ácido fólico con el 

receptor de folato de las células tumorales conduce generalmente a un proceso de 

endocitosis que desemboca en una acumulación citosólica de estas moléculas [Ai y 

cols., 2012; Garcia-Bennett y cols., 2011; Gonen y cols., 2012]. Este tipo de estrategias 

se ha propuesto no solo para el transporte activo de fármacos a la región tumoral, sino 

también para aumentar la eficacia de la fototerapia contra el cáncer y para mejorar la 

eficiencia de las formulaciones diseñadas para el diagnóstico de este. [Lai y Lee, 2009; 

Low y Kularatne, 2009; Yang y cols., 2012]. Diversos estudios demuestran que los 

liposomas recubiertos de moléculas de folato logran aumentar la captación de los 

agentes quimioterápicos en diversos tipos de células tumorales, incrementando así la 

citotoxicidad de éstos [Pan y Lee, 2005; Shmeeda y cols., 2006; Xiong y cols., 2011]. 

 

Además, se ha puesto de manifiesto la eficacia de esta estrategia de transporte 

incluso ante los fenómenos de resistencia a fármacos que desarrollan las células 

tumorales [Bavetsias y cols., 2000; Das y Sahoo., 2012; Gonen y cols., 2012]. Se ha 

comprobado que la vehiculización de daunorrubicina en liposomas recubiertos de folato 

permite su mejor captación in vitro por células L1210JF del modelo murino de tumor 

ascítico para la eficacia terapéutica in vivo en células tumorales B6D2F1 de ratón [Pan y 

Lee., 2005]. Otro ejemplo lo encontramos en la vehiculización de los fármacos 

antitumorales mitoxantrona, paclitaxel y metotrexato en nanopartículas sólidas lípidicas 

[Zhuang y cols., 2012], consiguiendo una citotoxicidad significativa de células 

tumorales MCF-7 del modelo murino de cáncer de mama. Moléculas de folato en 

superficie (en concreto, glucosilfosfatilinositol), también se ha utilizado en el diseño de 

nanopartículas de poli(ε-caprolactona-co-4-maleato-ε-caprolactona) para la mejora de 

actividad antitumoral del agente quimioterápicos 5-fluorouracilo [Zhang y cols., 2011]. 

De manera similar han sido utilizadas nanopartículas de poli(etilenimina) pegiladas con 

moléculas de folato para el transporte de genes en diferentes líneas celulares, como 

células tumorales C6 de gliomas [Liang y cols., 2009].  
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e.- Transporte mediado por receptores de transferrina. 

 

Los receptores de transferrina están localizados ampliamente en la superficie de una 

gran cantidad de células cancerosas. Debido a la posibilidad de saturación de estos 

receptores como consecuencia de la interacción de transferrina endógena en plasma, se 

ha sugerido la administración de las nanopartículas modificadas superficialmente con 

esta biomolécula directamente en el interior de la región diana [Daniels y cols., 2012]. 

La transferrina ha demostrado una actividad muy prometedora ante la resistencia 

desarrollada hacia algunos fármacos por diferentes células cancerosas y que está 

relacionada con la glicoproteína-P [Arora y cols., 2012]. La transferrina ha sido 

conjugada directamente con fármacos anticancerosos asegurando una mayor 

focalización de la acción de éstos [Shah y cols., 2009], y también con sistemas 

coloidales para mejorar la biodistribución del fármaco transportado y lograr así una 

mayor acumulación de éste en el tumor [Sahoo y Labhasetwar., 2005].  

 

Un reciente estudio in vitro ha demostrado que la conjugación de transferrina con 

nanopartículas de PLGA cargadas con paclitaxel, origina una captación tres veces 

mayor de este fármaco por células de cáncer de próstata humano (PC3) en comparación 

con las nanopartículas poliméricas sin esta modificación superficial. Una simple 

inyección intratumoral de nanopartículas (dosis de paclitaxel: 24 mg/Kg) en animales 

con tumores subcutáneos inducidos con esta línea celular permite la completa regresión 

del tumor. Dichas nanopartículas también han demostrado ser muy eficaces frente a la 

línea de células de cáncer de mama MCF-7 [Sahoo y cols., 2004; Sahoo y Labhasetwar, 

2005]. Este tipo de estrategias ha sido propuesto para el tratamiento de tumores 

localizados a nivel cerebral, ya que las nanopartículas así diseñadas atraviesan muy 

fácilmente la barrera hematoencefálica mediante endocitosis utilizando temozolomida 

vehiculizada en nanoplataformas de poli(β-L-ácido málico) con trileucina, un 

anticuerpo monoclonal al receptor de transferrina (TfR) [Patil y cols., 2010]. Asimismo 

ha permitido incluso mejorar la fototerapia antitumoral [Derycke y cols., 2004] y el 

diagnóstico del cáncer mediante resonancia magnética de imagen [Jiang y cols., 2012a]. 
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ESTRATEGIAS DE TRANSPORTE ACTIVO DE FÁRMACOS BASADAS EN EL 

DISEÑO DE COLOIDES SENSIBLES A ESTÍMULOS DE DIFERENTE 

NATURALEZA 

 

Los nanosistemas transportadores con capacidad de respuesta a estímulos (internos 

o externos) presentan esencialmente un diseño de carácter polimérico o lipídico, y son 

sensibles frente a pequeñas variaciones de su entorno; dichas variaciones, 

modificaciones o alteraciones provocan rápidamente cambios en la estructura y 

propiedades físicas en las nanopartículas transportadoras (p. ej., degradación, 

hinchamiento, etc.). Algunos de estos cambios son reversibles y, por lo tanto, el material 

puede volver a su estado inicial tan pronto como desaparece el estímulo. Dichos 

estímulos pueden ser agrupados en tres categorías: físicos (luz, eléctricos, magnéticos, 

ultrasonidos, mecánicos y temperatura), químicos (pH, fuerza iónica, soluto/disolvente 

y electroquímicos) y biológicos (enzimas y receptores) [Delcea y cols., 2011]. Los 

estímulos responsables de este proceso pueden generarse en el interior del organismo (p. 

ej., cambios de pH en zonas del organismo por procesos patológicos, cambios de 

temperatura, interacción con determinados sistemas enzimáticos, etc.), o bien puede 

tener un origen externo (p. ej., campos magnéticos, campos eléctricos, luz, ultrasonidos, 

etc.). Para conseguir el objetivo de esta estrategia de transporte activo el estímulo debe 

producirse en la región diana. De esta manera, estará asegurada la acumulación selectiva 

de las moléculas activas en el tejido diana y, podrá disminuir la incidencia y la 

severidad de las reacciones adversas asociadas a la extensa biodistribución del principio 

activo (Figura 1.2.). Adicionalmente, con esta estrategia puede conseguirse la 

modulación de la duración e intensidad del efecto farmacológico [Arias 2011a; Cheng y 

cols., 2013; Bawa y cols., 2009; Fleige y cols., 2012; Lee y cols., 2013; Pavlukhina y 

Sukhishvili 2011; Torchilin, 2009; Zhu y Torchilin, 2013]. 
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Figura 1.2. Liberación de un fármaco antitumoral activada por la exposición de la nanopartícula 

a un estímulo. La destrucción de la nanopartícula facilita la cesión de la dosis de fármaco 

vehiculizado en la masa tumoral.  

 

a.- Control del proceso de liberación de fármaco mediante cambios del pH 

 

En este caso los materiales, empleados para la formulación del coloide, son 

extremadamente sensibles a pequeños cambios de pH, con respecto al sanguíneo (pH = 

7.4). Así pues y dado que el intersticio tumoral presenta un pH aproximadamente de 6.6, 

debido a alteraciones de tipo metabólico (glucólisis aeróbica y anaeróbica) y de los 

flujos sanguíneo y linfático, el sistema transportador empezará a descomponerse y 

liberará al mismo tiempo el principio activo vehiculizado. Es previsible que este tipo de 

nanopartículas presenten una distribución extensa por el organismo y sólo cuando 

alcancen la región de pH al que son sensibles, se destruirán, controlando así la 

liberación de la dosis de fármaco vehiculizado [Chen y cols., 2011; Elizondo y cols., 
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2011; Xing y cols., 2012; Zheng y cols., 2011]. Una posibilidad alternativa dentro de 

esta estrategia es la utilización de sistemas transportadores (p. ej., liposomas) sensibles a 

un pH entre 4.5 y 5.0. Estos coloides tras su internalización por la célula tumoral 

mediante endocitosis, se degradarán en el interior de los lisosomas bajo la acción de este 

entorno ácido y de enzimas hidrolíticas [Jiang y cols., 2012b; Mo y cols., 2013; Shi y 

cols., 2002; Soares y cols., 2012]. 

 

De forma general, los materiales poliméricos y lipídicos que son sensibles a pHs 

ácidos contienen grupos carboxílicos, fosfatos o sulfónicos, mientras que los sensibles a 

pHs básicos contienen en su estructura química sales de amonio. Todos estos grupos 

químicos son capaces de captar o ceder protones ante un cambio de pH determinado, lo 

que genera en la estructura de la nanopartícula cambios conformacionales que afectan a 

su solubilidad o inducen su hinchamiento y, finalmente, su destrucción. Los materiales 

de tipo iónico más ampliamente investigados en el diseño de sistemas transportadores 

sensibles al pH son polímeros del ácido metacrílico, del metacrilato de dietilaminaetil, 

del ácido acrílico y del metacrilato de (dimetilamina) etilo [Dehousse y cols., 2010; 

Shalviri y cols., 2012; Shalviri y cols., 2013]. 

 

Por ejemplo, un reciente estudio ha utilizado un polímero pH-sensible basado en 

polietilenglicol-poli(L-histidina)-poli(L-lactida) (PEG-PH-PLLA) para diseñar y 

desarrollar un sistema transportador del agente antitumoral doxorrubicina. La unión 

entre ambas estructuras químicas provoca que la liberación sea más rápida a pH (ácido) 

5.0 frente al pH (sanguíneo) 7.4 en células tumorales HepG2 y fibroblastos NIH 3T3. 

Este trabajo muestra como la utilización de este coloide permite un notable incremento 

de la actividad antitumoral del fármaco in vitro en comparación con la administración 

del fármaco libre en solución [Liu y cols., 2011]. Por otro lado, la utilización de 

partículas hidrófobas de poli(β-amino éster) (PbAE) fueron empleadas para la 

vehiculización del profármaco paclitaxel oleato, debido a la dificultad que presenta 

dicho fármaco en formulaciones para administración por vía parenteral. En concreto, las 

nanopartículas obtenidas fueron comparadas con paclitaxel oleato transportado en 
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poli(ε-caprolactona) (PCL), las cuales no eran pH-sensibles, para el tratamiento de 

células de leucemia linfoblástica. Se concluyó que el profármaco vehiculizado en las 

nanopartículas de PbAE mostraban una actividad mayor con respecto a la formulación 

con PCL, mejorando la distribución de la molécula activa en el tumor [Lundberg, 2011]. 

 

Por último, diversas investigaciones han demostrado que los sistemas liposomales 

sensibles a variaciones de pH permiten un mejor transporte no sólo de fármacos 

antitumorales hasta la zona diana, en comparación con liposomas convencionales y 

liposomas de liberación prolongada, por sus propiedades fusogénicas [Karanth y 

Murthy, 2007; Simões y cols., 2004], sino que también permite el transporte de 

antibióticos, oligonucleótidos antisentido, ribozimas, plásmidos, proteínas y péptidos 

[Simões y cols., 2004]. Este tipo de formulaciones pueden ser también modificadas 

superficialmente con polímeros y permiten la liberación intracelular de la carga útil de 

fármaco encapsulado bajo condiciones levemente ácidas encontradas en endosomas 

celulares. En este sentido la nanoplataforma emplea moléculas de alto peso molecular 

unidas a la superficie de liposomas, en este caso poli(estireno-co-ácido maleico), un 

copolímero cuya conformación cambia en medio ácido y genera una desestabilización 

de los liposomas debido a la fusión con la membrana celular. Estos liposomas 

modificados superficialmente presentan interesantes posibilidades en el transporte del 

agente quimioterápico 5-fluorouracilo para el tratamiento de células de cáncer de colon 

HT-29 en comparación con liposomas puros [Banerjee y cols., 2012]. 

 

b.- Control de los procesos de liberación de fármacos mediante cambios en la 

temperatura. 

 

Los coloides elaborados con materiales afectados por cambios térmicos 

(termosensibles), se caracterizan por sufrir un proceso de desestabilización/destrucción 

ante un ligero aumento de temperatura. Este comportamiento es típico de nanosistemas 

cuya estructura química contiene un elevado número de grupos hidrófobos, (p. ej., 

metilo, etilo y propilo). Se caracterizan por presentar una temperatura crítica de 
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disolución por debajo de la cual una mezcla binaria existe como disolución de una fase 

homogénea a cualquier concentración, y al calentarla por encima de ella se produce la 

separación de fases. Al superar está temperatura, determina su disolución y la 

consiguiente liberación del fármaco transportado. En el tratamiento del cáncer, las 

nanopartículas transportadoras de fármacos deben caracterizarse por una temperatura 

crítica de disolución por encima de la temperatura corporal (37 ºC), en torno a un 

intervalo de 39 - 42 ºC, intervalo de temperatura característico de la masa tumoral 

[Tagami y cols., 2012]. 

 

La poli(N-isopropilacrilamida-co-acrilamida) es quizás el polímero más estudiado 

para el diseño de este tipo de nanosistemas, pues su temperatura crítica de disolución se 

encuentra muy próxima a la fisiológica (37 ºC) [Eeckman y cols., 2004; Eeckman y 

cols., 2001]. Es más, puede ajustarse fácilmente a ≈ 42 ºC mediante la incorporación del 

monómero hidrófilo N,N-dimetilacrilamida. También se han estudiado otros polímeros 

termosensibles como la poli(N-(I)-1-hidroximetil-propilmetacrilamida), la poli(2-

carboxi-isopropilacrilamida), la N,N-didodecilacrilamida, la poli(N-acril-N’-

alquilpiperacina), N-tert-butilacrilamide, poli(N-acriloxisuccinimida), poli(N-

isopropilacrilamida-co-ácido propilacrílico) o la poli(N,N’-dietilacrilamida) [Bajpai y 

cols., 2008; Kono, 2001, 2002; Maeda y cols., 2006; Malonne y cols., 2005; Szilágyi y 

Zrínyi, 2005; Robb y cols. 2007; Ta y cols., 2010]. 

 

El estímulo térmico también se genera externamente, con un dispositivo adecuado; 

por tanto, la principal limitación de esta estrategia es la focalización de su acción 

exclusivamente a nivel de la masa tumoral sobre todo si se desconoce su ubicación [Li y 

cols., 2013]. En la terapéutica del cáncer, está estrategia aparece con grandes 

posibilidades ya que permite aumentar la permeabilidad de los sistemas transportadores 

y sustancias activas hacia la masa tumoral, gracias a una extravasación selectiva sobre el 

lugar de acción [Clares y cols., 2013; Stover y cols., 2008; Tagami y cols., 2011]. 

Además el calentamiento ha demostrado cierta toxicidad per se sobre las células 

cancerosas [Wust y cols., 2006]. La técnica implica un incremento del tamaño de poro 
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en el endotelio de la microvasculatura que irriga el tumor e incluso un aumento del flujo 

sanguíneo en esta zona. A una temperatura de 42 ºC se observa el efecto máximo de esta 

estrategia: el tamaño de poro entre las células endoteliales que componen la pared de 

estos vasos sanguíneos pasa de ≈ 7 - 20 nm a más de 400 nm. De esta manera, el 

proceso pretende lograr de forma simultánea el aumento de la permeabilidad de la 

microvasculatura tumoral a las nanopartículas, junto con la inducción de la liberación 

del agente quimioterápico por destrucción del coloide [May y Li, 2013]. Para ello, es 

muy importante definir la temperatura a utilizar y el tiempo de calentamiento. 

 

En base a este mecanismo se han logrado diseñar liposomas capaces de alterar la 

estructura de su membrana lipídica, ante un ligero incremento de la temperatura, lo que 

permite la liberación del principio activo vehiculizado de forma controlada y selectiva 

[Hossann y cols., 2010; Koning y cols., Li y cols., 2010]. Existen diferentes estudios 

donde han sido utilizados diferentes compuestos fosfolípidicos para la formación de 

liposomas termosensibles, como DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina). 

 

Algunas de dichas formulaciones presentan sustancias adicionales de carácter 

lipídico para aumentar la permeabilidad de la membrana cuando se alcanza la 

temperatura de transición, como p. ej., lisolípido u oligoglicerol, para la vehiculización 

de sustancias hidrosolubles [Koning y cols., 2010]. Asimismo algunos de los 

fosfolípidos utilizados no sólo favorecen la liberación selectiva del principio activo sino 

que prolongan el tiempo de circulación de estos nanosistemas termosensibles. Así lo ha 

demostrado el uso de 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfoglicerologlicerol (DPPGOG) en 

la vehiculización de doxorrubicina [Hossann y cols., 2007]. Una estrategia muy 

interesante para aumentar la termosensibilidad de los liposomas es la introducción de 

polímeros termosensibles en su estructura, p. ej., la poli(N-isopropilacrilamida) o la 

poli(N-isopropilacrilamida-co-ácido propilacrílico) [Ta y cols., 2010; Han y cols., 2006; 

Szilágyi y cols., 2005]. 
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c.- Control del proceso de liberación mediante la luz. 

 

El diseño de materiales capaces de responder a estímulos luminosos (luz 

ultravioleta, visible e infrarrojos) ha suscitado poco interés en los últimos años. Sin 

embargo, los sistemas transportadores de fármacos capaces de degradarse ante este tipo 

de estímulo (principalmente luz visible), liberando así el fármaco transportado, son 

realmente interesantes por su seguridad, bajo coste y fácil manipulación. La estructura 

de la nanopartícula cuenta entonces con grupos cromóforos sensibles a la luz visible, 

como las sales trisódicas de clorofilina y cobre. Además, el estímulo luminoso puede ser 

administrado en cantidades bien definidas y de forma muy precisa [Bawa y cols., 2009; 

Bédard y cols., 2010]. Existen diferentes estudios que demuestran la aplicabilidad de 

diferentes polímeros fotosensibles. Sin embargo, a pesar de las interesantes 

posibilidades que ofrece esta estrategia, son necesarias más investigaciones para 

demostrar su eficacia en el transporte y la liberación controlada de fármacos 

quimioterápicos. 

 

d.- Control mediante ultrasonidos 

 

Esta estrategia está basada en la exposición de la región tumoral a la acción de los 

ultrasonidos (ondas acústicas que oscilan rápidamente en un campo eléctrico alterno con 

una frecuencia de más de 20 kHz). La aplicación de ultrasonidos en la región tumoral 

provoca un incremento en la permeabilidad de los capilares sanguíneos que irrigan las 

células cancerosas, la generación de energía térmica y la alteración de las membranas de 

estas células [Bawa y cols., 2009; Frenkel, 2008]. De forma general, se puede decir que 

el sistema transportador llega a la región tumoral gracias al efecto de EPR característico 

de la masa tumoral (estrategias de transporte pasivo). Una vez localizado en esta zona, 

la captación del coloide por las células cancerosas se garantiza mediante la alteración 

con ultrasonidos de la permeabilidad de la membrana celular. Además, la nanopartícula 

también se degrada bajo la acción de éstos, liberando el principio activo [Husseini y 

Pitt, 2008]. Esta estrategia se considera no invasiva, ya que los ultrasonidos tienen una 
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muy adecuada capacidad de penetración corporal. El control de la acción de los 

ultrasonidos en el lugar deseado se logra ajustando parámetros como la frecuencia, la 

potencia o el tiempo de aplicación.  

 

Esta técnica ha sido utilizada con gran éxito en el tratamiento de ratones con cáncer 

de mama. En este caso el sistema coloidal utilizado para el transporte de doxorrubicina 

estaba constituido por nanopartículas de copolímeros de perfluorocarbono [Rapoport y 

cols., 2007]. Recientemente también se ha publicado la utilización de liposomas 

constituidos por dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) cargados con doxorrubicina, en 

combinación con ultrasonidos de baja frecuencia (≈ 40 kHz). Las nanopartículas fueron 

administradas en el lugar diana y, 6 minutos después, aproximadamente el 95 % del 

fármaco vehiculizado era liberado [Evjen y cols., 2011].  

e.- Control del proceso de liberación de fármaco mediante la utilización de 

enzimas 

 

En esta estrategia las enzimas presentes de forma natural en la región tumoral 

provocan la liberación del fármaco vehiculizado desde el sistema transportador [Mahato 

y cols., 2011; Meers, 2001]. Una de las principales aplicaciones de esta estrategia es el 

transporte activo de fármacos antitumorales en el cáncer de colon [Fleige y cols., 2012].  

 

En un reciente estudio se ha comprobado que nanopartículas a base de lípidos 

funcionalizadas con PEG2000 logran transportar eficientemente plásmido ADN 

(pDNA) hasta la masa cancerosa, lugar donde son degradadas por enzimas como 

elastasa o 2-metaloproteasa, liberando la sustancia activa [Yingyuad y cols., 2013]. Se 

ha propuesto también la utilización de liposomas susceptibles a análogos de la 

fosfolipasa A(2), dichos nanosistemas vehiculizan metotrexato para el tratamiento de 

células humanas de cáncer de colon HT-29 y KATO III. Esta enzima se encuentra en 

gran cantidad en el intersticio tumoral y es capaz de hidrolizar los lípidos de la 

membrana de los liposomas [Andresen y cols., 2004; Andresen y cols., 2005]. Otras 
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enzimas que han sido propuestas para esta estrategia son la fosfatasa alcalina [Yin y 

cols., 2011], la transglutaminasa [Zhang y cols., 2002], la fosfatidilinositol-fosfolipasa 

C [Villar y cols., 2001] y gelatinasa y Dnasa [Dong y cols., 2010]. 

 

f.- Transporte de fármaco mediante la utilización de gradientes magnéticos 

 

Manteniéndolo en este lugar durante el tiempo necesario para que toda la dosis de 

fármaco vehiculizado sea liberado [Ciofani y cols., 2009]. La utilización de 

nanopartículas magnéticas, constituidos por núcleos de óxidos de hierro 

superparamagnéticos (principalmente, magnetita o maghemita) se caracteriza por una 

muy limitada capacidad de incorporación de principios activos en matriz, junto con una 

liberación de éstos excesivamente rápida [Arias, 2008a; Arias y cols., 2001; Durán y 

cols., 2008]. Por su parte, los polímeros biodegradables y los sistemas vesiculares de 

carácter lipídico tienen una excelente capacidad para el transporte de fármacos en 

matriz, con una gran vehiculización, junto con una liberación modificada y controlable 

de fármaco gracias a su biodegradación. Debido a ello, todos los estudios están 

centrados en el desarrollo de nanoplataformas constituidas por un núcleo magnético, y 

un recubrimiento biodegradable de origen polimérico o lipídico. El núcleo magnético 

conducirá a la acumulación del coloide en el lugar diana en respuesta al gradiente 

magnético externo aplicado. Mientras que el material de recubrimiento [p. ej., chitosan, 

poli(D,L-lactida-co-glicolida), poli(ε-caprolactona), poli(alquilcianoacrilato) en el caso 

de polímeros o L-α-fosfatidilcolina, dipalmitoilofosfatidilcolina, 

dimiristoilfosfatidilcolina en el caso de lípidos] mejorará la biodegradabilidad y 

biocompatibilidad de la nanoplataforma, y permitirá el transporte de principios activos 

[Durán y cols., 2008; Cho y cols., 2008]. Dado que el gradiente magnético disminuye 

con la distancia, la principal limitación de esta estrategia es asegurar el mantenimiento 

de la fuerza del campo magnético para que el coloide magnético permanezca en el lugar 

diana, o para activar la liberación del fármaco.  
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Para solventar este problema, ha sido propuesta la colocación estratégica de 

implantes constituidos por pequeños imanes en el interior o las proximidades del lugar 

diana mediante cirugía menor [Arias, 2011a; Fernández-Pacheco y cols., 2007]. La 

utilización de implantes magnéticos combinados con un gradiente magnético externo 

podría acrecentar aún más si cabe la acumulación de las nanoplataformas magnéticas en 

la región diana, es este caso la zona tumoral [Chorny y cols., 2012; Fernández-Pacheco 

y cols., 2007; Rosengart y cols., 2005; Yellen y cols., 2005]. Junto con el uso de 

implantes magnéticos, puede potenciarse la llegada selectiva del coloide magnético por 

medio de la modificación de la superficie de la nanopartícula magnética con ligandos 

específicos de receptores presentes en la superficie de las células tumorales [Dehvari y 

Lin, 2012; Lin y cols., 2009; Shen y cols., 2013]. También se han propuesto este tipo de 

modificaciones para aumentar la selectividad de las nanopartículas magnéticas por los 

nuevos vasos sanguíneos tumorales [Coenegrachts y cols., 2010; Reddy y cols., 2006; 

Yan y cols., 2013; Zhang y cols., 2007].  

 

1.3. NANOPARTÍCULAS MAGNÉTICAS EN EL 

TRANSPORTE DE FÁRMACOS. HIPERTERMIA  

 

Dentro de las diferentes nanopartículas diseñadas para el transporte específico de 

fármacos destacan, por sus grandes posibilidades, los transportadores magnéticos 

coloidales. De las aplicaciones biológicas de esta tecnología destacan algunas como el 

tratamiento de aguas residuales, la inmovilización enzimática, la separación magnética 

por afinidad de biomoléculas, la selección de un tipo de células entre una población 

celular y la terapia celular (separación y etiquetado celular) [Pankhurst y cols., 2003].  

 

Los coloides magnéticos basados en nanopartículas de óxido de hierro 

superparamagnético presentan numerosas posibilidades en biomedicina, ya que pueden 

actuar como, i) biosensores, ii ) agentes de contraste por ser visualizados en resonancia 

magnética nuclear (RMN) debido a su capacidad para disminuir los tiempos de 
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relajación T1* y T2*, iii ) agentes de hipertermia en el tratamiento de tumores por 

generar calor en el lugar deseado bajo la influencia de un campo electromagnético 

alterno, iv) sistemas útiles en la reparación y regeneración tisular y, v) particularmente, 

transportadores de fármacos, ya que permiten acumular el fármaco vehiculizado en el 

lugar diana mediante la utilización de un gradiente magnético externo adecuado [Arias y 

cols., 2007b]. En referencia a la última aplicación enumerada, podemos añadir que 

diversos estudios demuestran que estos nanosistemas modifican de forma eficiente las 

propiedades farmacocinéticas de los principios activos y su biodistribución en el 

organismo. De esta manera, la nanoplataforma magnética logra dirigir y localizar toda la 

dosis administrada en el lugar de acción e incrementar la exposición de las células diana 

a la actividad farmacológica de los principios activos [Allen y Cullis, 2004; Arruebo y 

cols., 2007; Pankhurst y cols., 2003]. 

 

Las características fisicoquímicas de los coloides magnéticos pueden modificarse 

fácilmente mediante un procedimiento de síntesis adecuado, para así controlar su 

geometría (forma y tamaño), capacidad de humectación o mojabilidad 

(hidrofilia/hidrofobia), carga eléctrica superficial, composición química, unión a 

receptores específicos de la región diana, capacidad para absorber/adsorber fármaco, 

cinética de liberación del mismo, biodegradación y eliminación, estabilidad en 

almacenamiento (in vitro), estabilidad en fluidos biológicos (in vivo), y capacidad de 

respuesta a gradientes magnéticos aplicados. Asimismo para evitar su inestabilidad in 

vivo, la cual puede comprometer la llegada de las nanopartículas magnéticas hasta el 

lugar de acción, el sistema transportador debe reunir las siguientes características [Arias 

y cols., 2001; Gupta y Gupta, 2005; Durán y cols., 2008]: i) forma esférica y pequeño 

tamaño (< 200 nm), para permitir la distribución a nivel capilar y la perfusión uniforme 

al órgano o tejido diana; ii ) capacidad para transportar una amplia variedad de agentes 

terapéuticos en cantidad suficiente como para permitir el transporte de dosis activas 

biológicamente, sin hacer que el organismo se cargue demasiado de material 

magnetizable; iii ) una respuesta magnética adecuada a los gradientes magnéticos 

aplicados, a pesar de la velocidad de flujo sanguíneo presente en los sistemas 
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fisiológicos, sólo así podrá garantizarse el perfecto control del destino biológico del 

coloide magnético; iv) velocidad de liberación del fármaco controlable (o activable) en 

la región diana; v) propiedades superficiales que permitan una máxima 

biocompatibilidad y una mínima antigenicidad. En cuanto a las propiedades eléctricas 

superficiales, debe presentar una densidad de carga eléctrica superficial suficiente para 

asegurar una repulsión electrostática entre las partículas que evite su agregación, y por 

último vi) una fácil y barata producción a gran escala del sistema. 

 

En la actualidad y a pesar de las características idóneas anteriormente descritas, la 

introducción definitiva en clínica de estos los coloides magnéticos debe vencer una serie 

de barreras, las cuáles requieren de importantes esfuerzos investigadores. En concreto:  

 

• La necesidad de utilizar intensos campos magnéticos para asegurar la perfecta 

acumulación del coloide magnético en el lugar diana. Debido a la pobre respuesta a 

gradientes magnéticos de estos sistemas en zonas no tan superficiales del 

organismo (> 2 cm de profundidad). Hay que indicar con respecto a la seguridad 

asociada a la utilización de gradientes magnéticos en humanos, que los organismos 

competentes como la FDA señalan que no pueden utilizarse campos superiores a 7 

Teslas (T).  

 

• No hay certeza absoluta de que los más que prometedores resultados logrados en 

animales pequeños (ratones, ratas, conejos, etc.) sean extrapolables al ser humano. 

Además, la exposición del ser humano a un campo magnético externo generado por 

un imán, debe producirse durante un tiempo prolongado para asegurar la acción del 

coloide magnético, con lo que puede ser poco operativo y molesto para el paciente. 

 

• El destino biológico del fármaco vehiculizado debe todavía asegurarse 

completamente mediante el perfecto control de los procesos de liberación, ya que 
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puede existir una escasa retención del sistema transportador en el lugar diana 

cuando se retira el gradiente magnético. 

 

• Las nanopartículas magnéticas podrían agregarse en el torrente sanguíneo, 

generando una embolia y efectos secundarios en los órganos donde quedan 

atrapadas (principalmente, a nivel hepático). Sin embargo, este fenómeno podría 

transformarse en una ventaja si se pretende el tratamiento selectivo de tumores 

localizados en alguno de esos órganos. 

 

• No hay suficientes estudios que aseguren su fácil producción a gran escala, su 

estabilidad y los beneficios económicos asociados a este tipo de terapia. 

 

No obstante, cada vez hay un mayor número de ensayos clínicos que respaldan la 

eficacia y las posibilidades de los coloides magnéticos como sistemas transportadores 

de fármacos [Dobson, 2006; Durán y cols., 2008; Lübbe y cols., 2001; Rudge y cols., 

2000]. Los primeros estudios sobre estos sistemas en animales, aparecen en la década de 

los 80 [Poore y Senyei, 1983; Senyei y Widder, 1981; Widder y cols., 1979; Widder y 

cols., 1981]. En estas primeras investigaciones fue demostrada que la vehiculización de 

adriamicina en microesferas magnéticas de albúmina permitía mejorar su actividad 

antitumoral en ratas con sarcoma de Yoshida. Más tarde fue estudiada la eficacia de la 

epirrubicina (4'-epidoxorubicina) vehiculizada en coloides magnéticos en ratas con 

carcinoma de colon e hipernefronas. El coloide magnético diseñado tenía un tamaño 

entre 50 y 150 nm, y para su guiado se utilizaron imanes constituidos por tierras raras 

como el neodimio (Nd) capaces de crear una fuerza magnética de hasta 500 miliTeslas 

(mT) [Lübbe y cols., 1996b]. 

 

El primer ensayo realizado en fase I con este tipo de materiales se llevó a cabo en 

pacientes con cáncer con estadios de la enfermedad avanzados y sin respuesta a la 

quimioterapia convencional [Lübbe y cols., 1996a]. Este estudio fue de los primeros en 
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realizarse dentro de su campo y demostró que la utilización de los coloides magnéticos 

como vehículos de agentes antitumorales parecía ser seguro para el organismo humano. 

De hecho, se conseguía concentrar de forma selectiva la dosis de fármaco en la región 

tumoral, minimizando una extensa biodistribución sistémica. Este estudio puso de 

manifiesto que era necesario aplicar imanes potentes que crearan campos magnéticos lo 

suficientemente intensos como para conseguir la completa acumulación del coloide en 

el lugar de acción. El resultado más claro e interesante de este trabajo fue la observación 

de una marcada disminución del volumen del tumor en 4 de los 14 pacientes incluidos 

en el ensayo clínico. A partir de este momento, numerosas investigaciones se centraron 

en establecer una “prueba de concepto” para tratar de demostrar la evidencia de la 

acumulación del coloide magnético en la masa cancerosa, como p.ej., una tinción 

histológica [Alexiou y cols., 2001; Lübbe y cols., 1999].  

 

Finalmente, parece interesante insistir en la versatilidad de estos coloides para el 

transporte y la liberación controlada de fármacos. De hecho, este tipo de nanomateriales 

no sólo permite la vehiculización de un amplio abanico de agentes antitumorales, sino 

que también tienen un gran potencial para el transporte de otro tipo de sustancias como 

fármacos antiinflamatorios (como el diclofenaco sódico) [Arias y cols., 2009a], y 

material genético [Chorny y cols., 2013], etc.  

 

Podemos decir que el fármaco vehiculizado no estará biodisponible mientras siga 

incorporado en la nanopartícula magnética. De esta forma, cuando el coloide magnético 

llegue al lugar de acción dirigido por el gradiente magnético externamente aplicado, 

liberará el fármaco transportado en la región diana donde debe actuar. Por lo tanto, una 

cinética de liberación demasiado rápida producirá un efecto farmacológico similar al 

obtenido con una dosis de fármaco en solución [Ak y cols., 2013], mientras que una 

cinética de liberación demasiado lenta podría limitar seriamente la actividad 

farmacológica en el lugar diana [Park y cols., 2012]. El transporte del fármaco guiado 

magnéticamente generará siempre una concentración de fármaco en el lugar de acción 
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muy superior a la lograda cuando el principio activo se administra en solución [Durán y 

cols., 2008]. 

 

El transporte de fármacos a través de coloides magnéticos también está relacionado 

con las estrategias de transporte pasivo, ya que la biodistribución de los coloides 

magnéticos puede verse también beneficiada por el efecto EPR de la región tumoral 

[Allen y Cullis, 2004; Arruebo y cols., 2007; Oh y cols., 2013; Pankhurst y cols., 2003; 

Prashant y cols., 2010]. Incluso, el diseño de la nanopartícula permite llevar a cabo las 

estrategias de transporte activo anteriormente comentadas, consiguiendo una mayor 

acumulación y potencia del coloide en la región diana, con lo que la acción 

farmacológica del agente antitumoral será mucho mayor. De esta forma, se alcanzará un 

efecto farmacológico óptimo, sin la necesidad de utilizar grandes dosis de principio 

activo. Por todo esto, se ha propuesto el diseño de coloides magnéticos con capacidad 

de respuesta a estímulos físicos (diferentes a los estímulos magnéticos) de muy diverso 

origen (cambio de temperatura, pH, luz, etc.) y con modificaciones a nivel superficial 

(introducción de cadenas de PEG, biotina, péptidos, anticuerpos monoclonales, etc.) que 

potencian aún más si cabe la acción de las nanopartículas magnéticas [Borlido y cols., 

2013; Brigger y cols., 2002; Hodenius y cols., 2002; Lee y cols., 2013; Li y cols., 

2012b; Vauthier y cols., 2003]. 

 

A continuación, es descrita una aplicación de los coloides magnéticos que está 

dando lugar a un gran número de trabajos de investigación; hablamos del fenómeno de 

hipertermia [Cervadoro y cols., 2013; Ito y cols., 2013; Jiang y cols., 2012c; Sadhukha 

y cols., 2013; Sivakumar y cols., 2013]. Está aplicación puede potenciar el tratamiento 

llevado a cabo por el transporte del agente antitumoral hasta el lugar de acción 

[Babincov y cols., 2008; Clares y cols., 2013; Kumar y cols., 2011; Laurent y cols., 

2011; May y cols., 2013]. La hipertermia aparece como consecuencia de la vibración de 

los momentos magnéticos de las nanopartículas, debido a la acción de un gradiente 

electromagnético alterno que oscila en un rango de frecuencia entre 50 - 500 kHz [Viota 

y cols., 2013]. Se ha descrito que este fenómeno es consecuencia de la pérdida de 
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histéresis magnética de las nanopartículas [Gupta y Gupta, 2005; Huber, 2005; Ito y 

cols., 2005]. La vibración generada en los coloides magnéticos genera disipación de 

energía en forma de calor, lo que provoca el aumento de temperatura en la zona donde 

se encuentren, en este caso la masa tumoral, alcanzando un intervalo de temperatura 

aproximadamente entre 42 - 45 ºC, rango de temperatura suficiente como para provocar 

daños irreversibles y conducir la destrucción de las células cancerosas [Glöckl y cols., 

2006; Hergt y cols., 2006; Huber, 2005; Tanaka y cols., 2005]. 

 

Dicha temperatura deberá mantenerse durante ≈ 30 minutos y ello inducirá la 

muerte de las células tumorales [Clares y cols., 2013; Glöckl y cols., 2006; Hergt y 

cols., 2006; Hilger y cols., 2006; Pankhurst y cols., 2003]. Además, este calentamiento 

alterará/destruirá el recubrimiento de los núcleos magnéticos, permitiendo el comienzo 

de la liberación controlada del fármaco [Clares y cols., 2013; Steinkea y cols., 2007; 

Wagner, 2007].  

 

Si bien algunos estudios apuntan la posibilidad de administrar los coloides 

magnéticos por vía intratumoral [Brigger y cols., 2002; Fernández-Pacheco y cols., 

2007; Giustini y cols., 2011], la mayoría de los trabajos científicos investigan la vía de 

administración intravenosa. Esta vía de administración determina que las nanopartículas 

magnéticas entren en contacto rápidamente con fluidos fisiológicos de un pH 

ligeramente básico (7.4) y con una fuerza iónica relativamente alta (130-150 meq/L). 

Bajo estas condiciones fisiológicas, las nanopartículas tienden a agregarse para quedar 

estabilizadas termodinámicamente. Esta agregación se verá aún más acrecentada si el 

coloide presenta una magnetización remanente tras la retirada del campo magnético 

aplicado.  

 

Dependiendo de si la vía de administración es local o sistémica, se pueden 

distinguir dos procesos principales de hipertermia. En primer lugar, las partículas 

magnéticas pueden producir hipertermia después de su administración en una pequeña 

zona en el tejido tumoral. Este enfoque fue investigado por el grupo japonés de 
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Kobayashi mediante el diseño de liposomas catiónicos magnéticos [Shinkai y cols., 

1999]. En este estudio fueron inyectados magnetoliposomas catiónicos 

intratumoralmente en gliomas provocados en ratas, y se observó que las cargas positivas 

retenían los liposomas en el sitio de la inyección, probablemente debido a interacciones 

electrostática con las membranas celulares. El resultado fue la completa regresión de los 

tumores en el 90 % de las ratas tratadas después de tres periodos de hipertermia de 30 

minutos cada uno [Yanase y cols., 1998]. En un estudio similar se llevó a cabo la 

inyección directa de este tipo de coloides en ratones con cáncer de mama subcutáneo y 

se obtuvieron resultados similares de completa regresión de los tumores por 

calentamiento de la masa tumoral [Hilger y cols., 2001]. En segundo lugar, tras 

administración sistémica de los coloides magnéticos, la hipertermia se produce en el 

interior de las células tumorales, lo que implica que se produzca un transporte específico 

a las células cancerosas y un mayor daño sobre las estructuras vitales. Las posibilidades 

de este calentamiento intracelular fueron estudiadas en nanopartículas magnéticas 

incubadas con monocitos humanos y macrófagos de ratón, a concentraciones a las que 

no son capaces de producir por si solas un calentamiento significativo cuando se les 

aplica un gradiente magnético alterno. Sin embargo, se observó una citolisis inducida 

magnéticamente, probablemente debido a la generación de hipertermia intracelular tras 

la captación de las nanopartículas magnéticas [Halbreich y cols., 1998].  

 

Un ejemplo de nanopartículas magnéticas con capacidad de generar el fenómeno de 

hipertermia, son aquellas constituidas por un núcleo de Fe3O4 recubiertas por el 

polímero dextrano-g-poli(N-isopropilacrilamida-N,N’dimetilacrilamida); dichos 

nanosistemas logran aumentar claramente la liberación selectiva de doxorrubicina en el 

tumor. En concreto, el calentamiento específico de este nanomaterial provoca la 

degradación del polímero y la liberación del agente antitumoral [Zhang y Misra, 2007]. 

De forma similar, los geles magnéticos de poli(N-isopropilacrilamida) también permiten 

la acumulación específica y la liberación controlada de fármaco mediante hipertermia 

[Ang y cols., 2007].  



 
Capítulo 1. Introducción  
 
 

-54- 
 

De entre todos los coloides magnéticos estudiados hasta el momento destacan por su 

biocompatibilidad y biodegradabilidad los magnetoliposomas. Precisamente 

magnetoliposomas hipertérmicos transportadores de 5-fluorouracilo [Clares y cols., 

2013] han sido desarrollados por nuestro grupo de investigación. 

Coloides de este tipo constituidos por 1,2 dipalmitol-glicero-3-fosfocolina y colesterol 

son capaces de vehiculizar más del 80 % de metotrexato y liberarlo cuando se 

incrementa la temperatura de 37 ºC a 41 ºC. Además, consiguen un aumento 

significativo de la acumulación de metotrexato en el músculo esquelético de ratones, si 

se aplica un gradiente magnético y se calienta la zona a 41 ºC [Zhu y cols., 2009].  
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2.1. OBJETIVOS 
 

La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo central el diseño de 

magnetoliposomas transportadores de 5-fluorouracilo con capacidad de respuesta a 

campos magnéticos externos aplicados y como agente hipertérmico con actividad 

adecuada en el posible tratamiento del cáncer. Con este fin, se ha realizado un estudio 

exhaustivo de las condiciones óptimas para la síntesis de nanopartículas biodegradables 

y biocompatibles constituidas por núcleos magnéticos de óxido de hierro (Fe3O4) y un 

recubrimiento lipídico (L-α-fosfatidilcolina). La capacidad del transporte y liberación 

controlada de fármaco en la región diana también ha sido objeto de estudio. 

  

La eficacia del recubrimiento lipídico de los núcleos magnéticos y las ventajas que 

aporta a la capacidad de estas nanopartículas para transportar el fármaco objeto de 

estudio, se determinarán mediante un análisis comparativo de la estructura y 

composición química de los tres tipos de materiales [magnetita, lípido y 

magnetoliposomas], así como la caracterización de las propiedades eléctricas y 

termodinámicas superficiales de éstos. 

 

El análisis de las propiedades magnéticas de los núcleos de óxido de hierro y de los 

magnetoliposomas permitirá determinar la capacidad de estos sistemas para responder a 

gradientes magnéticos aplicados y el grado de influencia del recubrimiento lipídico 

sobre estas propiedades. En este sentido, hemos realizado un análisis in vitro a nivel 

macro y microscópico de una suspensión de las nanopartículas magnéticas.  

 

Una parte fundamental de la investigación es la determinación de la capacidad de 

vehiculización (transporte y liberación controlada) de 5-fluorouracilo que tienen los 

magnetoliposomas diseñados. Para ello, se investigarán extensamente dos métodos 

convencionales de incorporación de fármacos en este tipo de nanosistemas: adsorción 

superficial y absorción en matriz. Se utilizarán técnicas cuantitativas 
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(espectrofotometría UV-Visible) y cualitativas (electroforesis) para caracterizar el 5-

fluorouracilo en las nanopartículas diseñadas.  

 

Otro objetivo básico ha sido el análisis in vitro del proceso de liberación del agente 

antitumoral por medio del fenómeno de hipertermia a través de las nanopartículas, 

determinando espectrofotométricamente la cantidad liberada y caracterizando el tipo de 

vehiculización en las nanopartículas.  

 

En términos más concretos, este trabajo de investigación pretende alcanzar los 

siguientes objetivos:  

 

1- Síntesis de nanopartículas biodegradables y biocompatibles constituidas por un 

núcleo magnético (magnetita) y un recubrimiento lipídico (L-α-fosfatidilcolina). 

Nos basaremos en un procedimiento modificado del método de hidratación de la 

capa fina que simplifica la metodología previamente desarrollada para la 

formulación de este tipo de nanoplataformas.  

 

2- Caracterización de la geometría, composición y estructura química de los coloides 

simples (liposomas y nanopartículas magnéticas) y coloides mixtos 

(magnetoliposomas).  

 

3- Estudio comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los tres tipos de 

nanomateriales [magnetita, L-α-fosfatidilcolina y magnetoliposomas] mediante 

electroforesis. Uso de modelos teóricos para evaluar el potencial eléctrico 

superficial de las nanopartículas. Control del mismo en función de las 

características del medio de dispersión (pH y fuerza iónica). 

 

4- Análisis comparativo de las propiedades termodinámicas superficiales de las 

nanopartículas mediante la determinación del ángulo de contacto de líquidos 
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seleccionados. Uso de modelos teóricos para evaluar dichas propiedades. Estudio 

de la naturaleza hidrófila/hidrófoba de las nanopartículas. 

 

5- Prueba in vitro sobre la toxicidad de los tres tipos de materiales en células 

tumorales en ausencia del agente quimioterápico. 

 

6- Caracterización de las propiedades magnéticas de los magnetoliposomas en 

comparación con los núcleos de magnetita puros. 

 

7- Determinación de la capacidad de vehiculización de 5-fluorouracilo por los 

magnetoliposomas mediante métodos espectrofotométricos y electrocinéticos. 

Estudio de los principales factores que condicionan este proceso (procedimiento de 

incorporación y cantidad de fármaco utilizada), para así identificar las condiciones 

óptimas de vehiculización. 

 

8- Evaluación de la liberación de fármaco desde los magnetoliposomas. Análisis del 

efecto del método de incorporación (absorción/adsorción) sobre la liberación. 

Influencia del fenómeno de hipertermia en la liberación del fármaco. Estudio 

cinético.  

 

2.2. CONTRIBUCIÓN 
 

La aportación principal de la presente Tesis Doctoral, en el campo de la 

investigación y el desarrollo de coloides como sistemas transportadores de fármacos, es 

el desarrollo y estudio preliminar de una nanoplataforma biodegradable y 

biocompatible, con potencial aplicación en el transporte dirigido de 5-fluorouracilo 

combinado con el fenómeno de hipertermia para el tratamiento del cáncer. El diseño del 

nanosistema pretende dirigir toda la dosis de fármaco hacia el lugar de acción y retener 

el agente quimioterápico en la masa tumoral, mediante la aplicación de un campo 
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magnético externo. El nanosistema estará constituido por núcleos de óxido de hierro 

superparamagnéticos (magnetita, Fe3O4) embebidos en una matriz lipídica o liposomal 

(L-α-fosfatidilcolina). El resultado de dicha asociación da lugar a un nanosistema 

denominado magnetoliposoma. Su empleo en clínica permitirá minimizar los efectos 

secundarios derivados de la extensa biodistribución y pobre especificidad de acción de 

este tipo de principios activos por las células cancerosas. De esta forma, serán precisas 

dosis de fármaco claramente inferiores para conseguir la misma acción terapéutica. Por 

otro lado, el carácter superparamagnético de los núcleos de magnetita embebidos en el 

interior de la matriz lipídica podrá dotar al magnetoliposoma como agente de 

hipertermia, fenómeno que puede tener gran influencia en el proceso de liberación del 

fármaco. 

 

Este campo de investigación es extenso y se encuentra en constante crecimiento, 

por lo que consideramos que nuestro trabajo de investigación podría contribuir en los 

siguientes aspectos: 

 

• Diseño de un procedimiento reproducible, sencillo y económico de síntesis de 

nanopartículas magnéticas. La modificación introducida en la técnica de hidratación 

de la capa fina desarrollado por otros autores para la síntesis de liposomas, basada 

en la incorporación de los núcleos de óxido de hierro en la fase acuosa, simplifica 

notablemente la metodología de síntesis para magnetoliposomas. 

 

• Aplicación de métodos de análisis físico, químico y fisicoquímico de superficies 

muy sensibles a las transformaciones experimentadas por los núcleos de magnetita 

al quedar recubiertos por la matriz lipídica. La información obtenida puede ser 

especialmente útil en la identificación de los mecanismos de formación de los 

magnetoliposomas.  
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• Observación de la respuesta de los magnetoliposomas frente a la aplicación de 

campos magnéticos externos: de forma cuantitativa mediante la determinación de 

su ciclo de histéresis, y de forma cualitativa mediante visualización in vitro de 

suspensiones acuosas de las nanoplataformas a nivel macro y microscópico. 

 

• En estrecha relación con la contribución anterior, se pretende desarrollar 

nanopartículas magnéticas hipertérmicas con posibilidades en el transporte activo 

de fármacos hacia el tejido canceroso. Consideramos que esta contribución es 

especialmente importante, ya que este estudio potencia este tipo de nanosistemas 

como agentes teranósticos en clínica. 

 

• Evaluación de la biocompatibiliad de las nanoplataformas a nivel in vitro por medio 

de la citotoxicidad y compatibilidad sanguínea (hemocompatibilidad) en líneas 

celulares tumorales. 

 

• Análisis de la capacidad de este nanosistema mixto como sistema transportador de 

fármacos. En este sentido, la capacidad de vehiculización del coloide se investigó 

con el agente antitumoral 5-fluorouracilo.  
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3.1. SÍNTESIS Y ESTUDIO GEOMÉTRICO 
 

3.1.1. ÓXIDO DE HIERRO SUPERPARAMAGNÉTICO. 

NANOPARTÍCULAS DE MAGNETITA  

 

Dentro de los diversos tipos de nanopartículas de óxido de hierro son de especial 

interés las de naturaleza superparamagnética por su potencial utilidad en la separación y 

etiquetados celular (detoxificación de fluidos biológicos), reparación de tejidos 

(ingeniería tisular), transporte de fármacos, resonancia magnética de imagen (como 

agente de contraste), hipertermia y magnetofección (transporte magnético de genes a las 

células diana) [Durán y cols., 2008]. Su pequeño tamaño y su gran área superficial 

específica determinan la gran susceptibilidad magnética y el comportamiento 

superparamagnético de estas nanopartículas [Gupta y Gupta, 2005]. Por este motivo, el 

procedimiento de síntesis persigue obtener estas propiedades.  

 

La magnetita, óxido ferroso-férrico, Fe2+O2-(Fe3+)2(O
2-)3 ó Fe3O4; es un mineral 

encontrado en entornos geológicos diversos y en algunos depósitos en cantidad 

suficiente como para constituir un mineral de hierro importante [Gaines y cols., 1997]. 

La magnetita es un ejemplo de óxido de hierro ferrimagnético, cuyo comportamiento 

está fundamentalmente asociado a su estructura cristalina. En ella, los iones Fe3+ se 

acoplan antiferromagnéticamente y no contribuyen a la imanación. Por el contrario, los 

iones Fe2+ de cada celda tienen orientación paralela y son responsables del momento 

magnético de dicha celda y, por tanto, del comportamiento magnético de la magnetita. 

En organismos vivos como las abejas, los delfines, las palomas o ciertos 

microorganismos tales como bacterias (p.ej., Magnetospirillum magneticum AMB-1, 

Magnetospirillum magnetotacticum MS-1 o Magnetovibrio MV-1) se han encontrado 

pequeños agregados de este óxido de hierro magnético [Arakaki y cols., 2008; Okon y 

cols., 1994; Yan y cols., 2012a]. 
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En cuanto a si toxicidad, se ha comprobado que es muy baja, tanto in vitro [Petri-

Fink y Hofmann, 2007] como in vivo [Gu y cols., 2012]. La bibliografía refleja que la 

dosis letal 50 (DL50) presenta un valor de 400 mg/Kg [Iannone y cols., 1991], por lo que 

es bien tolerada por el cuerpo humano [Li y cols., 2012b; Müller y cols., 1996]. En lo 

referente a su biodegradabilidad, numerosos estudios han demostrado que en el caso de 

nanopartículas superparamagnéticas con tamaño inferior a 20 nm, su degradación puede 

ocurrir en los lisosomas de células del SRE (p. ej., macrófagos). En este proceso de 

biodegradación se genera hierro libre, el cual puede utilizarse en la síntesis de 

transferrina y ferritina. Si, por el contrario, las partículas de magnetita presentan un 

tamaño mayor, su eliminación del organismo suele tener lugar mediante filtración renal 

[Gu y cols., 2012; Okon y cols., 1994]. Debido a sus propiedades de biocompatiblidad y 

biodegradabilidad, se ha propiciado el desarrollo de nanopartículas de óxido de hierro 

comercializadas con el nombre de Resovist® (Bayer) en forma de solución inyectable, 

como medios de contraste para la detección de lesiones focales y tumores hepáticos por 

resonancia magnética nuclear [Vadémecum, 2013].  

 

Desde mediados del siglo pasado se han desarrollado numerosos métodos para la 

preparación de partículas de magnetita con tamaño micrométrico [Omer-Mizrahi y 

Margel, 2009] o nanométrico [Katsnelson y cols., 2012; Laurent y cols., 2008; Sun y 

Zeng, 2002]. Es muy interesante comprobar cómo muchos de ellos permiten incluso 

modificar las características de la superficie de estas partículas en función de la 

aplicación deseada [Charles, 2003; Elaissari y cols., 2003; Tartaj y cols., 2003]. Si bien 

es muy difícil establecer una clasificación que abarque todos los métodos desarrollados 

de obtención de nanopartículas magnéticas constituidas de óxidos metálicos, 

mencionaremos algunos de los métodos más utilizados a nivel general [Durán y cols., 

2008; Laurent y cols., 2008]: 

 

• Método de microemulsión: este método se basa en la formulación de 

microemulsiones con fase externa oleosa que conduce al crecimiento de los núcleos 

magnéticos. Una modificación de esta técnica permite la preparación de 
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nanopartículas compuestas por aleaciones de hierro (Fe) [Feltin y Pileni, 1997; 

Pileni, 1997, 2001], cobalto (Co) [Schultz-Sikma y cols., 2011] o níquel (Ni) [Zhu 

y cols., 2004] con un tamaño inferior a 10 nm. También se ha usado este método 

para formular partículas de hierro recubiertas de capas de metales, p.ej., oro 

coloidal, con el objetivo de ralentizar la oxidación de estos núcleos y facilitar otras 

modificaciones superficiales con fines biomédicos (Figura 3.1.) [Carpenter, 2001; 

Iglesias-Silva y cols., 2010; López-Pérez y cols., 1997; Rivas y cols., 1994]. 

 

 

 

Figura 3.1. Microfotografía electrónica de transmisión (TEM) de nanopartículas de 

maghemita (γ-F2O3) recubiertas por oro (Au), obtenidas por el método de microemulsión. 

Reproducido de Iglesias-Silva, 2010. Copyright Elsevier (2010). 

 

• Método de los polioles: técnica basada en una disminución de iones metálicos en 

presencia de polioles (p.ej., de etileno, propileno, etilenglicol, polietilenglicol, 

dietilenglicol, etc.). Este método permite obtener una gran gama de partículas con 

tamaños comprendidos de 10 nm hasta 1 µm, con una composición química muy 
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variable (hierro, aleaciones de cobalto y níquel e, incluso, aleaciones de hierro, 

cobalto y níquel) (Figura 3.2.). La formación de las partículas se produce por 

crecimiento y nucleación, bien espontánea o heterogénea [Fiévet, 2000; Laurent y 

cols., 2008; Toneguzzo y cols., 1998, 2000]. 

 

 

 

Figura 3.2. Microfotografía electrónica de barrido (SEM) de nanopartículas constituidas 

por una aleación de hierro, cobalto y níquel, y obtenidas mediante el método de los 

polioles. Reproducido de Toneguzzo y cols., 2000. Copyright SpringerLink (2000). 

 

• Método de descomposición de precursores organometálicos: los óxidos metálicos 

con carácter magnético pueden ser preparados por la descomposición de 

compuestos organometálicos, bien por empleo de altas temperaturas (termólisis) o 

bien a través del uso de ultrasonidos (sonólisis). Con respecto a la primera técnica, 

esta se utiliza ampliamente para la síntesis de partículas superparamagnéticas de 

hierro, de cobalto y de aleaciones de hierro [Behrens y cols., 2006; Charles, 2003; 

Puntes y cols., 2001]. Básicamente, el procedimiento consiste en la descomposición 

térmica por hidrólisis, oxidación o neutralización de mezclas de compuestos 

organometálicos de las nanopartículas en una disolución de hidrocarburo. En este 
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proceso las condiciones de la reacción, tales como la velocidad de calentamiento, la 

temperatura, el tiempo y la composición del medio de síntesis (disolvente) influyen 

en la geometría de las partículas sintetizadas. Este método permite obtener 

partículas con un tamaño controlado caracterizado por una distribución 

monodispersa (Figura 3.3.) [Hyeon y cols., 2001; Sun y Zeng, 2002; Yin y cols., 

2004]. 

 

 

 

Figura 3.3. Microfotografía electrónica de transmisión (TEM) de nanocristales de 

maghemita (γ-F2O3) recubiertos con ácido elaídico obtenidos mediante descomposición 

térmica de hierro pentacarbonilo [Fe (CO) 5] a través de una oxidación controlada con N-

óxido trietilenamina [(CH3)3NO]. Reproducido de Yin y cols., 2004. Copyright Materials 

Research Society (2004). 

 

Con respecto a la segunda técnica, esta es usada para la obtención de 

nanopartículas magnéticas de óxido de hierro por medio de reacciones inducidas 

por ultrasonidos denominadas reacciones sonoquímicas [Pinkas y cols., 2008] 

(Figura 3.4.). Los procesos sonoquímicos se basan en los efectos de cavitación 



 
Capítulo 3. Diseño y Caracterización Fisicoquímica  
 
 

-70- 
 

producidos por el colapso que experimentan las gotículas de precursores férricos, 

p.ej., Fe(CO)5, Fe(NO3)3 ó Fe(OAc)2 [Schmidt, 2001; Vijayakumar, 2001], cuando 

son sometidas a ondas acústicas de 20 kHz (ultrasonidos) [Huang y cols., 2002]. 

Factores tales como la velocidad de enfriamiento, nivel de mezcla atómica, empleo 

de disolventes orgánicos y la naturaleza de las reacciones sonoquímicas influyen en 

la composición, morfología externa, cristalinidad y en definitiva en el control de la 

naturaleza química de los fluidos ferromagnéticos obtenidos por esta técnica [Abu 

Mukh-Qasem y Gedanken, 2005; Pinkas y cols., 2008]. 

 

 

 

Figura 3.4. Microfotografía electrónica de barrido (SEM) de nanopartículas amorfas de 

Fe2O3 obtenidos por sonólisis mediante el precursor férrico acetilacetona [Fe (acac)3]. 

Longitud de la barra: 100 nm. Reproducido de Pinkas y cols., 2008. Copyright Elsevier 

(2008). 

 

•  Método de los aerosoles: este método se basa en un proceso químico continuo, que 

permite la formación de nanopartículas de óxido de hierro de forma controlada por 

medio de nanogotículas que constituyen la fase interna del sistema disperso en fase 

de vapor (Figura 3.5.). La geometría original de las gotículas influye en la forma y 

tamaño de las partículas obtenidas por el proceso de nebulización. Este método se 
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caracteriza por la obtención de un rango estrecho de tamaños de partícula con un 

gran rendimiento y una gran versatilidad en la modificación de la superficie del 

material obtenido con polímeros y compuestos inorgánicos [Matijević y Partch, 

2000; Tartaj y cols., 2003]. Se han desarrollado dos variantes a esta técnica: 

aspersión y pirólisis mediante láser [Dumitrache y cols., 2005; González-Carreño y 

cols., 1993; Popovici y cols., 2007; Veintemillas-Verdaguer y cols., 2003; Tartaj y 

cols., 2007].  

 

 

 

Figura 3.5. Microfotografía electrónica de transmisión (TEM) de nanopartículas de hierro 

ultrafino sintetizadas según el proceso continuo de pirolisis inducida por láser a partir de 

hierro pentacarbonilo [Fe (CO) 5] en forma de aerosol. Reproducida de Veintemillas-

Verdaguer y cols., 2003. Copyright Elsevier (2002).   

 

• Método electroquímico: este método se basa en un proceso electrolítico de sales 

constituidas por metales. El proceso se realiza a través de electrodos de hierro en 

presencia de disolventes orgánicos. Básicamente, el tamaño de partícula puede ser 

controlado por medio de la densidad de corriente aplicada [Pascal y cols., 1999]. 
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Esta técnica permite obtener nanopartículas magnéticas de óxidos de hierro o 

mezcla de óxidos metálicos tales como magnetita (Fe3O4), maghemita (γ-F2O3) 

(Figura 3.6.), hexaferrita de estroncio (SrFe12O19), hexaferrita de bario (BaFe12O19) 

e incluso cobalto coloidal (Co) [Amigó y cols., 2000; Khan y Petrikowski, 2002; 

Pascal y cols., 1999].  

 

 

 

Figura 3.6. Microfotografía electrónica de transmisión (TEM) de nanopartículas de 

maghemita (γ-F2O3) obtenidas por proceso electroquímico aplicando una densidad de 

corriente de 3 mA/cm2 en N,N-dimetilformamida (DMF) como medio orgánico. Longitud 

de la barra: 50 nm Reproducida de Pascal y cols., 1999. Copyright American Chemical 

Society (1999).   

 

• Método de co-precipitación en solución: es probablemente el método más simple y 

eficiente para la obtención en gran cantidad de partículas magnéticas. Esta técnica 

permite la síntesis de coloides inorgánicos con una geometría uniforme, obtenidos 

por una reacción estequiométrica de precursores químicos (sales ferrosas o férricas) 

que precipitan en disolución acuosa, mediante la adición de sustancias básicas 

[Arias y cols., 2001; Bee y Massart, 1995]. Se basa en la separación, nucleación y 
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crecimiento de partículas de óxido de hierro. La nucleación ocurre cuando la 

concentración de las especies alcanzan la supersaturación crítica, tras ello, surge un 

crecimiento lento por difusión de los solutos hacia la superficie del cristal. Para 

producir nanopartículas de óxidos de hierro con tamaños monodispersos, la 

nucleación debería estar separada durante el periodo de crecimiento [Tartaj y cols., 

2006]. El posterior proceso de envejecimiento u oxidación en la solución determina 

la formación de nanopartículas de magnetita (Fe3O4), sus formas oxidadas como 

maghemita (γ-Fe2O3) [Pérez-Artacho y cols., 2012] u otras ferritas. La cinética de 

esta reacción ha sido ampliamente investigada [Matijević y Sapieszko, 2000; Ocaña 

y cols., 1995]. Para el caso de la magnetita, la reacción química de formación (1) es 

la siguiente: 

 

Fe2+ + 2Fe3+ + 8OH− → Fe3O4 + 4H2O     (1) 

 

De acuerdo con la termodinámica de la reacción, la completa precipitación de 

magnetita puede producirse a pH 8 y 14, con una relación estequiométrica 2:1 

(Fe3+/Fe2+) en ausencia de oxígeno. En el caso de la maghemita, está puede 

producirse por la oxidación de magnetita en presencia de oxígeno, aunque no es la 

única forma de transformar magnetita en maghemita, ya que los fenómenos redox 

dependen del pH de la suspensión. La reacción química de formación (2) de la 

maghemita a través de magnetita es [Laurent y cols., 2008]: 

 

Fe3O4 + 2H+ → γ-Fe2O3 + Fe2+ + H2O     (2) 

 

La variante más ampliamente utilizada por su versatilidad y sencillez es la 

propuesta por Massart (Figura 3.7.) [Frimpong y cols., 2010; Massart, 1981; Viota 

y cols., 2007]. 
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Figura 3.7. Microfotografía electrónica de transmisión (TEM) de nanopartículas de 

magnetita (Fe3O4) obtenidas mediante co-precipitación en solución. Figura insertada: 

Histograma de tamaños de las nanopartículas. Reproducido de Viota y cols., 2007. 

Copyright Elsevier (2007). 

 

En este trabajo de investigación, el procedimiento para la síntesis de nanopartículas 

de magnetita superparamagnéticas es el de co-precipitación en solución [Massart, 1981]. 

La experiencia adquirida y reflejada en diversos estudios permite afirmar que esta 

metodología permite la obtención de nanopartículas de magnetita con morfología 

cúbica, tamaño muy pequeño (< 20 nm) y una baja polidispersión de tamaños [Arias y 

cols., 2011c; Arias y cols., 2012a; Clares y cols., 2013; Viota y cols., 2007]. 

Precisamente ha sido este método el seguido para la síntesis de nanopartículas de 

magnetita objeto de esta Tesis Doctoral. La metodología de síntesis comienza con la 

combinación de dos disoluciones acuosas de sales férricas y ferrosas en presencia de 

una base fuerte. Hay que indicar que todos los reactivos químicos utilizados tenían 

calidad analítica [Panreac, España]. La reacción consiste en la adición de 40 mL de una 
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disolución de cloruro férrico (FeCl3, 1 M) y 10 mL de una disolución de cloruro ferroso 

(FeCl2, 2 M) acidulada (HCl, 2 M). Ambas disoluciones son añadidas poco a poco, a 

temperatura ambiente, sobre 500 mL de una solución acuosa de amoníaco (NH3, 0.7 M) 

y bajo agitación mecánica (700 r.p.m.) durante 1 hora. Bajo estas condiciones, las 

nanopartículas de magnetita se forman espontáneamente y son recogidas en el fondo del 

recipiente de reacción, gracias a la aplicación de un imán de 400 mT, para 

posteriormente eliminar el sobrenadante del medio por sedimentación magnética.  

 

Las nanopartículas de magnetita tienden a formar agregados, debido a su pequeño 

tamaño. Por tanto, es necesario conseguir que estas permanezcan aisladas en el medio 

de dispersión. El tratamiento químico a realizar depende del pH que presenten las 

suspensiones con la que se trabajará. Si el medio es básico, las partículas se van a 

dispersar en una disolución acuosa de hidróxido de tetrametilamonio (C4H13NO, 1 M); 

en cambio si el medio es ácido, como es nuestro caso, las partículas se mantienen 

dispersadas en una disolución de ácido perclórico (HClO4, 2 M) durante 12 horas. A 

continuación, las nanopartículas son retiradas de la disolución de ácido perclórico con 

ayuda de un imán de 400 mT y se redispersan en agua bidestilada. En el caso de que las 

nanopartículas no se empleen de forma inmediata, las suspensiones se desecan en un 

horno de convección a 60 ± 0.5 ºC [Digitronic, J.P. Selecta, S.A., España], 

conservándolas en estado seco hasta su utilización. 

  

La caracterización de la geometría (forma y tamaño) de las nanopartículas de 

magnetita se realizó mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM) [LIBRA 

120 PLUS Zeiss SMT, Alemania], microscopía electrónica de transmisión de alta 

resolución (HRTEM) [STEM PHILIPS CM20, Holanda] y microscopía electrónica de 

barrido de alta resolución por emisión de campo (FeSEM) [Zeiss DSM 950, Alemania]. 

Como puede apreciarse en la Figura 3.8. las partículas de magnetita presentan una 

morfología cúbica, superficie aparentemente lisa y un tamaño inferior a 20 nm. 
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La determinación del tamaño de partícula se obtuvo mediante espectroscopía de 

correlación de fotones (PCS) [Malvern 4700 analyzer, Malver Instruments, Inglaterra]. 

Esta técnica se basa en el análisis de la función de autocorrelación de la luz láser 

dispersada por la suspensión de partículas en movimiento térmico. La determinación es 

independiente de factores externos, salvo la viscosidad y la temperatura del medio y, 

como hace que las orientaciones de las partículas sean aleatorias, minimiza cualquier 

posible efecto de su forma. La muestra analizada fue una suspensión acuosa diluida de 

magnetita (≈ 0.1 %, p/v), la cual fue sonicada previamente durante 5 minutos. El ángulo 

de scattering se fijó en 60º. De esta manera se determinó que el tamaño medio de las 

partículas de magnetita era 11 ± 2 nm, por lo que pueden considerarse 

superparamagnéticas [Liu y cols., 2006; López-López y cols., 2005; Taupitz y cols., 

2003].  

 

Este pequeño tamaño se confirmó mediante el análisis de microfotografías TEM y 

HRTEM. Para llevar a cabo dichas técnicas, fue sonicada una suspensión acuosa diluida 

de magnetita (≈ 0.1 %, p/v) durante 5 minutos y a continuación se depositaron una gotas 

de ésta sobre una rejilla de cobre con película formvar. Por último, estas rejillas se 

secaron a 35.0 ± 0.5 ºC en un horno de convección. Para la observación de las 

nanopartículas de magnetita por medio de microscopía FeSEM, la preparación de las 

muestras se realizó mediante sonicación durante 5 minutos de una suspensión acuosa 

diluida de partículas de magnetita, posteriormente se colocó 100 µL de la solución de 

magnetita en un portamuestras de FeSEM (stubs o setas). A continuación, se secaron a 

37.0 ºC ± 0.5 ºC durante 24 horas en un horno de convección. Tras ello, con el fin de 

hacer conductoras las muestras, éstas fueron recubiertas con carbón y se sometieron a 

una presión de 10-5 torr para conseguir la sublimación de dicho material de 

recubrimiento.  
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Figura 3.8. (a) Microfotografía electrónica de transmisión de alta resolución (HRTEM), 

(b) microfotografía electrónica de transmisión (TEM) y (c) microfotografía electrónica de 

barrido de alta resolución de emisión de campo (FeSEM) de nanopartículas de magnetita. 

Longitudes de barra: 100 nm (a), 200 nm (b) y 20 nm (c).  

 

3.1.2. L-α-FOSFATIDILCOLINA. LIPOSOMAS  

 

La L-α-fosfatidilcolina (PC), también llamada 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina es 

un tipo de fosfolípido o lípido anfipático perteneciente al grupo de ésteres de ácidos 

grasos cuyo componente alcohólico contiene un grupo fosfato. Presenta un peso 

molecular aproximado de 768 g/mol [Sigma Aldrich, Alemania]. De forma general, está 

constituido por dos cadenas de ácidos grasos esterificadas con los hidroxilos en posición 

1 y 2 de una molécula de glicerina. El hidroxilo en posición 3 de la glicerina está 

esterificado a su vez con una molécula de ácido fosfórico, que a su vez se encuentra 

conjugado con una sustancia básica como es la colina (Figura 3.9.). 

 

 

 

Figura 3.9. Fórmula estructural de L-α-fosfatidilcolina. 
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La principal fuente de fosfolípidos es la lecitina, sustancia natural obtenida de las 

habas de soja o de la yema de huevo. A nivel general, los fosfolípidos poseen dos 

cadenas apolares (o hidrófobas) y un grupo polar (o cabeza hidrófila) unida a ambas 

cadenas. Esta última zona suele estar constituida por un ácido graso saturado (palmítico 

o esteárico) y un ácido insaturado (oléico, linoléico o araquidónico). 

 

Los fosfolípidos no presentan olor y son prácticamente insolubles en aceites 

(animales y vegetales) a bajas temperaturas, disolventes polares y agua. Sin embargo, 

son solubles en hidrocarburos alifáticos y aromáticos, hidrocarburos halogenados (como 

el cloroformo), aceites minerales, ácidos grasos, éter y éter de petróleo. La L-α-

fosfatidilcolina es soluble a temperatura ambiente en cloroformo, etanol y hexano con 

un 3 % de etanol. En agua adquieren una forma de agregación diferente en función del 

pH, la temperatura, la fuerza iónica y la presencia de sustancias cargadas. El carácter 

anfipático de estos compuestos provoca la formación de una capa bimolecular de 

manera rápida y espontánea en el agua. 

 

Algunas de las materias primas, aparte de los fosfolípidos, que pueden ser utilizadas 

en la formación de liposomas, son el colesterol, el cual condiciona la permeabilidad de 

las bicapas lipídicas [Kunikazu y cols., 2000; Redondo-Morata y cols., 2012; Socaciu y 

cols., 2000]; otros lípidos de carácter iónico, los cuales confieren carga a los liposomas, 

negativa en el caso de lípidos aniónicos (p.ej., fosfatidilserina o fosfatidilglicerol) o 

positiva para lípidos catiónicos (p.ej., estearilamina o esfingomielina) [Barenholz y 

cols., 2011; Hong y cols., 1997; Webb y cols., 1995; Yasuhara y cols., 2012; Zhigaltsev 

y cols., 2002] y otros componentes que mejoran la estabilidad del liposoma, aumentan 

su capacidad de vehiculización de fármacos o retrasan los fenómenos de aclaramiento 

plasmático, como esteroles, glucolípidos o polímeros, p.ej., el 

dimiristoilfosfatidilglicerol, el diclorato de glicerol/colesterol/polioxietileno-10-

esteárico éter y PEG [Laverman y cols., 2000; Momo y cols., 2000; van den Hoven y 

cols., 2013; Zalipsky y cols., 1995]. 
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Los liposomas fueron descritos por primera vez por Bangham y cols., en 1965, tras 

estudiar el carácter lipídico de las membranas celulares [Bangham y cols., 1965; 

Baumgart y cols., 2003; Lasic y cols., 2001]. Estos trabajos permitieron definir los 

liposomas como vesículas microscópicas constituidas por bicapas fosfolipídicas 

concéntricas alternadas con compartimentos acuosos. En las bicapas, los fosfolipídos se 

disponen orientados con las cadenas hidrófobas situadas paralelamente entre sí (lo cual 

constituye una capa) y enfrentados a las cadenas hidrófobas de la otra capa. De esta 

forma, se aísla una amplia zona hidrófoba, ya que todas las cabezas polares se 

encuentran en ambos lados. El resultado de esta especial distribución son estructuras 

concéntricas de naturaleza lipídica que alternan con compartimentos acuosos (Figura 

3.10.). Su formulación debe ser tal que se obtengan estructuras biodegradables, no 

tóxicas y no inmunogénas. 

 

 

 

Figura 3.10. Esquema de la estructura de un liposomas. Reproducido de Kamaly y Miller, 2010. 

Copyright Molecular Diversity Preservation International, Basel, Switzerland (2010). 

 

Pueden destacarse, resumidamente, las siguientes características de estas vesículas 

lipídicas [Huang, 2008; Zasadzinski y cols., 2011]: i) presentan una o más paredes 

integradas por moléculas fosfolípidicas, las cuáles constituyen una o más bicapas 

concéntricas; ii ) el compartimento central de la vesícula es acuoso y iii ) las sustancias 
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hidrófilas ocupan el compartimento acuoso, las lipófilas se sitúan entre los fosfolípidos 

de la pared y las anfifílicas se unen a las bicapas por su resto lipófilo. 

 
La formación del liposoma se produce de manera rápida y espontánea en el agua 

gracias a interacciones hidrófobas entre las zonas apolares del fosfolípido, interacciones 

de van deer Waals entre las cadenas hidrocarbonadas, e interacciones electrostáticas 

entre grupos polares y el agua. Las moléculas de agua son liberadas de las colas 

hidrocarbonadas a medida que quedan secuestradas en el interior apolar de la bicapa. 

Los fosfolípidos se agregan para formar los liposomas, debido a la tendencia del medio 

acuoso circundante a adquirir un sistema en el que las moléculas lipídicas se disponen 

de forma que reducen al mínimo el número de cadenas hidrocarbonadas expuestas al 

agua. De esta forma, las bicapas lipídicas tienden a cerrarse en sí mismas, de tal manera 

que no existan extremos con cadenas expuestas, lo que da como resultado la formación 

de un compartimento central acuoso. La cabeza polar del fosfolípido se orienta hacia la 

fase acuosa, en tanto que la región hidrófoba se sitúa hacia el interior, protegida del 

contacto con el agua [Huang, 2008; Thirawong y cols., 2008; Zasadzinski y cols., 

2011]. 

 

La formación de un liposoma sólo tiene lugar a temperaturas superiores a aquella 

en la que las cadenas acílicas grasas de los fosfolípidos están en estado cristal-líquido. 

Esta temperatura de transición crítica es una propiedad característica de los lípidos y 

está asociada con la transformación de un estado ordenado de las cadenas 

hidrocarbonadas grasas (estado de gel) en otro más desordenado (estado de cristal-

líquido) debido a la fusión de éstas. En general, la temperatura de transición es 

directamente proporcional a la longitud de las cadenas hidrocarbonadas. La hidratación 

de los fosfolípidos origina la aparición de numerosas fases de estructura variada [Peng y 

cols., 2012]. Por debajo de la temperatura de transición crítica, los fosfolípidos se 

encuentran en estado de gel, con cadenas ordenadas paralelamente típicas de estructuras 

anhidras.  

 



 
 Capítulo 3. Diseño y Caracterización Fisicoquímica 
 
  
 

-81- 
 

A priori puede considerarse que la estructura vesicular de un liposoma es, al menos, 

termodinámicamente muy estable. Sin embargo, su estabilidad en el tiempo 

característica de los fosfolípidos en esta estructura depende de numerosos factores. 

Desde un punto de vista químico, los fosfolípidos de los liposomas pueden oxidarse, 

especialmente aquellos que contienen ácidos grasos con dobles enlaces en su estructura. 

Esta peroxidación lipídica puede verse favorecida por la presencia de metales, luz y un 

pH elevado, e inhibida por agentes quelantes, como el ácido etilendiaminotetracético 

(EDTA) y antioxidantes, como el α-tocoferol (vitamina E). Otro factor a considerar es la 

hidrólisis de los ácidos grasos de los fosfolípidos, proceso que depende del tiempo, la 

temperatura y el pH. Dicha hidrólisis es mínima a pH 6.5 [Gabriëls y Plaizier-

Vercammen, 2003]. Desde un punto de vista físico, el principal problema de estabilidad 

de un liposoma es su agregación, proceso que condiciona enormemente la 

permeabilidad de la pared lipídica y que puede desencadenar la liberación de la dosis de 

fármaco vehiculizado. La agregación de vesículas lipídicas puede controlarse 

incrementando la carga eléctrica superficial del liposoma [Brisaert y cols., 2001]. Esto 

puede lograrse mediante la introducción en su composición química de lípidos 

aniónicos, e incluso catiónicos, como la estearilamina. Otra posible solución a este 

problema sería la liofilización del liposoma. Investigaciones al respecto manifiestan la 

fácil rehidratación de las vesículas liofilizadas, constatándose una retención entorno al 

70 % del producto inicialmente encapsulado. Incluso se ha descrito que la incorporación 

de la dosis de fármaco en el liposoma se puede realizar durante el proceso de 

rehidratación [Peer y Margalit, 2000]. También se ha propuesto la congelación como 

método de conservación de los liposomas, si se combina con el empleo de 

crioprotectores a bajas concentraciones [Medina y cols., 1986]. 

 

Si bien puede establecerse numerosos criterios de clasificación (tamaño, método de 

formulación, etc.) quizás el más comúnmente utilizado sea el que considera el número 

de compartimentos que constituyen la estructura vesicular [Arias y cols., 2011a], de 

manera que podemos considerar liposomas unilamelares (o unicompartimentales), con 

una única bicapa lípidica que engloba al compartimento central acuoso, de pequeñas 
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dimensiones (SUV) con tamaños entre 20 y 100 nm, de grandes dimensiones (LUV) con 

tamaños entre 0.1 y 1µm o gigantes (GUV) con tamaños de más de 1µm; liposomas 

plurilamelares, pluricompartimentales o vesículas multilamelares (MLV), con varias 

bicapas lipídicas (entre cinco y veinte) y compartimentos acuosos con tamaños entre 0.1 

y 10 µm; y vesículas multivesiculares (MVV), aquellas que engloban en su interior a 

otros liposomas, con tamaños de más de 1µm [Akbarzadeh y cols., 2013] (Figura 3.11.). 

  

 

 

Figura 3.11. Clasificación de liposomas según el tamaño y lamelaridad. Reproducido de van 

Swaay y deMello, 2013. Copyright Royal Society of Chemistry (2013). 

 

Los liposomas tienen aplicación en biomedicina debido a su gran capacidad para el 

transporte de fármacos de una muy diversa naturaleza química, ya que pueden 

incorporar en su estructura sustancias activas hidrófilas, lipófilas y anfifílicas [Arias y 

cols., 2011a; Knudsen y cols., 2011; Thomas y cols., 2011; Tseng y cols., 2009]. La 

vehiculización de la dosis de fármaco puede lograrse tanto en la fase acuosa como en la 

lipídica. La eficacia de vehiculización de fármacos depende de diversos factores, 

principalmente el tipo de vesícula, la composición de la pared lipídica, la concentración 

de fosfolípido, la carga eléctrica del liposoma, así como la naturaleza del fármaco a 

transportar [Fang y cols., 1997]. En lo referente a este último aspecto se ha descrito 

cómo la capacidad de encapsulación en liposomas multilaminares de distintos esteroides 

(hidrocortisona, triamcinolona, acetónido de triamcinolona, y hexacetónido de 

triamcinolona) se ve influenciada por la hidrofobia, el peso molecular y la 

concentración inicial utilizada de otras sustancias activas [Kulkarni y Vargha-Butler, 
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1995]. Es un hecho ampliamente contrastado que las moléculas altamente polares y 

relativamente pequeñas se vehiculizan en el compartimento acuoso, siempre que no 

interfieran en la formación de los liposomas, y su tamaño sea compatible con las 

dimensiones de estos compartimentos. Por el contrario, las moléculas no polares se 

intercalan entre las bicapas fosfolípidicas, mientras que las sustancias anfifílicas se fijan 

a la vesícula por el resto lipófilo. La extensión y lugar de unión de un fármaco a un 

liposoma dependen fundamentalmente de las interacciones electrostáticas e hidrofóbicas 

principio activo-estructura vesicular [Karewicz y cols., 2011; Pereira-Leite y cols., 

2013; Zhao y Feng, 2005]. 

 

En la actualidad, la utilización de liposomas en el campo terapéutico ha dado lugar 

al desarrollo de numerosas formulaciones con resultados muy significativos de mejora 

en la farmacoterapia (Tabla 3.1.) [Zhang y cols., 2008; Arias y cols. 2011a]:  
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SUSTANCIA 
ACTIVA 

NOMBRE 
COMERCIAL COMPAÑÍA INDICACIÓN 

Anfotericina B Abelcet® Enzon Infecciones por hongos 

Anfotericina B Ambisome® Gilead Sciences 
Infección por hongos y 

protozoos 

Citarabina Depocyt® 
Pacira 

(anteriormente 
SkyePharma) 

Meningitis linfomatosa 
maligna 

Daunorrubicina DaunoXome® Gilead Sciences 
Sarcoma de Kaposi 

relacionado con VIH 

Doxorrubicina Myocet® Zeneus 
Terapia de combinación con 
ciclofosfamida en cáncer de 

mama metastásico 

Doxorrubicina Doxil® Janssen 
Biotech, Inc. 

Cáncer de ovario metastásico 
y el sarcoma de Kaposi 

Vacuna de 
virosoma de virus 
Influenza (IRIV®) 

Epaxal®, 
Inflexal V® 

Berna Biotech Hepatitis A, Influenza 

Morfina DepoDur® 
SkypePharma, 

Endo 
Analgesia postquirúrgica 

Verteporfina Visudyne® QLT, Novartis 

Degeneración macular 
relacionada con la edad, 

miopía patológica, 
histoplasmosis ocular 

Estradiol Estrasorb® Novavax Terapia menopausal 
 

Tabla 3.1. Ejemplos de medicamentos basados en liposomas. 

 

Aunque es muy difícil establecer una clasificación que abarque todos los métodos 

desarrollados de obtención, mencionaremos algunos de los procedimientos comúnmente 

utilizados a nivel general para la síntesis de liposomas de diferente tamaño y 

lamelaridad [Akbarzadeh y cols., 2013; Jesorka y Orwar, 2008; Martins y cols., 2007; 

Meure y cols., 2008]: 

 
• Método de extrusión: esta técnica permite la obtención de liposomas unilamelares 

con tamaño definido [Berger y cols., 2001]. Esta técnica consiste en hacer pasar una 

suspensión heterogénea de liposomas MLV a través de filtros de membrana con un 

tamaño de poro determinado (50-200 nm) a una presión determinada. Dicho 

proceso es aplicable a grandes volúmenes de suspensiones concentradas de 

vesículas [Mui y cols., 2003]. En este proceso, inicialmente las vesículas son 
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sometidas a varios ciclos de un procedimiento de congelación-descongelación para 

posteriormente ser extruidas de cinco a diez veces hasta conseguir el tamaño 

deseado (Figura 3.12.). 

 

 

 

Figura 3.12. Microfotografía Crio-TEM de vesículas de fosfatidilcolina-colesterol 

(relación molar 55:45) obtenidas por extrusión en agua destilada. Longitud de barra:  

200 nm. Reproducida de Mui y cols., 2003. Copyright Elsevier (2003).  

 

• Método de sonicación: es un método simple para la formación de liposomas SUV 

(Figura 3.13.) homogéneos en cuanto a tamaño [Pereira-Lachataignerais y cols., 

2006; Woodbury y cols., 2006; Yamaguchi y cols., 2009]. Se basa en someter, a 

ultrasonidos con frecuencias de ≈ 20 kHz, una suspensión de liposomas MLV 

durante varios segundos con una sonda con punta de titanio a temperatura 

controlada. Durante el proceso de formación puede producirse la degradación 

química del lípido o contaminación del medio de síntesis por parte de la sonda de 

ultrasonidos, lo que puede afectar a la estabilidad de los liposomas formados 

[Zasadzinski, 1986]. 
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Figura 3.13. Microfotografía electrónica de transmisión por crio-fractura de liposomas 

SUV tras sonicación durante 10 segundos. Reproducida de Zasadzinski, 1986. Copyright 

The Biophysical Society (1986).  

 

• Método de liofilización de soluciones monofásicas: este método consiste en la 

formación de una dispersión de una fase, homógenea e isótropa, mezcla de 

fosfolípidos solubilizados con codisolventes en sistemas acuosos (p.ej., sistema 

sacarosa/t-butanol/H2O), para más tarde someter dicha dispersión a un proceso de 

liofilización para eliminar los disolventes. Este proceso permite la formación de un 

liofilizado denominado proliposoma [Wang y cols., 2009], que tras ser rehidratado 

forma espontáneamente liposomas LUV estériles, libres de pirógenos y con 

tamaños estrechos y submicrométricos [Li y Deng, 2004] (Figura 3.14.).   
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Figura 3.14. Microfotografía electrónica de transmisión de liposomas reconstituidos de 

proliposomas compuestos de lecitina/sorbitol/nicotina (relación molar 1:10:0.162, 

respectivamente). Reproducida de Hwang y cols., 1997. Copyright Elsevier (1997).  

 

• Método de hidratación, deshidratación e hinchamiento: esta técnica está basada en 

el hinchamiento de capas de lípidos, deshidratados previamente, en medio acuoso. 

La separación de las moléculas de agua (deshidratación) de las bicapas lipídicas y 

las lamelas que forman el liposoma, se produce por la presencia de sustancias 

tampón y gradientes de presión osmótica. Este procedimiento es frecuente en la 

obtención de liposomas gigantes unilamelares (GUV) (Figura 3.15.) o 

multilamelares (MLV) [Karlsson y cols., 2000; Manley y Gordon, 2008]. El 

proceso de obtención de vesículas ocurre rápidamente y con rendimiento alto; no 

obstante hay factores que afectan al rendimiento en la formación de partículas como 

el grado de separación de las bicapas, la temperatura, la composición lipídica 

(lípidos con carga negativa inducen la separación de las lamelas), la fuerza iónica 

del medio y la agitación mecánica aplicada para la separación de los liposomas de 

las capas de lípidos desecados. 
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Figura 3.15. Microfotografía electrónica de fluorescencia de liposomas GUV obtenidos 

por el método de deshidratación/hidratación. Longitud de la barra: 10 µm. Reproducida de 

Manley y Gordon, 2008. Copyright John Wiley & Sons, Inc (2008).  

 

• Método de electroformación: este método permite obtener liposomas GUV con un 

alto rendimiento [Kuribayashi y cols., 2006]. Se basa en la formación de liposomas 

por crecimiento de una fina capa de lípidos inducido por un campo eléctrico 

aplicado; dicho campo causa fluctuaciones en las bicapas, induciendo así la 

separación de las lamelas y posterior formación de las vesículas (Figura 3.16.). 

Diversos factores influyen en este proceso tales como el espesor de la capa lipídica, 

la diferencia de potencial aplicado, el tiempo de aplicación, la frecuencia y la fuerza 

iónica del medio [Estes y Mayer, 2005]. Esta técnica suele aparecer combinada con 

el proceso de spin-coating (recubrimiento por rotación), el cual permite el control 

del espesor de las capas lipídicas que depende de la velocidad de rotación, la 

concentración lipídica y la viscosidad del disolvente [Krapf y cols., 2011].  
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Figura 3.16. Microfotografía electrónica de transmisión de liposomas GUV obtenidos por 

el método de electroformación en una solución de glicerol durante dos horas. La solución 

tampón fosfato fue introducida lentamente (velocidad de flujo = 5 mL/h) para sustituir la 

solución de glicerol. Figura insertada: detalle de los liposomas formados por la misma 

técnica. Longitudes de barra: 100 µm. Reproducida de Ester y Mayer, 2005. Copyright 

Elsevier (2005).  

 

• Método de inyección (ink-jet) en fase acuosa: esta técnica permite obtener una 

suspensión de liposomas GUV. En este método son inyectadas gotículas de una 

solución de lípidos en un disolvente miscible en medio acuoso. La formación de las 

vesículas es producida por nucleación (micelización) y posterior crecimiento 

[Hauschild y cols., 2005]. La distribución controlada y monodispersa de las 

gotículas conduce a un nivel de supersaturación estable, el cual determina el 

número de partículas y tamaño de las vesículas [Stachowiak y cols., 2009] (Figura 

3.17.).  
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Figura 3.17. Vesículas lipídicas formadas por inyección en fase acuosa, observadas por 

microscopía de alta velocidad (500-30000 fotogramas por segundo, Photron 1024 PCI). 

Longitud de barra: 100 µm. Reproducida de Stachowiak y cols., 2009. Copyright The 

Royal Society of Chemistry (2009).  

 

• Método de eliminación del detergente: esta técnica se basa en la obtención de 

liposomas SUV por interposición de fosfolípidos en medio acuoso por formación 

de micelas mixtas con ayuda de agentes tensioactivos. La separación y posterior 

eliminación del detergente se realiza por centrifugación, diálisis o cromatografía 

líquida de exclusión [Holzer y cols., 2009; Schubert, 2003]. A través de esta técnica 

pueden obtenerse liposomas con tamaños homogéneos entre 20-100 nm (Figura 

3.18.). No obstante, la persistencia del agente tensioactivo en los liposomas 

formados puede alterar sus propiedades físicas, químicas o fisicoquímicas.  



 
 Capítulo 3. Diseño y Caracterización Fisicoquímica 
 
  
 

-91- 
 

 

 

Figura 3.18. Microfotografía obtenida por microscopía Crio-TEM de liposomas obtenidos 

por eliminación del detergente. Reproducida de Holzer y cols., 2009. Copyright Elsevier 

(2009). 

 

• Método de infusión en etanol/éter: esta técnica permite obtener liposomas LUV, se 

basa en la inyección de una solución de fosfolípidos (disueltos en etanol o éter) en 

otra solución acuosa a una temperatura de 55-65 ºC [Justo y Moraes, 2005; Pham y 

cols., 2006; Stano y cols., 2004]. Posteriormente, es eliminado el disolvente por 

evaporación y es aplicada una filtración para obtener partículas con un tamaño 

homogéneo comprendido entre 50-250 nm (Figura 3.19.). 

 

 



 
Capítulo 3. Diseño y Caracterización Fisicoquímica  
 
 

-92- 
 

 

 

Figura 3.19. Microfotografía de TEM de liposomas obtenidos por inyección de una 

solución de fosfolípidos en éter y colesterol en una solución acuosa. Reproducida de Pham 

y cols., 2006. Copyright Elsevier (2006). 

 

• Método de evaporación en fase reversa (REV): se basa en la formación de un 

sistema disperso formado por la rápida inyección de una solución acuosa en una 

fase orgánica que contiene lípidos [Chen y cols., 2013; Ko y Bickel, 2012]. Las 

vesículas obtenidas por esta técnica presentan un tamaño comprendido entre 0.1-1 

µm y una capacidad de vehiculización de hasta un 50 % (Figura 3.20.). Los pasos 

fundamentales de este método son: la sonicación del sistema disperso para obtener 

una emulsión, la cual se estabiliza con micelas inversas, evaporación parcial del 

disolvente orgánico que da lugar a un gel viscoso y por último tras un proceso de 

agitación se obtiene una suspensión concentrada de vesículas. El inconveniente de 

esta técnica es su limitación en productos lábiles como p.ej., proteínas [Lasch y 

cols., 2003].  
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Figura 3.20. Microfotografía de TEM de liposomas obtenidos por el método de 

evaporación en fase reversa. Longitud de barra: 100 nm. Reproducida de Ko y Bickel, 

2012. Copyright American Association of Pharmaceutical Scientists (2012). 

 

• Método de emulsión: la producción de liposomas a través de este método se lleva a 

cabo por la formación de una emulsión A/O, dicha emulsión se forma por adición 

de una pequeña cantidad de medio acuoso en un volumen considerable de una 

solución orgánica inmiscible que contiene fosfolípidos. El proceso de formación de 

liposomas finaliza cuando dicha mezcla es llevada a agitación mecánica para 

interponer el medio acuoso con el medio orgánico donde están dispersos los lípidos. 

Existen diferentes variantes del método como el de doble emulsión [Shum y cols., 

2008] o el de emulsión inversa [Nishimura y cols., 2012; Pautot y cols., 2003] 

(Figura 3.21.), que conducen a la obtención de liposomas de diferente tamaño 

dependiendo de la cantidad de lípido y velocidad de agitación aplicados [Meure y 

cols., 2008]. 
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Figura 3.21. Microfotografía de contraste de fase de liposomas LUV obtenidos por el 

método de emulsión inversa estabilizada por el lípido POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-

glicero-3-fosfocolina). Reproducida de Pautot y cols., 2003. Copyright American Chemical 

Society (2003). 

 

• Método de hidratación del film (thin layer evaporation method): es una técnica 

simple para la obtención de liposomas MLV. Este procedimiento se basa en la 

formación de liposomas por hidratación de una fina capa de lípidos desecados en 

las paredes de un matraz redondo. Previamente, los lípidos son disueltos en un 

disolvente orgánico volátil y es evaporado el disolvente a través de rotación y vacío 

en rotavapor. Este procedimiento se debe realizar por encima de la temperatura de 

transición de fase de los lípidos y conduce a la formación de vesículas heterogéneas 

en cuanto a tamaño y lamelaridad (Figura 3.22.). 
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Figura 3.22. Microfotografía TEM de liposomas MLV obtenidos por el método de 

hidratación del film. Reproducida de Hwang y cols., 2011. Copyright Elsevier (2011). 

 

En este trabajo de investigación, el procedimiento seguido para la síntesis de los 

liposomas multilamelares (MLV) está basado en el método de hidratación del film (thin 

layer evaporation technique) [Clares y cols., 2009; Glavas-Dodov y cols., 2005]. Las 

condiciones de trabajo se mantuvieron de tal manera que la temperatura (37.0 ± 0.5 ºC) 

mantenida mediante un baño termostatizado, superó a la temperatura de transición 

crítica de los lípidos presentes en la formulación (Tc = 25 ºC). Dichas condiciones deben 

favorecer: i) la evaporación del disolvente orgánico en la primera etapa de la síntesis; y, 

ii ) la incorporación de la fase acuosa gracias a que las membranas de los liposomas son 

más fluidas en la segunda etapa de la síntesis.  

 

Brevemente, en primer lugar se preparó la fase lipídica u orgánica, para ello se 

solubilizaron todos los componentes de la fase lipídica (238 mg de fosfatidilcolina) en 

50 mL de cloroformo (triclorometano, CHCl3), dicha cantidad de lípido dará lugar a una 

reacción estequiométrica (mol a mol) con los componentes incluidos en el volumen de 
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la fase acuosa, dicho procedimiento ha sido empleado en trabajos anteriores [Clares y 

cols., 2009; Medina y cols., 1986]. El disolvente empleado es volátil, a fin de permitir 

su eliminación durante la siguiente etapa del método. En una segunda etapa, dicha 

solución orgánica se adicionó a un matraz redondo y se añadió más cantidad de 

cloroformo hasta un volumen final de 250 mL, la finalidad del empleo de un volumen 

elevado de cloroformo radica en la necesidad de asegurar una uniformidad en la 

superficie y grosor de la película, tras la evaporación. La evaporación del disolvente se 

efectúo a través de un rotavapor (rotavapor RII, Büchi, Suiza) a vacío y a 300 r.p.m. 

prolongándose el proceso el tiempo necesario hasta total desecación y formación de una 

película lipídica adherida a las paredes del matraz.  

 

Finalmente, se preparó la fase acuosa constituida por agua bidestilada. La fase 

acuosa se adicionó al matraz que contiene la película lipídica adherida a sus paredes, 

obteniéndose así una suspensión de liposomas mediante agitación continua durante 45 

minutos a 200 r.p.m., se produjo la hidratación de la película lipídica, la cual se 

desprendió de las paredes del recipiente y dio lugar a la formación de una suspensión de 

liposomas de aspecto lechoso. Finalmente, la suspensión se mantuvo en reposo durante 

24 horas a 4.0 ± 0.5 ºC, para favorecer el crecimiento y la formación final de las 

vesículas [Medina y cols., 1986]. El pH de las suspensiones acuosas de liposomas osciló 

entre 5.6 y 6.0. Antes de llevar a cabo la caracterización de las nanopartículas, la 

suspensión de liposomas fue sometida a repetidos ciclos de centrifugación (6000 rpm, 1 

hora) (Centrikon T-124 high-speed centrifuge, Kontron, Francia) y redispersión en agua 

bidestilada hasta que se comprobó que la conductividad del sobrenadante era inferior a 

10 µS/cm (Crison microcm 2202, España). 

 

La caracterización de la geometría (forma y tamaño) de los liposomas fue estudiada 

mediante microscopía TEM, HRTEM y microscopía electrónica de barrido ambiental 

(eSEM) [FEI, Quanta 400, EE.UU]. Para llevar a cabo las técnicas de TEM y HRTEM 

fue agitada en vórtex una muestra de una suspensión acuosa diluida de liposomas (≈ 0.1 

%, p/v) durante 5 minutos para a continuación realizar una tinción negativa con acetato 
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de uranilo depositando una gotas de la suspensión sobre una rejilla de cobre con película 

formvar. Por último, estas rejillas se secaron a 35.0 ± 0.5 ºC en un horno de convección. 

Con respecto a la microscopía eSEM, utiliza un proceso físico denominado efecto 

Peltier, el cual permite controlar la temperatura, presión y humedad relativa del entorno 

de forma precisa [Jansson y cols., 2013; Mohammed y cols., 2004], para ello una 

muestra de una suspensión acuosa diluida de liposomas (≈ 0.1 %, p/v) fue agitada 

durante 5 minutos en vórtex para más tarde depositar una gota de dicha suspensión en 

un soporte de Aluminio o acero inoxidable, a continuación es realizado un ciclo de 

purga (de 3.5 a 9.5 torr y 9.5 a 3.5 torr, realizado en 5 repeticiones) para alcanzar un 

estado de equilibrio en el sistema, dicha condición queda establecida con una presión de 

4.4 torr, una temperatura de 2 ºC y una humedad relativa de un 40 %. Asimismo, fueron 

realizadas medidas de PCS para determinar el tamaño medio de partícula de los 

liposomas, para ello fue analizada una suspensión acuosa diluida de liposomas (≈ 0.1 %, 

p/v), la cual fue agitada en vórtex previamente durante 45 minutos para evitar posibles 

agregados, no se emplea la sonicación para individualizar las nanopartículas, ya que este 

tipo de técnica promueve que los liposomas MLV sintetizados puedan ser destruidos y a 

la vez transformados en liposomas SUV [Mura y cols., 2007]. El análisis de las 

microfotografías TEM, HRTEM y eSEM de las suspensiones acuosas de liposomas, 

permitió identificar su morfología esférica y una superficie lisa. Hay que indicar que se 

observa una sucesión de bandas claras y oscuras, debido a la alternancia entre capas 

lipídicas y acuosas, respectivamente (Figura 3.23.). Además, el análisis PCS de los 

liposomas nos posibilitó determinar un tamaño de partícula de 635 ± 310 nm y una 

elevada heterogeneidad de tamaño.  
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Figura 3.23. (a) Microfotografía electrónica de transmisión de alta resolución (HRTEM), 

(b) microfotografía electrónica de transmisión (TEM) y (c) microfotografía electrónica de 

barrido ambiental (eSEM) de liposomas MLV. Longitudes de barra:  

500 nm (a), 400 nm (b) y 300 nm (c).  

 

3.1.3. NANOPARTÍCULAS MAGNETITA/LIPOSOMAS. 

MAGNETOLIPOSOMAS  

 

El término magnetoliposoma debe ser diferenciado del término magnetosoma, 

ambos términos se refieren a nanopartículas magnéticas constituidas por un 

recubrimiento de carácter lipídico, aunque difieren en el modo de obtención, ya que los 

magnetosomas son formados por biomineralización en organismos vivos (síntesis 

biológica) de forma natural, mientras que los magnetoliposomas son formados por 

procesos fisicoquímicos (síntesis artificial) en el laboratorio [Arakaki y cols., 2008; 

Soenen y cols., 2011]. Básicamente, los magnetosomas son estructuras celulares 

(orgánulos) encontradas en ciertos microorganismos unicelulares, por ej., en especies de 

bacterias como Magnetospirillum (Figura 3.24.) o Magnetovibrio [Yan y cols., 2012b], 

que consisten en cristales de óxidos de hierro (como magnetita) envueltos por 

fosfolípidos que constituyen la membrana celular bacteriana. Este tipo de bacterias 

denominadas bacterias magnetostáticas, son capaces de sintetizar cristales magnéticos, 

como magnetita o greigita (Fe3S4) [Lins y Farina, 2001; Schüler, 2008], que les permite 
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orientarse en la dirección del campo geomagnético (campo magnético de la tierra) 

[Lefèvre y cols., 2011; Lohsse y cols., 2011]. El tamaño, morfología y composición de 

los cristales magnéticos está sujeto a un proceso genético propio de cada bacteria [Lins 

y Farina, 2001].   

 

 

 

Figura 3.24. Microfotografía TEM de una bacteria magnetotáctica (Magnetospirillum 

magneticum) con magnetosomas intracelulares dispuestos linealmente en cadena. Longitud 

de barra: 500 nm. Reproducida de Arakaki y cols., 2008. The Royal Society (2008). 

 

El mecanismo de formación de los magnetosomas es un proceso complejo 

relacionado con la fisiología, biología molecular y citoquímica ultraestructural de 

las bacterias magnetostáticas. Aunque la formación de los magnetosomas no es 

entendida todavía completamente en detalle, existen varios trabajos que proponen 

posibles modelos de formación [Arakaki y cols., 2008; Schüler y cols., 2008; Jogler y, 

Schüler, 2006]. A nivel general, el mecanismo de formación incluye varias etapas, 

las cuales están relacionadas con la formación de la vesícula lipídica a partir de la 

membrana de la pared bacteriana, la captación extracelular de hierro por parte de la 

célula, el transporte de hierro dentro de la vesícula lipídica y la mineralización 

biológicamente controlada de magnetita dentro de las vesículas lipídicas [Yan y 

cols., 2012b]. Los magnetosomas, según la especie bacteriana, presentan una 

morfología, composición, tamaño (generalmente distribución estrecha y uniforme) 
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y disposición determinada, todo ello depende en gran medida de la composición 

proteica de la membrana fosfolipídica bacteriana que envuelve los núcleos 

magnéticos [Soenen y cols., 2011]. Es por ello, que los magnetosomas han 

suscitado mucho interés como agentes de contraste en resonancia magnética por 

imagen (RMI), ya que ha sido demostrado que estos nanosistemas pueden ser una 

alternativa a ferrofluidos semisintéticos [Lang y Schüler, 2006]. 

 

La obtención de nanopartículas magnéticas, a nivel de laboratorio (síntesis 

artificial), se produce por recubrimiento de los núcleos magnéticos en una matriz 

biodegradable, principalmente de carácter polimérico o lipídico. Algunos 

polímeros como a) poli(alquilcianoacrilatos), p.ej., poli(etil-2-cianoacrilato) [Arias 

y cols., 2001, 2005, 2012b] o poli(butilcianoacrilato) [Arias y cols., 2006], 

polihexilcianoacrilato o polioctilcianoacrilato [Arias y cols., 2008b]; b) derivados 

celulósicos, p. ej., etilcelulosa [Arias y cols., 2009a, 2010a]; c) quitosano 

[Elmizadeh y cols., 2013]; d) poli-ε-caprolactona [Arias y cols., 2010b; Gloria y 

cols., 2013; Nanaki y cols., 2011] y e) poli(D,L-lactida-co-glicolida) [Lee y cols., 

2012; Pérez-Artacho y cols., 2012], por citar algunos ejemplos. 

 

Si la cubierta es lipídica, se habla de los magnetoliposomas, estos son 

nanopartículas magnéticas, obtenidas a nivel de laboratorio (síntesis artificial), 

constituidos por núcleos de óxido de hierro superparamagnético embebidos en una 

matriz biodegradable de carácter lipídico, algunos autores definen estas 

nanopartículas magnéticas como liposomas constituidos por bicapas fosfolipídicas 

que encapsulan óxidos de hierro en los compartimentos acuosos (liposomas 

magnéticos) [Frascione y cols., 2012; Laurent y cols., 2008; Martina y cols., 2005]. 

Diferentes métodos han sido descritos para sintetizar magnetoliposomas; algunos 

de ellos han sido ya descritos para la obtención de liposomas como el método de 

hidratación de la capa lipídica, método de sonicación [Giri y cols., 2005], extrusión 

[Lesieur y cols., 2003], evaporación en fase reversa [García-Jimeno y cols., 2011], 

por citar algunos ejemplos.  
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Para la síntesis de los magnetoliposomas objetivo de este trabajo (basados en 

magnetita y fosfatidilcolina) se sigue el mismo método de obtención que para los 

liposomas MLV, es decir el método de hidratación del film, con la única variante de la 

inclusión de los núcleos de magnetita en la fase acuosa utilizada para la rehidratación de 

la fina capa lipídica. Brevemente, sobre la fina capa lipídica, formada por evaporación 

de 238 mg de fosfolípidos disueltos en 300 mL de cloroformo en rotavapor, fue añadida 

una suspensión acuosa de nanopartículas de magnetita (4.5 mg/mL, pH = 6), en 

agitación continua durante 45 minutos a 200 r.p.m hasta total desprendimiento de la 

capa lipídica y formación de una suspensión de magnetoliposomas.  

 

Finalmente, la limpieza de las nanopartículas de magnetoliposomas fue realizada 

mediante un procedimiento de sedimentación magnética, donde las nanopartículas 

fueron separadas del medio de dispersión, tras aplicar dos ciclos consecutivos de 

exposición a un imán de 400 mT durante 10 minutos, procediendo posteriormente a la 

eliminación del sobrenadante y a la redispersión de las nanopartículas sedimentadas en 

agua bidestilada, hasta que la conductividad del sobrenadante fue inferior a 10 µS/cm. 

 

En estas condiciones de síntesis, y tal como se muestra en la Figura 3. 25., se 

obtuvieron magnetoliposomas (Figura 3. 25. c) con una morfología esférica y estructura 

vesicular característica de los liposomas (Figura 3.25. b), tras el recubrimiento de los 

núcleos de magnetita (Figura 3.25. a). El microanálisis de las muestras de 

magnetoliposomas fue realizado durante la microscopia TEM a través de un detector de 

energía dispersiva de rayos X (EDX) (INCA 350 Sistema EDX, Reino Unido). Dicho 

microanálisis reveló el contenido en hierro en las muestras de magnetoliposomas, el 

cuál es asumible a la presencia de magnetita (Figura 3.25. d). El resto de metales 

identificados corresponden a contaminaciones de la muestra durante su preparación para 

microscopía. Estas microfotografías definen la gran eficacia de la inclusión de los 

núcleos magnéticos por parte de la matriz lipídica biodegradable. 
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Figura 3.25. (a) Microfotografía HRTEM de partículas de magnetita, (b) TEM de liposomas 

y (c) TEM de magnetoliposomas. Longitudes de barra: 100 nm (a), 400 nm (b) y 50 nm 

(c). (d) Microanálisis de la composición química de la muestra de magnetoliposomas. La 

banda resaltada corresponde al contenido en hierro de los núcleos de magnetita (a) 

presentes en la muestra de magnetoliposomas (c). 

 

El análisis en detalle de las microfotografías HRTEM de los magnetoliposomas 

refleja la estructura (MLV) de éstas. A este respecto la Figura 3.26. muestra una 

sucesión de bandas claras y oscuras, debido a la alternancia entre capas lipídicas y 

acuosas distancia media entra lamelas de 6 nm así como un grosor medio de 10 nm 

correspondiente a la cubierta fosfolipídica. Cómo puede apreciarse en la microfotografía 

TEM (Figura 3.26.a), las bicapas fosfolípidicas que aparecen en los liposomas 

ejemplifica la estructura vesicular lipídica de los magnetoliposomas. Finalmente, es 
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importante destacar que los núcleos magnéticos localizados en el espacio interlamelar 

parecen inducir una reducción considerable en el tamaño final del sistema vesicular, lo 

que puede ser debido a una contracción considerable del volumen acuoso liposomal 

[Chen y cols., 2010; Clares y cols., 2013]. Este hecho junto a otros, argumentados en el 

Capítulo 4 sobre propiedades electrocinéticas y Capítulo 5 sobre termodinámica 

superficial, ayudarán a explicar el mecanismo de formación de los magnetoliposomas.  

 

 

 

Figura 3.26. Microfotografía TEM (a) de liposomas y HRTEM (b) de magnetoliposomas que 

revela una estructura vesicular multilaminar y algunos ejemplos de distancias entre capas 

laminares. 

 

El análisis PCS de los magnetoliposomas permitió determinar el pequeño 

tamaño de éstos observado en las microfotografías obtenidas por microscopía 

electrónica. El tamaño medio y desviación estándar determinado es 120 ± 25 nm, siendo 

este un tamaño adecuado para la vía de administración parenteral. Adicionalmente este 

tamaño probablemente posibilitará el transporte de fármacos hasta el lugar de acción 

(masa tumoral), ya que permite estimar una mayor acumulación de las nanopartículas al 
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minimizarse los fenómenos de reconocimiento y retirada por el SRE [Decuzzi y cols., 

2009].  

 

El procedimiento de síntesis que hemos desarrollado simplifica de manera 

considerable otros procedimientos propuestos previamente [García-Jimeno y cols., 

2011; Giri y cols., 2005; Sabaté y cols., 2008]. En concreto, se evita un paso intermedio 

que consiste en la obtención de partículas de magnetita de carácter hidrófobo, material 

que complica las etapas siguientes del proceso (muy difícil manipulación de estas 

partículas hidrófobas por su tendencia arraigada a formar agregados) y que encarece la 

síntesis de las nanopartículas. Por tanto, podemos afirmar que el procedimiento 

propuesto para la obtención de magnetoliposomas es reproducible, sencillo y 

económico. 

 

Para la obtención de los nanosistemas mixtos, se sintetizaron por triplicado 

diferentes proporciones PC:Fe3O4, en concreto, desde 1:4 a 4:1 manteniendo el resto 

de la metodología como ya se ha indicado. La Tabla 3.2. recoge cada una de las 

formulaciones ensayadas, rendimientos y tamaños obtenidos, así como el aspecto 

macroscópico del sobrenadante no magnético. La fórmula seleccionada fue de 4 

partes de fosfolípidos por 3 partes de magnetita (4:3). Estas condiciones posibilitan 

el mayor rendimiento en la obtención de magnetoliposomas y un tamaño idóneo. 

 

Las diferencias más significativas se observaron entre las nanopartículas 

obtenidas utilizando una relación PC:Fe3O4 1:4 y 4:1, en comparación con las otras 

posibilidades investigadas. Si la relación inicial entre las masas es 1:4, el 

recubrimiento lipídico de los núcleos magnéticos es bajo. En el caso contrario, 

cuando la relación es 4:1, las partículas de Fe3O4 quedaban totalmente englobadas 

por una matriz liposomal. El análisis de la influencia de esta relación de masas 

iniciales PC:Fe3O4 sobre el rendimiento de la síntesis, permitió comprobar que éste 

era máximo para una proporción 4:3 (≈ 68 %), seguido de la proporción 4:2 (≈ 67 

%) (Tabla 3.2.). El análisis del tamaño por PCS de cada una de las proporciones 
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estudiadas permite concluir que la proporción 4:3 presenta el tamaño más bajo con 

respecto al resto de formulaciones. El rendimiento de la reacción de síntesis fue 

calculado mediante la ecuación 3:  

 

100
(mg) material de utilizada  totalmasa

(mg) osomasmagnetolip de obtenida  totalmasa ×    (3) 

 

PROPORCIÓN 
DE MASAS 
INICIALES 
PC:Fe3O4 

TAMAÑO MEDIO 
± DESVIACIÓN 

ESTÁNDAR (nm) 

RENDIMIENTO 
 (%) 

APARIENCIA DEL 
SOBRENADANTE 
NO MAGNÉTICO 

1:4 171 ± 15 16 Marrón oscuro 
2:4 170 ± 14 19 Marrón claro 
3:4 220 ± 67 40 Marrón anaranjado 
4:4 317 ± 33 45 Amarillento oscuro 
4:3 120 ± 25 68 Transparente 
4:2 337 ± 54 67 Anaranjado oscuro 
4:1 303 ± 26 42 Anaranjado claro 

 

Tabla 3.2. Tamaño medio en diámetro ± desviación estándar (nm), rendimiento (%) de la 

reacción de síntesis y apariencia del sobrenadante no magnético de magnetoliposomas para 

cada una de las proporciones de masas iniciales PC:Fe3O4. Desde 1:4 hasta 4:1.  

 

En estudios anteriores, donde fueron utilizadas matrices poliméricas, ha sido puesto 

de manifiesto [Arias y cols., 2001, 2006, 2008d] que cuando hay un exceso en la 

cantidad de núcleos magnéticos utilizados con respecto a la masa del material de 

recubrimiento, como ocurre en el caso de la proporción 1:4 (PC:Fe3O4), puede esperarse 

que un gran número de nanopartículas de magnetita quede sin recubrir por parte del 

material lipídico (sin formar parte de los magnetoliposomas) y, por su particular 

carácter superparamagnético, permanecerán en el sobrenadante de la suspensión en 

lugar de formar parte del sedimento magnético atraído por el imán. Lo 

anteriormente comentado, puede ser extrapolado para nanopartículas magnéticas 

recubiertas por lípidos. En estas condiciones, el sobrenadante no magnético 

presenta un característico color marrón oscuro (indicativo de la presencia de estos 
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núcleos superparamagnéticos). Por el contrario, si la relación es 4:1 (PC:Fe3O4), el 

sobrenadante no magnético obtenido es anaranjado claro, consecuencia de la 

formación de liposomas puros en exceso [Chen y cols., 2010]. Además, de acuerdo 

con lo observado en estudios anteriores [Arias y cols., 2001, 2006, 2008c, d], a 

medida que se incrementa la cantidad de material de recubrimiento con respecto a 

la masa de magnetita, el grosor del recubrimiento de los núcleos magnéticos tiende 

a ser algo mayor. Esto podría tener como consecuencia una mayor vehiculización 

de fármaco, debido al aumento de compartimentos acuosos formados que se 

formarían al aumentar el número de bicapas lipídicas. El hecho de que el 

sobrenadante de las nanopartículas compuestas obtenidas con la relación 4:3 sea 

transparente, hace pensar que todo el material utilizado en la formulación de 

magnetoliposomas ha sido transformado en estas nanopartículas magnéticas. De 

hecho, el rendimiento es ≈ 68 % (Tabla 3.2.). En el caso donde hay exceso de 

nanopartículas de magnetita sobre el fosfolípido (en concreto, en la relación 3:4) 

todo el material lipídico forma parte del recubrimiento de los núcleos de 

magnetita. No obstante, el exceso de magnetita hace que haya núcleos magnéticos 

no recubiertos quedando individualizados y suspendidos en el medio de dispersión. 

Este hecho da lugar a un rendimiento de síntesis más bajo y tamaño mayor con 

respecto al obtenido en la síntesis 4:3. 

 

Por último, se analizó la estabilidad de las formulaciones elaboradas de liposomas 

y magnetoliposomas en base a su geometría. Los ensayos se realizaron a los 0, 7, 15, 30, 

60 y 90 días. Se realizó un análisis PCS de las suspensiones y microfotografías TEM, en 

el caso de liposomas (Figura.3.28.) y magnetoliposomas (Figura. 3.29.), y 

microfotografías eSEM en el caso de liposomas (Figura. 3.27.) tras 90 días desde su 

preparación. Los resultados del análisis PCS se recogen en la Tabla 3.3.  
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Tabla 3.3. Evolución temporal del tamaño de partícula en liposomas y magnetoliposomas. 

 

Si bien los núcleos de magnetita, mantienen su tamaño durante este período de 

tiempo, no ocurre lo mismo en el caso de los otros dos tipos de partículas. Mientras que 

en los liposomas va disminuyendo el tamaño de partícula a lo largo de los 90 días de 

estudio, en los magnetoliposomas ocurre todo lo contrario. Este cambio en el tamaño de 

los magnetoliposomas puede condicionar su eficacia in vivo [Decuzzi y cols., 2009].  

 

En ambos nanosistemas la distribución de tamaños es heterogénea como 

consecuencia del fenómeno de agregación, pese a ello, el valor del índice de 

polidispersión fue inferior a 0.5.  

 

 

MATERIAL 
TAMAÑO (± DESVIACIÓN ESTÁNDAR) (nm)  

Tiempo: 
0 días 

Tiempo: 
7 días 

Tiempo: 
15 días 

Tiempo: 
30 días 

Tiempo: 
60 días 

Tiempo: 
90 días 

Liposoma 635 ± 310 400 ± 85 348 ± 91 507 ± 150 401 ± 200 284 ± 19 
Magnetoliposoma 105 ± 15 115 ± 70 143 ± 49 171 ± 45 192 ± 94 225 ± 53 
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Figura 3.27. Microfotografías eSEM de la evolución temporal de la morfología de liposomas a 

diferentes tiempos tras la síntesis: (a) 0 días, (b) 7 días, (c) 15 días, (d) 30 días, (e) 60 días, (f) 

90 días. Longitudes de barra: (a) y (b) 400 nm, (c) 300 nm, (d) 500 nm, (e) y (f) 300 nm. 

 

Como puede apreciarse en las microfotografías eSEM de liposomas, estos sufren un 

acusado cambio en su morfología a lo largo del periodo de estudio. Tras 24 horas 

después de su elaboración, los liposomas muestran una morfología esférica (Figura 

3.27. a) propia de una estructura vesicular compuesta por fosfolípidos [Clares y cols., 

2013], la cual se mantiene hasta el día 15, a partir del cual comienza a apreciarse una 

superficie irregular, llegando incluso a perder la forma esférica transcurridos 90 días 

desde la síntesis (Figura 3.27. f). 
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Figura 3.28. Microfotografías TEM de de la evolución temporal de la morfología de liposomas 

a diferentes tiempos tras la síntesis: (a) 0 días, (b) 7 días, (c) 15 días, (d) 30 días, (e) 60 días, (f) 

90 días. Longitudes de barra: (a) y (b) 500 nm, (c) 300 nm, (d) 200 nm, (e) y (f) 300 nm. 

 

Al contrario que los liposomas, para los magnetoliposomas la morfología se 

mantiene durante mucho más tiempo (Figura 3.29.) llegando a presentar una forma y 

superficie similar a la inicial a los 60 días tras su elaboración (Figura 3.29. e). No 

obstante es significativo el engrosamiento sufrido por la pared lipídica a medida que 

transcurre el tiempo. 
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Figura 3.29. Microfotografías TEM de la evolución temporal de la morfología de 

magnetoliposomas a diferentes tiempos tras la síntesis: (a) 0 días, (b) 7 días, (c) 15 días, (d) 30 

días, (e) 60 días, (f) 90 días. Longitudes de barra: (a), (b) y (c) 50 nm, (d) 75 nm, (e) 50 nm y (f) 

75 nm. 

 

3.2. ESTRUCTURA Y COMPOSICIÓN QUÍMICA  
 

3.2.1. DIFRACTOMETRÍA DE RAYOS X  

 

La difractometría de rayos X permite definir la estructura interna de un cristal y 

evaluar el tipo de red cristalina que lo caracteriza. A nivel farmacéutico, esta técnica 

presenta una serie de aplicaciones [Billmeyer, 1975; Suryanarayanan, 1995], como a) el 

análisis cualitativo de materiales sólidos, basado esencialmente en la identificación de 

estructuras sólidas. Dicha aplicación es posible, debido a que cada forma cristalina de 
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un compuesto es única, lo que hace que esta metodología sea especialmente útil, para la 

identificación de las diferentes formas polimórficas de un compuesto. El tratamiento de 

preformulación de sólidos algunas veces genera una estructura inactiva 

farmacológicamente. Es por ello que es importante confirmar las estructuras cristalinas 

en cada etapa de una formulación durante el proceso de desarrollo. Esta técnica también 

puede ser utilizada para identificar las formas solvatadas y no solvatadas (anhidras) de 

un compuesto, si redes cristalinas de las dos formas son diferentes. Sin embargo, esta 

técnica tiene una escasa utilidad en la identificación de materiales no cristalinos 

(amorfos). Además, está técnica permite realizar un b) análisis cuantitativo de 

materiales sólidos, gracias a que en una mezcla de sólidos cristalinos de interés 

farmacéutico, cada uno de los componentes de la mezcla tiene un patrón de difracción 

característico, independiente del resto de sólidos. Tras realizar las correcciones 

apropiadas, la intensidad de los picos de cada uno de los componentes será proporcional 

a la fracción de peso de ese componente en la mezcla total. De esta manera, puede 

determinarse en qué cantidad se encuentra un determinado producto en una mezcla de 

sólidos farmacéuticos. Este análisis puede realizarse con un estándar interno o sin él. 

Otra aplicación importante que presenta está técnica es la determinación del c) grado de 

cristalinidad de productos farmacéuticos, en especial de los polímeros. Muchos de ellos 

muestran características típicas de materiales cristalinos como la evolución con el 

tiempo del calor latente al enfriar el polímero fundido, pero también propias de los 

materiales no cristalinos como el patrón de rayos X difuso. Este comportamiento se 

puede explicar mediante el modelo de los dos estados. Este modelo indica que los 

materiales poliméricos están constituidos por pequeñas, aunque perfectas, regiones 

cristalinas (cristalitos) que están embebidas dentro de una matriz continua. La 

metodología de rayos X asume implícitamente este modelo. Por último, con este método 

de caracterización puede explicarse la d) cinética de reacciones en estado sólido, puede 

ser posible caracterizar de forma fiable la cinética con la que transcurren reacciones en 

el estado sólido si el patrón de rayos X del reactivo y el producto final de la reacción 

son diferentes. 
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En este trabajo de investigación, el empleo de la difractometría de rayos X tiene 

como objetivo el análisis cualitativo de los tres tipos de materiales sintetizados. Para 

obtener datos reproducibles y fiables, es importante cuidar la preparación de la muestra. 

Los puntos críticos son el tamaño cristalino, la orientación preferida de la muestra en el 

soporte y, la coplanaridad de la muestra y el soporte superficial. Al depositar la muestra 

pulverizada sobre el soporte de rayos X, la distribución de las orientaciones del cristal 

puede que no se produzca al azar, ocurriendo lo que se conoce como la distribución 

preferida de la muestra. La manera en que la muestra es depositada sobre el soporte 

puede afectar a la orientación de los cristalitos con lo que puede ejercer un efecto 

negativo en el análisis del material. Para solventar en la medida de lo posible este 

fenómeno, los soportes más comúnmente utilizados son platos rectangulares de 

aluminio y de vidrio, que contienen una ventana rectangular en la que se empaqueta el 

polvo. 

 

Los difractogramas de rayos X de los tres tipos de materiales (magnetita, liposomas 

y magnetoliposomas) fueron realizados mediante el método de Debye-Scherrer. El 

dispositivo utilizado fue un difractómetro Philips PW 1710 (Holanda) y la longitud de 

onda fue 1.5405 Å (Cu-Kα). La masa empleada en el estudio fue la misma para todos 

los materiales (≈ 0.5 g). Estas muestras se obtuvieron mediante desecación de las 

correspondientes suspensiones acuosas a 35.0 ± 0.5 ºC en una estufa de desecación con 

circulación forzada de aire [Digitronic, J.P. Selecta S.A., España]. 

 

En la Figura 3.30. se recogen los difractogramas obtenidos para la magnetita, 

liposomas y magnetoliposomas. Al comparar los difractogramas de la magnetita y los 

magnetoliposomas con el patrón de la American Society for Testing and Materials 

(patrón ASTM) de la magnetita (ver imagen insertada en la Figura 3.30.), se comprueba 

la perfecta coincidencia de las líneas de estos difractogramas con las del patrón, lo que 

permite identificar las nanopartículas de magnetita sintetizadas y apreciar la elevada 

cristalinidad de ésta (tamaño de gramo ≈ 300 Å), incluso tras ser embebida en la 

estructura vesicular. Las características no cristalinas (amorfas) típicas de los liposomas 
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quedan reflejadas ligeramente en el difractograma de los magnetoliposomas, si bien no 

aparece una señal pronunciada. Pensamos que esto es debido al menor contenido 

lipídico presente en los magnetoliposomas para la misma masa de muestra que los 

liposomas. Por lo tanto, la difractometría de rayos X nos permite constatar la presencia 

de ambos materiales (magnetita y liposomas) en la muestra de magnetoliposomas. De 

esta manera, esta técnica constituye una prueba cualitativa de la eficacia de la 

metodología de síntesis de magnetoliposomas. Otro aspecto muy importante como se ha 

indicado, es que la técnica permite comprobar que los magnetoliposomas presentan la 

estructura cristalina típica de la magnetita, la cuál debe asegurar una excelente 

capacidad de respuesta a gradientes magnéticos aplicados. 
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Figura 3.30. Difractograma de rayos X de las nanopartículas de magnetita (línea negra), 

liposomas (línea azul) y magnetoliposomas (línea roja). Figura insertada: Patrón ASTM 

de difracción de rayos X de la magnetita. La intensidad está expresada en unidades 

arbitrarias (u.a.).  

 

3.2.2. ESPECTROSCOPÍA DE INFRARROJOS POR 

TRANSFORMADA DE FOURIER  

 

La radiación infrarroja se encuentra localizada en el espectro electromagnético 

entre la zona de la radiación visible y la zona de la radiación de microondas. Como es 

bien sabido, un gran número de moléculas orgánicas de interés farmacéutico absorben la 

radiación infrarroja en el intervalo de números de onda entre 4000 y 400 cm-1 en energía 

de vibración molecular. Esta absorción es cuantificable y el espectro aparece en forma 
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de bandas, ya que un cambio simple de energía vibracional es acompañado por diversos 

cambios de energía rotacional. Las posiciones de las bandas en el espectro de infrarrojos 

se suelen presentar en función del número de onda (κ). Las intensidades de las bandas 

pueden expresarse como transmitancia (T) o absorbancia (A). 

 

Hay dos tipos de vibraciones moleculares [Silverstein y Webster, 1998]: la 

vibración de elongación y la vibración de flexión. Sólo aquellas vibraciones que 

provocan un cambio rítmico en el momento bipolar de la molécula se observan en el 

infrarrojo. Esto es debido a que la alternancia del campo eléctrico, producido por el 

cambio en distribución de cargas que acompaña a una vibración, acopla la vibración de 

la molécula con el campo eléctrico oscilante de la radiación 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 

absorción) raramente se observará debido a la existencia de factores que aumentan el 

número de bandas (la presencia de armónicos y los tonos de combinación) y de factores 

que reducen el número de bandas (frecuencias fundamentales fuera de la región de 400 

a 4000 cm-1, bandas fundamentales demasiado débiles para ser observadas, ausencia de 

un cambio en el momento dipolar, etc.).  

 

Por tanto, el objetivo de este ensayo es analizar los tres tipos de sistemas coloidales 

(magnetita, liposomas y magnetoliposomas) para dotar a nuestra investigación de una 

nueva prueba de la eficacia de la metodología de síntesis de magnetoliposomas. Más 

concretamente, los magnetoliposomas deben tener un espectro de infrarrojos en el que 

aparezcan las bandas características de los liposomas, junto con la banda propia de la 

magnetita. De ser esto así, quedará demostrado que los magnetoliposomas están 

constituidos por magnetita y liposomas. Para la preparación de las muestras a analizar 

tras la síntesis de las suspensiones acuosas de las nanopartículas, estas fueron sometidas 

a desecación a 35.0 ± 0.5 ºC en un horno de desecación por convección [Digitronic, J.P. 

Selecta S.A., España]. A continuación, se tomó una pequeña cantidad de material sólido 

(0.5 mg - 1.0 mg) y se mezcló con 100 mg de bromuro potásico (KCl) pulverizado y 
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seco. La mezcla se realizó en un mortero de ágata y fue prensada a 10000 - 15000 kPa 

para obtener un disco transparente. Como consecuencia de este tratamiento, es de 

esperar la aparición de bandas en el espectro de infrarrojos en torno a 3450 cm-1 y 1640 

cm-1 debido a la humedad [Silverstein y Webster, 1998]. Para la obtención del 

interferograma se utilizó un espectrómetro de infrarrojos [Nicolet 20 SXB, EE.UU.], 

con una resolución de 2 cm-1. La técnica implica la división de una radiación que 

contiene todas las longitudes de onda (en nuestro caso: 4000 a 400 cm-1) en dos rayos 

[Silverstein y Webster, 1998]. Uno tiene un camino óptico fijo y el otro variable 

(mediante un espejo móvil). La superposición de los rayos dará lugar a un patrón de 

interferencias que por transformada de Fourier se convierte en un punto en el dominio 

de la frecuencia. La transformada de Fourier a sucesivos puntos a lo largo de esta 

variación da lugar a un espectro de infrarrojos completo cuando la radiación pasa a 

través de la muestra, lo que hace que el material a analizar quede expuesto a una banda 

amplia de energías. 

 

Como se ha comentado previamente, el objetivo de este estudio es confirmar 

cualitativamente la formación de los magnetoliposomas. No se pretende una 

caracterización exhaustiva de los materiales estudiados, ya que para ello sería necesario 

utilizar esta técnica analítica junto con la espectrometría de masas y la resonancia 

magnética nuclear. Es bien sabido, que sólo con el análisis de todos estos resultados es 

posible determinar la estructura molecular de un material. En referencia a la 

interpretación de un espectro de infrarrojos no hay reglas establecidas para ello. Sin 

embargo, sí existen ciertos requisitos previos [Silverstein y Webster, 1998]:  

 

• El espectro debe tener una resolución y una intensidad adecuadas, y debe ser el de 

un compuesto razonablemente puro.  

 

• El espectrofotómetro debe estar calibrado.  
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• El método de manipulación de la muestra debe estar perfectamente definido.  

 

La frecuencia o la longitud de onda de absorción dependen de las masas relativas de 

los átomos de la molécula, de las constantes de fuerza de los enlaces entre éstos, de la 

geometría de los átomos y del entorno molecular. Una molécula por simple que sea 

puede generar un espectro extremadamente complejo, que es característico de la 

molécula entera (excepto en el caso de los compuestos enantiómeros). Existe una gran 

dificultad a la hora de realizar un tratamiento preciso de las vibraciones de una molécula 

compleja, por este motivo, el espectro de infrarrojos debe interpretarse a partir de la 

comparación empírica y la extrapolación a estudios de moléculas sencillas, ya que 

determinados grupos de átomos dan lugar a bandas de igual o similar frecuencia 

independientemente de la estructura del resto de la molécula. La persistencia de estas 

bandas características permite la obtención de información estructural, mediante simple 

inspección y comparación con tablas de referencias que recogen la absorción 

característica de grupos funcionales. No obstante, toda conclusión alcanzada tras 

examinar una banda debe confirmarse cuando sea posible mediante el examen de otras 

zonas del espectro.  

 

De forma general, en un espectro de infrarrojo se distinguen tres zonas 

características [Silverstein y Webster, 1998]: 

 

• La región de los grupos funcionales (de 4000 a 1300 cm-1) de la molécula. 

Generalmente, si no hay absorción en esta zona podría considerarse que la molécula 

problema carece de grupos funcionales. 

 

• La zona de la huella dactilar (de 1300 a 900 cm-1). La absorción en esta región es 

única y característica para cada especie molecular. 
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• La región entre 900 y 650 cm-1. La ausencia de absorción en esta zona 

generalmente indica una estructura no aromática. 

 

La Figura 3.31. recoge el espectro de infrarrojos de los tres tipos de nanopartículas 

(magnetita, liposomas y magnetoliposomas). Su análisis constituye una nueva prueba de 

la eficacia del recubrimiento ya que permite la identificación de los grupos funcionales 

de los liposomas en los magnetoliposomas. Es decir, las bandas típicas del liposoma y la 

característica de las nanopartículas de magnetita están presentes en el espectro de los 

magnetopliposomas. Sin embargo, las bandas son menos intensas como consecuencia de 

la menor cantidad relativa de lípidos presentes en las vesículas mixtas.  

 

En concreto, las bandas observadas son: 

 

• A: banda debida a la humedad que adquieren las muestras como consecuencia de su 

proceso de manipulación. Se localiza a 3420 cm-1.  

 

• B: grupo de dos bandas que corresponden a la vibración de estiramiento de enlaces 

C-H. A 2922 cm-1 se localiza la banda característica de la vibración de elongación 

asimétrica del grupo CH2 (υAS CH2) y a 2852 cm-1 observamos la perteneciente a la 

vibración de elongación simétrica del CH2 (υAS CH2). 

 

• C: banda que corresponde a la vibración molecular de enlaces C=O en liposomas 

(aparece a 1732 cm-1). En el espectro de magnetoliposomas aparece a 1734 cm-1. 

 

• D: banda que corresponde a la vibración de estiramiento de grupos alquenos (C=C) 

en liposomas (≈ 1500 cm-1).  

 

• E: banda correspondiente a la vibración de flexión de enlaces C-H (aparece a 1219 

cm-1). 
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• F: banda correspondiente a la vibración de estiramiento de enlaces C-N (aparece a 

972 cm-1). 

 

• G: banda debida a la humedad que adquiere la muestra como consecuencia de su 

proceso de manipulación. Se localiza a 1622 cm-1 [Giri y cols., 2005]. 

 

• H: banda que corresponde a la vibración de flexión asimétrica del CH2 (υAS CH2) 

en los liposomas (aparece a 1465 cm-1). En magnetoliposomas aparece a 1435 cm-1. 

 

• I : banda intensa localizada a 1088 cm-1 correspondiente a la vibración de tensión de 

enlaces P=O en grupos óxidos de fosfina por la presencia de grupos fosfato (PO4
3-) 

en magnetoliposomas. En liposomas aparecen a 1085 cm-1 [Giri y cols., 2005].  

 

• J: banda ausente en el espectro de los liposomas. Aparece a 626 cm-1 y es una 

banda ancha e intensa característica de la absorción en la magnetita [Lyon, 1967]. 

Se trata de la frecuencia “Restrahl” (o rayo residual), de máxima absorbancia de 

cristales iónicos (o parcialmente iónico) en el infrarrojo [Gartstein y cols., 1986]. 
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Figura 3.31. Espectro de infrarrojos de las nanopartículas de magnetita (a), liposomas (b) y 

magnetoliposomas (c). Las flechas resaltan la única banda ausente en el espectro de los 

liposomas, y que es característica de los óxidos de hierro. 
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Si consideremos una partícula sólida esférica de 1 cm de diámetro, su superficie S y 

su volumen V son 3.14·10-4 m2 y 5.24·10-7 m3, respectivamente, y la relación 

superficie/volumen es S/V ≈ 600 m-1. La división de la partícula en N partículas 

esféricas de radio 100 nm tal que su volumen total sea igual al de la esfera original, sin 

embargo, provocará que la superficie sea de 15.7 m2 y la relación S/V ≈ 3·107 m–1. Este 

sencillo ejemplo explica que la principal contribución a las propiedades de un sistema, 

formado mediante la dispersión de esas N partículas en 1 L de agua, vendrá dada por las 

superficies e interfases de las partículas. En particular, el estado eléctrico de la 

superficie de las partículas puede ser determinante: si cada una de ellas tiene un 

potencial superficial de 100 mV (en torno al orden de magnitud típico de las partículas 

coloidales en medio acuoso), la fuerza electrostática repulsiva (FEL) entre dos de estas 

partículas dispersas en agua y localizadas a una distancia entre superficies de 10 nm es 

2.12·10-12 N. Esta fuerza tiene que compararse con la fuerza de otras interacciones que 

deben o pueden existir entre ellas. Así, su atracción gravitatoria (FG) a la misma 

distancia será 6.3·10-15 N, si su densidad es 103 Kg/m3; y la fuerza de van der Waals 

(FLW) 8·10-13 N, utilizando los valores típicos de la constante de Hamaker [Hunter, 

1987, van Oss, 2006]. Estos ejemplos muestran que, en la mayoría de los casos, las 

interacciones electrostáticas son las principales responsables de las propiedades 

macroscópicas de las suspensiones. 

 

En este contexto, los fenómenos electrocinéticos y las técnicas asociadas a ellos 

demuestran su importancia. Son manifestaciones de las propiedades eléctricas de la 

interfase, y de aquí que merezcan atención por sí mismas. Además, son una fuente de 

información importante (única en muchos casos) de estas propiedades eléctricas por 

poder ser determinadas experimentalmente. Como describiremos, la electroforesis 

(como los demás fenómenos electrocinéticos) constituye una poderosa técnica para 

obtener información directa sobre el estado eléctrico de la interfase [Delgado, 2002]. En 

este trabajo hemos investigado la movilidad electroforética (ue) de los tres tipos de 

partículas (magnetita, liposomas y magnetoliposomas), como método de evaluación de 
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la calidad y eficiencia del recubrimiento para las diferentes proporciones de masa 

ensayadas PC:Fe3O4 (1:4 a 4:1). Esto es posible dado que las propiedades eléctricas 

superficiales de la magnetita y del liposoma son claramente diferentes, como veremos. 

Por lo tanto, cabe la posibilidad de que los núcleos de óxido de hierro adecuadamente 

embebidos en la estructura lipídica puedan ser diferenciados de los no recubiertos, 

analizando su comportamiento electroforético. Idealmente, el magnetoliposoma 

sintetizado debería incluso mostrar un potencial zeta idéntico al de un liposoma.  

 

Dada la sensibilidad de la electroforesis a las características de la interfase, esta 

técnica puede ser útil para analizar el proceso de degradación de la estructura lipídica 

que recubre a la magnetita en los magnetoliposomas sintetizados. Algunos estudios han 

sido llevado a cabo para estudiar el fenómeno de degradación en una estructura 

polimérica como material de recubrimiento de núcleos de óxidos de hierro [Arias y 

cols., 2001; Delgado, 2002]. Por tanto también se analizará la evolución temporal de la 

movilidad electroforética de magnetoliposomas, como método de seguimiento de la 

degradación del recubrimiento fosfolipídico.  

 

4.1. DESCRIPCIÓN CLÁSICA DE LA DOBLE CAPA 

ELÉCTRICA  
 

Se admite como un hecho experimental que la mayoría de los sólidos adquieren 

carga eléctrica superficial cuando se dispersan en un disolvente polar, en particular, en 

una disolución de electrolito. Los orígenes de esta carga son diversos y, generalmente, 

comprenden algunos de los siguientes procesos [Hunter, 1981, 1987; Lyklema, 1987, 

1995; van Olphen, 1977]: adsorción/desorción de iones de la red, disociación o 

ionización de grupos superficiales o sustitución isomórfica. Un caso característico de la 

adsorción preferente de iones en disolución es la adsorción de tensioactivos iónicos. En 

este caso, las entidades cargadas deben tener una elevada afinidad por la superficie, para 
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evitar la repulsión electrostática por los iones ya adsorbidos. La disociación o ionización 

de grupos superficiales es el mecanismo mediante el cual la mayoría de los coloides 

poliméricos de látex adquieren carga. Así, los grupos ácidos como el sulfato o el 

carboxilo son responsables de la carga negativa de los polímeros aniónicos. Cuando el 

pH está por encima del pKa de disociación de estos grupos, la mayoría de ellos estarán 

ionizados, generando la carga negativa. En el caso de los óxidos, los grupos 

superficiales anfóteros MOH pueden generar carga positiva o negativa, dependiendo del 

pH; los iones H+ y OH- serán, por lo tanto, los iones determinantes del potencial para los 

óxidos. Por último, la red de carga incompleta (o sustitución isomórfica) es el 

mecanismo típico, casi exclusivo, de adquisición de carga por los minerales de arcilla. 

En ellos, parte de los cationes Si4+ y Al3+ de la estructura ideal son sustituidos por otros 

iones de menor carga y, prácticamente, del mismo tamaño. Como consecuencia de esto, 

el cristal podrá estar cargado negativamente y esta carga estructural habrá de ser 

compensada por cationes superficiales, fácilmente intercambiables en disolución. 

 

Puede darse la posibilidad de que participe más de un mecanismo, en cualquiera de 

los casos, la carga neta superficial debe estar compensada por iones en torno a la 

partícula de modo que se mantenga la electroneutralidad del sistema. La carga 

superficial y su contracarga compensadora en disolución forman la doble capa eléctrica 

(DCE). A pesar de utilizarse la palabra doble, la estructura de esta capa puede ser muy 

compleja, no totalmente resuelta en la mayoría de los casos, y puede contener tres o más 

capas, que se extienden a lo largo de distancias variables desde la superficie del sólido. 

Cerca de la superficie del sólido o sobre ella, se pueden encontrar cargas responsables 

de la carga superficial (σ0). En su proximidad inmediata, podrían localizarse los iones 

capaces de sufrir adsorción específica: la distancia al sólido será del orden de un radio 

iónico, dado que se puede suponer que han perdido su capa de hidratación, al menos en 

la dirección de la superficie del sólido. Llamemos σi a la carga superficial en un 

determinado plano de átomos, localizados a una distancia βi desde el sólido (Figura 

4.1.). Si aceptamos que la interfase tiene una geometría plana, y que x es la distancia 
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externa normal a esta, podemos decir que la región entre x = 0 y x = βi está libre de 

carga, y podemos identificar un condensador cuyas placas son la superficie y el plano 

βi. Si Ci es su capacidad específica (por unidad de área): 

 

i
i C

0
0

σ
=ψ−ψ          (4) 

 

donde ψ0 es el potencial en la superficie del sólido. Los iones responsables de ψi no sólo 

desarrollarán interacciones electrostáticas con la superficie, sino que, a menudo superan 

la repulsión eléctrica y son capaces, por ejemplo, de aumentar la carga positiva de una 

superficie de carácter ya positivo. Es habitual decir que las interacciones desconocidas 

son de naturaleza química, a pesar de que este no es siempre el caso. Hay una amplia 

variedad de situaciones, desde la formación de uniones químicas (covalentes) a 

interacciones más débiles como la atracción de van der Waals, los enlaces por puentes 

de hidrógeno, las fuerzas hidrófobas-hidrófilas, etc. [Lyklema, 1987]. Debido a la 

ausencia habitual de información sobre la parte más interna de la atmósfera iónica, el 

tratamiento a menudo no está exento de hipótesis y suposiciones más o menos realistas. 
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Figura 4.1. Distribución del potencial en una interfase sólido-líquido cargada negativamente.  

 

A partir del plano x = βd se localizan los iones que sólo poseen interacciones 

electrostáticas con la superficie y además están sujetos a colisiones con las moléculas 

del disolvente. Estos iones están distribuidos en un cierto volumen cuya densidad de 

carga es ρ(x), aunque en la práctica se introduce una densidad superficial de carga 

difusa (σd), localizada en x = βd, de acuerdo con la expresión:  

 

∫
∞

=
d

dxxd

β

ρσ )(         (5) 

 

para una interfase plana, o: 

 



 
Capítulo 4. Propiedades Eléctricas Superficiales  
 
 

-128- 
 

∫
∞

β

ρ
β+

=σ
d

drrr
a d

d )(
)(

1 2
2

       (6) 

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

centro de la partícula. 

 

Debido a la electroneutralidad: 

 

di σ−σ−=σ0         (7) 

 

Con respecto a la descripción de la doble capa eléctrica, de forma general se 

acepta la siguiente nomenclatura: 

 

• La distribución volumétrica de carga que se extiende desde x = βd se denomina 

capa difusa o parte difusa de la doble capa. 

 

• La región entre x = 0 y x = βd se denomina a menudo capa de Stern, parte 

interna de la doble capa o parte densa de la doble capa. 

 

• El plano x = βi es el plano interior de Helmholtz (PIH) y a x = βd se le llama 

plano exterior de Helmholtz (PEH). El PEH identifica el comienzo de la capa 

difusa. 

 

La capa difusa puede definirse matemáticamente de una manera simple. La 

condición de equilibrio para los iones en esta capa puede escribirse [Lyklema, 

1995]: 

 

0ln =∇−ψ∇− iBi nTkez ,       i  = 1,..., N     (8) 
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donde el primer término corresponde a la fuerza electrostática sobre los iones i 

(carga ezi, concentración ni) y el segundo es la fuerza termodinámica. La 

integración de la ecuación 8 bajo la condición )(0 ∞= ii nn  para ψ = 0, da lugar a la 

distribución de Boltzmann: 

 

[ ]Tkreznrn Biii /)(exp)()( 0 rr ψ−∞= ,      i = 1,..., N    (9) 

 

donde )(0 ∞in  es la concentración de los iones i  lejos de la partícula, kB es la 

constante de Boltzmann, y T es la temperatura absoluta. Finalmente, la ecuación de 

Poisson determina la relación entre el potencial y las concentraciones iónicas: 

 

∑
=








 ψ
−∞

εε
−=ρ

εε
−=ψ∇

N

i B

i
ii

rsrs Tk
rez

nezrr
1

0

00

2 )(
exp)(1)(1)(

r
rr

  (10) 

 

siendo 0εεrs  la permisividad eléctrica del medio de dispersión. La ecuación 10 

(ecuación de Poisson-Boltzmann) es el punto de partida de la descripción de Gouy-

Chapman de la capa difusa. 

 

En la práctica, no hay una solución general a esta ecuación en derivadas 

parciales, excepto en los siguientes casos [Dukhin, 1974; Russel y cols., 1989]: 

 

� Una interfase plana con potencial bajo. Donde: 

 

κχ−ψ=ψ ed         (11) 

 

donde κ-1 es la longitud de Debye, y claramente es una medida del espesor de 

la capa difusa. Su valor es: 
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−
N

i
ii

Brs

nze

Tkεεκ        (12) 

 

Para hacerse una idea de los valores típicos de κ-1, es útil la siguiente fórmula 

práctica para un electrolito 1:1 (N = 2, z1 = 1, z2 = -1) en agua como disolvente 

a 25 ºC: κ-1 = 0.308 c-1/2 nm, si c es la concentración molar de electrolito; n1 = 

n2 = 103 NAc para un electrolito 1:1. 

 

� Una interfase plana en un electrolito simétrico z-valente (z1 = -z2 = z) para un 

potencial arbitrario ψd: 

 










−
+

= κ−

κ−

)4/(1

)4/(1
ln2)(

d
x

d
x

ytanhe

ytanhe
xy      (13) 

 

donde y es el potencial adimensional: 

 

Tk
ze

y
B

ψ=          (14) 

 

y puede darse una expresión similar para yd. 

 

� Una interfase esférica de radio a, a potenciales bajos (aproximación de 

Debye): 

 

)()( ar
d e

r

a
r −−








= κψψ        (15) 
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mientras que deben aplicarse soluciones numéricas o expresiones analíticas 

aproximadas en otros casos. Esto es ilustrado en la Figura 4.2., donde se 

comparan las ecuaciones 11 y 13 para la interfase plana; y en la Figura 4.3., 

donde la solución aproximada (ecuación 13), se representa junto a resultados 

numéricos [López-García y cols., 1996]. 

 

 

 

Figura 4.2. Distribución del potencial en una interfase plana para electrolitos 

monovalentes calculado mediante la fórmula aproximada de Debye-Hückel  

(ecuación 11, ---) y el cálculo completo (ecuación 13, −) para los valores de ψd 

indicados. 
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Figura 4.3. Potencial adimensional (ψ) en torno a una partícula esférica en función de la 

distancia reducida a la superficie para electrolitos monovalentes. DH: aproximación de 

Debye-Hückel; NUM: cálculo totalmente numérico 

[Russel y cols., 1989]. 
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4.2. FENÓMENOS ELECTROCINÉTICOS. 

POTENCIAL ZETA  
 

Supongamos que se aplica un campo eléctrico paralelamente a la interfase 

sólido/disolución de la Figura 4.1., y que la superficie sólida está fija en nuestro 

sistema de coordenadas. De lo expuesto anteriormente, se deduce que el líquido 

adyacente al sólido tiene una carga eléctrica neta, opuesta a la de la superficie de 

éste. De forma general, parte de los iones de este líquido están unidos fuertemente 

a la superficie mediante fuerzas atractivas de corto alcance y pueden considerarse 

inmóviles. Sin embargo, esto es una aproximación, ya que tales iones pueden ser 

móviles y, en ese caso, no es raro que su movilidad tenga un valor próximo a la del 

núcleo de la disolución. En las condiciones generales comentadas, los iones y el 

líquido externo pueden ser desplazados por el campo externo. De hecho, la fuerza 

eléctrica actuará sobre los iones (principalmente, contraiones) y arrastrará líquido 

en su movimiento. De esta manera, se producirá un movimiento relativo entre el 

sólido y el líquido; lo que constituye el fundamento del fenómeno electrocinético.  

 

El potencial existente en el límite entre las fases móvil e inmóvil es conocido 

como potencial electrocinético o potencial zeta (ζ). La localización exacta 

(distancia βζ en la Figura 4.1.) del también llamado plano de cizalladura o plano de 

deslizamiento es un aspecto ampliamente investigado. De hecho, incluso la 

existencia de este plano y del mismo potencial zeta son estrictamente una 

abstracción [Lyklema, 1977], ya que se basan en la aceptación de que la viscosidad 

del medio líquido varía discontinuamente desde infinito en la capa de Stern a un 

valor finito en la atmósfera difusa. Una posible forma de salvar, al menos 

formalmente, esta incertidumbre es suponer una variación gradual de la viscosidad 

η desde la superficie hasta el inicio de la parte difusa [Dukhin, 1974; López-García 

y cols., 1996; Lyklema, 1977], pero la verificación experimental cuantitativa de tal 
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variación no es accesible. Como todos los tratamientos del fenómeno 

electrocinético se basan en la existencia del potencial zeta, admitiremos el modelo 

de la variación de la viscosidad como razonablemente aceptable. Esto significa que 

las técnicas electrocinéticas nos darán información sobre el potencial zeta, allá 

donde quiera que esté localizado. Tratar de obtener más información es dificultoso 

y muy dependiente del modelo de doble capa elegido [Dukhin, 1974].  

 

Los numerosos avances en la teoría de los fenómenos electrocinéticos [Dukhin 

y Derjaguin, 1974; Lyklema y Minor, 1998; Mangelsdorf y White, 1990, 1998a, b; 

Zukoski y Saville, 1986] nos han permitido relacionar los efectos electrocinéticos 

observados no sólo con el potencial zeta, sino también con otros parámetros de la 

doble capa y con la existencia de una capa de Stern con iones capaces de moverse 

bajo la acción de campos externos. Este número creciente de parámetros a 

determinar requiere una investigación experimental bien planificada y, a menudo, 

utilizando diferentes técnicas electrocinéticas. 

 

4.2.1. ELECTROFORESIS: TEORÍA ELEMENTAL  

 

Los diferentes fenómenos electrocinéticos pueden distinguirse mediante la fase 

móvil-inmóvil, la naturaleza del campo aplicado y la magnitud que debe 

determinarse experimentalmente. Comentaremos brevemente la técnica de la 

electroforesis por ser la que hemos empleado en nuestra investigación. 

 

Sea una partícula esférica de radio a en presencia de un campo eléctrico que, 

lejos de la partícula, es ∞E
r

. Se considera que la partícula no es conductora y tiene 

una permisividad eléctrica mucho menor que la del medio de dispersión. Por el 

momento, también aceptaremos que la concentración de electrolito es muy baja y 

que a es también muy pequeño, por lo que se da la siguiente desigualdad entre el 

grosor de la doble capa (ecuación 12) y el radio: 
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κ-1 >> a   o   κa << 1       (16) 

 

es decir, estamos en la aproximación de la doble capa gruesa (o de Hückel). 

Debido a que la atmósfera de iones se extiende a lo largo de estas grandes 

distancias, la densidad de carga en su interior será muy pequeña y, por lo tanto, el 

campo aplicado no provocará casi ningún movimiento de líquido en torno a la 

partícula. Como resultado, las únicas fuerzas que actuarán sobre ésta son las 

fuerzas de arrastre de Stokes ( )SF
r

 y la electrostática ( )EF
r

. Como la partícula se 

mueve a velocidad constante (velocidad electroforética, eν
r

), la fuerza neta debe ser 

nula: 

 

eS aF νπη−=
rr

6  

 

∞= EQFE

rr
 

 

0=+ ES FF
rr

         (17) 

 

En estas ecuaciones, η es la viscosidad del medio de dispersión, y Q es la 

carga total superficial de la partícula. De la ecuación 17: 

 

∞πη
=ν E

a
Q

e

rr

6
         (18) 

 

Si recordamos que el potencial en la superficie [Panofski y Phillips, 1975], 

bajo la condición de la ecuación 16, es: 

 

a
Q

aV
rs 04

1)(
επε

=         (19) 
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la identificación de V(a) con el potencial zeta (ζ), da lugar a: 

 

∞ζ
η
εε

=ν Ers
e

rr 0

3
2         (20) 

 

o la movilidad electroforética (ue): 

 

ζ
η
εε 0

3

2 rs
eu =         (21) 

 

lo que se conoce como fórmula de Hückel. 

 

Consideremos la situación opuesta, para la que también existe una solución 

analítica, correspondiente a la doble capa delgada: 

 

κ-1 << a   o   κa >> 1       (22) 

 

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 región. El campo provocará, por lo tanto, movimientos 

del líquido cargado que afectarán al propio movimiento de la partícula. La solución 

en este caso es más complicada pero es posible cualitativamente. 

 

Para ello se ha de suponer que el potencial ζ no es muy elevado, lo que 

permite admitir que la doble capa no se deforma por acción del campo aplicado. 

Por ello, la distribución de potencial eléctrico es la simple superposición del 

potencial debido al campo más el inducido en la interfase (Figura 4.4.). 

Específicamente [Ohshima, 1998; Panofski y Phillips, 1975]: 
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θθθψ aCosEaCosEaCosEF ar ∞∞∞= −=−−=
2

3

2

1
)(    (23) 

 

Que se puede interpretar como si la polarización diese lugar a un campo 

aumentado en un factor 3/2, lo que modifica la ecuación (21) para dar la de 

Smoluchowski: 

 

ζ
η
εε

=µ 0r
e          (24) 

 

 

 

Figura 4.4. Flujo de líquido en torno a una partícula esférica cargada negativamente. 

Lejos de la interfase, el líquido se mueve con una velocidad constante eν− r
. 

 

De todo lo expuesto, debe entenderse que la ecuación 24 es válida para 

cualquier geometría siempre que [Delgado y cols., 1986; Morrison, 1970]: i) la 
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partícula dispersa adquiera carga superficial, que se compensa mediante un exceso 

de carga de signo opuesto en el medio; ii ) la partícula sea rígida y de forma 

arbitraria, con potencial eléctrico superficial uniforme (ζ) con respecto al líquido 

lejos de la interfase; iii ) las dimensiones de la partícula sean tales que el radio de 

curvatura de la interfase en cualquier posición sea mucho mayor que el grosor de 

la doble capa; iv) la partícula no sea conductora; v) los efectos de la conductancia 

superficial sean despreciables; vi) la constante dieléctrica y la viscosidad del 

medio sean independientes de la posición [ver, sin embargo, Hunter, 1966; James, 

1979; Lyklema y Overbeek, 1961a,b; Overbeek, 1952]; y, vii) el campo aplicado, a 

pesar de estar deformado por la presencia de la partícula, se suma vectorialmente 

al campo local en equilibrio de la doble capa. 

 

4.2.2. ELECTROFORESIS: TRATAMIENTOS MÁS 

ELABORADOS 

 

Henry fue el primer autor que eliminó la restricción (iii ) anterior, y resolvió el 

problema para esferas (también para cilindros infinitos) de cualquier radio a, es 

decir, cualquier valor κa, aunque para pequeños potenciales zeta, ya que se acepta 

que la ecuación 15 determina la distribución de potencial en la doble capa en 

equilibrio [Henry, 1931]. Restringiéndonos al caso de la esfera, la ecuación de 

Henry para partículas no conductoras es: 

 

( )afr
e κζ

η
εε

=µ 0

3
2         (25) 

 

donde: 

 

( ) ( ) ( )
...

48
5

16
1

32

+κ−κ+=κ aa
af       (26) 
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Una fórmula aproximada para f(κa) fue publicada a finales del siglo pasado 

[Ohshima, 1998]. 

 

Gracias a Overbeek, podemos entender y evaluar la movilidad electroforética 

y, en general, la física del fenómeno electrocinético [Overbeek, 1943, 1952]. 

Booth también elaboró una teoría que siguió líneas similares, para esferas en 

ambos casos [Booth, 1948a; Booth, 1948b; Booth, 1950]. Estos autores, fueron los 

primeros en considerar que durante la migración electroforética la doble capa 

pierde su simetría original y se polariza: la distribución del potencial fuera del 

equilibrio no es la simple adición del creado por el campo externo en torno a la 

esfera no conductora y el de la doble capa eléctrica en equilibrio [Derjaguin y 

Dukhin, 1974]. El problema matemático es mucho más complejo y hasta la 

aparición de los ordenadores sólo estaban disponibles teorías aproximadas (bajo ζ, 

gran κa) [Booth, 1948a; Booth, 1948b; Booth, 1950; Overbeek, 1943; Overbeek, 

1952]. Los primeros tratamientos numéricos del problema, válidos para valores 

arbitrarios del radio, el potencial zeta o las concentraciones iónicas, aparecieron a 

partir de la década de los sesenta [O’Brien y White, 1978; Wiersema y cols., 

1966]. 

 

Como no es relevante describir estos tratamientos, simplemente mostraremos 

algunos resultados en la Figura 4.5. La validez de la fórmula de Smoluchowski 

para valores elevados κa y valores bajos a moderados de ζ es claramente 

apreciable. También es evidente que el tratamiento de Henry es válido para ζ bajo, 

independientemente del grosor de la doble capa. 
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Figura 4.5. Movilidad electroforética frente a potencial zeta (ζ) para partículas esféricas de 

radio a = 100 nm y para κa = 1.25 y 100 en disoluciones de KCl. Línea discontinua (---): 

ecuación de Smoluchowski; líneas discontinuas – punteadas (-·-): fórmula de Henry; líneas 

continuas (−): teoría de O´Brien y White. 

 

4.3. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL  
 

La determinación de las movilidades electroforéticas (ue) de las distintas 

suspensiones acuosas de nanopartículas se llevó a cabo utilizando un dispositivo 

Malvern Zetasizer 2000 [Malvern Instruments, Inglaterra]. La medida está basada en el 

análisis de la autocorrelación de la luz láser dispersada por las nanopartículas en 

movimiento. El aparato utilizado permite determinar ue con errores del 5 % o menores. 

La temperatura de medida (25 ºC) se mantuvo constante (hasta ± 0.2 ºC) utilizando un 

módulo Peltier. 
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Las suspensiones estudiadas tenían una concentración de nanopartículas de 

aproximadamente el 0.1 % (p/v). Antes de preparar la suspensión se fija la 

concentración del electrolito (KNO3) deseada y se ajusta, en su caso, el pH con HNO3 o 

KOH. Debido a la dificultad que presenta el ajuste de ciertos pHs, la preparación de las 

suspensiones se realizó cuando estos eran estables. De esta manera, evitamos que las 

nanopartículas estén demasiado tiempo en disolución antes de medir sus propiedades 

eléctricas superficiales, lo que podría comprometer la estabilidad de dichas propiedades, 

al favorecerse fenómenos de oxidación y de degradación [Arias y cols., 2001; Plaza y 

cols., 2002]. Las medidas se realizaron tras 24 horas de contacto de las nanopartículas 

con el medio de dispersión a 25.0 ºC ± 0.5 ºC y bajo agitación mecánica (50 rpm). Los 

datos presentados son el promedio de 12 determinaciones, cambiando la muestra cada 

tres. La teoría de O’Brien y White se utilizó para convertir los valores de ue en ζ 

[O’Brien y White, 1978]. 

 

En el caso del estudio de la estabilidad de las propiedades eléctricas superficiales de 

los magnetoliposomas, las medidas se realizaron de igual forma. La única diferencia 

introducida fue la composición del medio de dispersión de las nanopartículas (tampón 

NaOH-KH2PO4, pH = 7.4 ± 0.1) y la temperatura de las suspensiones (37.0 ± 0.5 ºC). 

 

4.4. EFECTOS DEL pH Y DE LA FUERZA IÓNICA 

SOBRE LAS PROPIEDADES ELÉCTRICAS 

SUPERFICIALES 
 

Las propiedades eléctricas superficiales de los óxidos de hierro son 

extremadamente sensibles a las variaciones del pH [Plaza y cols., 2002], lo cual no 

es predecible en el caso de los sistemas vesiculares de tipo liposomal, debido a la 

naturaleza de los grupos responsables de su carga, como restos de grupos fosfato 

[Woodle y cols., 1992]. Por ello, centraremos en primer lugar nuestro estudio en el 
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efecto del pH sobre la movilidad electroforética (ue) y el potencial zeta (ζ) de las 

nanopartículas. 

 

La Figura 4.6. muestra ambos parámetros en función del pH bajo una fuerza 

iónica moderada constante (KNO3 10-3 M). Como puede observarse, las 

nanopartículas de magnetita presentan un punto isoeléctrico o pH de potencial zeta 

cero bien definido en torno a 7.0, de forma que a pHs ácidos los valores de ζ son 

positivos y a partir del punto isoeléctrico pasan a ser negativos. Estos resultados 

concuerdan con investigaciones previamente realizadas [Arias y cols., 2001; 

Matijević, 2002; Plaza y cols., 2002; Regazzoni y cols., 1983]. Resulta interesante 

resaltar cómo el comportamiento electrocinético de los magnetoliposomas es muy 

similar al de los liposomas, debido a la naturaleza de los grupos responsables de su 

carga eléctrica superficial. En concreto, los grupos fosfato de la cabeza polar de la 

fosfatidilcolina (localizada en la parte externa de los sistemas vesiculares) se encuentran 

neutralizados a pH ácido (por los hidrogeniones del medio de dispersión). Por el 

contrario, conforme el valor del pH crece, es decir aumenta la concentración de grupos 

hidroxilos en el medio, cada vez un mayor número de grupos fosfato superficiales 

estarán disociados. Esto determina el aumento de la carga eléctrica superficial del 

coloide [Chen y cols., 2010]. 

 

Esta diferencia entre el comportamiento electrocinético de los núcleos de 

Fe3O4 y los coloides vesiculares hacen que la electroforesis sea una herramienta 

muy útil para evaluar cualitativamente la eficacia del recubrimiento corroborando 

de esta manera la obtención de magnetoliposomas. De hecho, la Figura 4.6. 

muestra claramente cómo los magnetoliposomas (relación de masas iniciales 

Fe3O4:PC, 4:3) presentan un comportamiento electrocinético similar al de 

liposomas. Por lo tanto, podemos concluir que el recubrimiento vesicular oculta 

muy eficazmente al núcleo magnético, haciendo que la superficie de los 

magnetoliposomas sea muy parecida a la de los liposomas, hecho que se ha 
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observado en otros trabajos de nuestro grupo de investigación donde fue empleado 

como material de recubrimiento una matriz polimérica [Arias y cols., 2001, 2006, 

2008c; Clares y cols., 2013]. 
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Figura 4.6. Movilidad electroforética (ue) (a) y potencial zeta (ζ) (b) de las nanopartículas de 

Fe3O4 (●), Liposomas (■), y Magnetoliposomas (▲) en función del pH, en presencia de 10-3 M 

KNO3. 
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Para confirmar estos resultados, evaluamos las propiedades eléctricas 

superficiales de los tres tipos de coloides en función de la concentración de KNO3 

(fuerza iónica) a pH = 6.0, siguiendo la misma metodología. Los resultados de este 

análisis representan una evidente electrosimilitud entre el componente vesicular 

lipídico y los magnetoliposomas, y las diferencias con respecto a los núcleos de óxido 

de hierro. Como puede apreciarse en la Figura 4.7., los valores de ue y de ζ de los 

magnetoliposomas son muy similares al de los liposomas, presentando ambos 

nanosistemas carga negativa en todo el intervalo de concentración de KNO3. Por su 

parte, la magnetita mantiene valores positivos en todo el intervalo fijado de 

concentraciones de KNO3. Es interesante destacar que la carga eléctrica superficial 

de los magnetoliposomas no es tan negativa como la de los liposomas, creemos que 

esto es debido a la presencia de nanopartículas de magnetita (con carga positiva) 

en la superficie de los magnetoliposomas (detalle de la Figura 4.7. b.), lo que 

reduce la carga eléctrica superficial negativa global del coloide mixto. Así, este 

análisis constituye una nueva prueba de la eficacia de la metodología desarrollada 

para la síntesis de magnetoliposomas. 
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Figura 4.7. Movilidad electroforética (ue) (a) y potencial zeta (ζ) (b) de de las nanopartículas 

de Fe3O4 (●), Liposomas (■), y Magnetoliposomas (▲) en función de la concentración de 

KNO3 a pH = 6. Figura insertada: microfotografía TEM de un magnetoliposoma en la que 

pueden apreciarse núcleos magnéticos en la superficie de la nanopartícula. 
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Los resultados del análisis electrocinético de los magnetoliposomas en función de 

la fuerza iónica del medio podrían ser utilizados para predecir la estabilidad de éstos en 

suspensión. Como puede apreciarse en la Figura 4.7. b, los valores absolutos de ζ de 

estas nanopartículas están muy cercanos, siendo iguales o ligeramente superiores a 

30 mV, excepto para las concentraciones de KNO3 ≥ 0.1 M. Esta elevada carga 

eléctrica superficial debe impedir la agregación de las partículas en suspensión, 

asegurándose así la estabilidad de la formulación en las condiciones 

experimentales estudiadas [Pradhan y cols., 2007].  

 

Finalmente, la técnica de electroforesis fue utilizada adicionalmente, siguiendo 

la misma metodología y rutina, para analizar las características y la eficacia del 

recubrimiento cuando varía la relación de masas iniciales PC: Fe3O4 utilizada en la 

formulación de los magnetoliposomas. La Figura 4.8. muestra los valores de ue del 

coloide mixto en un medio de dispersión acuoso, en ausencia (Figura 4.8. a) o en 

presencia (Figura 4.8. b) de una fuerza iónica moderada constante (KNO3 10-3 M). 

De forma muy patente, puede apreciarse cómo los valores de ue característicos de 

los núcleos magnéticos tienden a acercarse hacia los valores de los liposomas 

puros al aumentar la cantidad de fosfatidilcolina (PC) utilizada en la relación de 

masas iniciales PC:Fe3O4, principalmente por encima de 4:3. Por lo tanto, desde un 

punto de vista electroforético podemos justificar la utilización de una relación de 

masas iniciales 4:3 para la formulación de los magnetoliposomas. De esta manera, 

los valores de ue de los coloides mixtos son indistinguibles de los del coloide 

lipídico puro y, por lo tanto, el recubrimiento vesicular de los núcleos magnéticos 

será óptimo y eficaz.  
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Figura 4.8. Histograma de las movilidades electroforéticas (ue) de los magnetoliposomas (a) 

en agua y (b) en presencia de KNO3 10-3 M para diferentes relaciones de masas iniciales 

fosfatidilcolina:magnetita (PC:Fe3O4). También se incluyen los valores de ue de las 

nanopartículas Fe3O4 y de PC (Liposomas puros). 
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Con toda la información obtenida tras la caracterización de las propiedades 

electrocinéticas de los nanomateriales estudiados, podemos argumentar el 

mecanismo de formación por el que una matriz lipídica actúa como material de 

recubrimiento de los núcleos de magnetita, quedando estos embebidos en su 

interior. Dicho mecanismo de formación, además, es apoyado por la 

caracterización de la termodinámica superficial de los nanosistemas (ver Capítulo 

5). Con respecto a la caracterización electroforética, recuérdese que las 

condiciones ligeramente ácidas (pH = 6.0) determinan las cargas eléctricas de la 

superficie (Figura 4.6.), y bajo estas condiciones, es posible una interacción 

electrostática atractiva entre las cargas positivas de los núcleos de Fe3O4 y las 

cargas negativas de las cabezas polares de los fosfolípidos, lo que permite la 

formación de diferentes bicapas lipídicas entorno a los óxidos de hierro. Este es un 

mecanismo ampliamente descrito en la literatura y que justifica la formación de 

este tipo de coloides magnéticos compuestos [Arias y cols., 2001, 2007a, 2008b; 

Chen y cols., 2010; Clares y cols., 2013]. Además, esta hipótesis podría explicar el 

pequeño tamaño de partícula de los magnetoliposomas (≈ 200 nm) en comparación 

con los liposomas (≈ 600 nm). Esto podría ser debido a una contracción 

considerable del volumen acuoso liposomal. Las partículas de magnetita presentan 

carga eléctrica superficial positiva y las bicapas fosfolipídicas negativas, por lo 

que es de esperar que se produzca una interacción electrostática entre ambos 

materiales. Como consecuencia de este proceso, debe producirse la atracción de las 

lamelas hacia los núcleos magnéticos, lo que contraerá el volumen ocupado por las 

vesículas. Así, el tamaño final del nanosistema debe reducirse considerablemente, 

haciéndolo aún más idóneo para la vía de administración parenteral [Chen y cols., 

2010].  
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4.5. ANÁLISIS ELECTROCINÉTICO DE LA 

ESTABILIDAD DEL RECUBRIMIENTO LIPÍDICO  
 

La experiencia adquirida en nuestro grupo de investigación en la caracterización 

electrocinética de nanopartículas magnéticas recubiertas por una matriz polimérica 

[Arias y cols., 2001, 2005, 2006, 2007a, 2008a, 2009a, 2010a, 2010b; Pérez-Artacho y 

cols,. 2010], nos hace pensar que la técnica de electroforesis puede ser muy útil para 

caracterizar la velocidad a la que la matriz lipídica se degrada y deja zonas cada vez 

mayores de magnetita expuestas a la disolución [Arias y cols., 2001]. Las medidas 

electroforéticas de las suspensiones acuosas de magnetita y de las nanoplataformas 

magnéticas (concentración ≈ 0.1 %, m/v) se realizaron reproduciendo las condiciones 

fisiológicas (pH 7.4 ± 0.1, y 37.0 ± 0.5 ºC) [Malvern Zetasizer 2000, Malvern 

Instruments Ltd., Reino Unido]. El experimento se consideró finalizado cuando los 

valores de movilidad electroforética (ue) de los magnetoliposomas coincidían con los de 

las nanopartículas puras de Fe3O4, señal inequívoca de la pérdida del recubrimiento 

lipídico. 

 

En la Figura 4.9. se aprecia cómo los valores de ue de la magnetita permanecen 

constantes durante todo el período del estudio (ue ≈ -3.5 µm·s-1/V·cm-1). Este valor 

negativo de ue tan elevado podría atribuirse a la formación en la superficie de la 

magnetita de una fina capa de oxidación (maghemita, un estado más oxidado de ésta), 

como se ha descrito en medios acuosos [Plaza y cols., 2002]. De hecho, los valores de 

ue de nanopartículas de maghemita (de igual tamaño a la Fe3O4 y bajo las mismas 

condiciones experimentales) eran muy similares a los de nuestros núcleos de óxido de 

hierro (ue ≈ -3.6 µm·s-1/V·cm-1). 

 

Es muy interesante comprobar en esta representación gráfica cómo los valores de ue 

de los magnetoliposomas se aproximan progresivamente a los característicos de los 
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núcleos magnéticos. En concreto, se hacen iguales tras prácticamente 24 horas. A partir 

de entonces, no se observan diferencias significativas entre la ue de ambos materiales. 

Por tanto, podría decirse que la superficie de los núcleos de Fe3O4 del coloide mixto 

queda cada vez más expuesta al medio de dispersión (de ahí los valores cada vez más 

negativos de ue), por la degradación progresiva del recubrimiento. Así, cuando la 

cubierta de lípido se degrada los valores de ue se hacen indistinguibles.  

 

 

 

Figura 4.9. Evolución de los valores de movilidad electroforética (ue) de las partículas 

coloidales de Fe3O4 (○) y magnetoliposomas (●) en función del tiempo (horas), a pH = 7.4 ± 

0.1, y 37.0 ± 0.5 ºC.  

 

Esta evolución progresiva de ue hacia los valores típicos de la Fe3O4, pone de 

manifiesto cualitativamente que la velocidad de degradación de la cubierta lípidica 
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ocurre rápidamente, lo que ha sido asociado a la estabilidad del lípido. En el caso de que 

el mecanismo de liberación de un fármaco vehiculizado en este sistema transportador 

sea consecuencia del proceso de degradación de ésta, la electroforesis se convierte en 

una herramienta cualitativa indirecta para caracterizar ese proceso de liberación [Katas 

y cols., 2013; Viota y cols., 2011].  
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La metodología seguida para la identificación y la cuantificación de las 

interacciones no electrostáticas en la interfase nanopartícula/medio acuoso, utiliza una 

teoría termodinámica de la tensión superficial o energía libre de los sólidos. Con este 

fin, usaremos un modelo termodinámico que incluye las interacciones de van der 

Waals y ácido-base entre las nanopartículas, o entre ellas y el medio de dispersión. El 

modelo permite caracterizar el sólido mediante tres componentes de su energía libre 

superficial: LW
Sγ  (Lifshitz-van der Waals, representativa de las interacciones no 

polares o dispersivas de la interfase), +
Sγ  (aceptor de electrones o ácido de Lewis) y 

−
Sγ  (donante de electrones o base de Lewis). Estas dos últimas contribuciones 

(polares) contienen información sobre interacciones de corto alcance, a las que se 

suele llamar fuerzas de solvatación, estructurales o, en caso de un medio acuoso, 

fuerzas de hidratación. 

 

De esta manera, estimaremos la relevancia de las contribuciones no electrostáticas 

al balance total de la energía de interacción entre las nanopartículas de los sistemas 

analizados. Para llevar a cabo esta determinación, serán utilizados los datos 

experimentales de los ángulos de contacto formados por líquidos seleccionados con 

nuestros tres tipos de sistemas: nanopartículas de magnetita (Fe3O4), liposomas y 

magnetoliposomas. Además, se prestará especial atención al análisis comparativo de la 

energía libre superficial de los diferentes tipos de materiales puros: núcleo magnético 

(Fe3O4), fosfatidilcolina (recubrimiento lipídico) y magnetoliposomas 

(Fe3O4/liposomas).  

 

5.1. INTERACCIONES SUPERFICIALES 
 

La principal interacción interfacial a tener en cuenta entre partículas coloidales 

cargadas, inmersas en un medio acuoso, es la electrostática (EL). Este tipo de 

interacción nos da idea del alcance e intensidad de la repulsión eléctrica. Sin embargo, 
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también existen otro tipo de interacciones entre las moléculas que constituyen las 

distintas fases en disolución y que pueden adquirir valores significativos. De entre 

ellas, vamos a destacar dos como más significativas: 

 

• Interacciones dispersivas, interacciones electrodinámicas o Lifshitz-van der Waals 

(LW). Se denominan así por su relación con fenómenos de dispersión de luz en el 

visible y el ultravioleta. Están siempre presentes, al igual que sucede con la 

interacción gravitatoria. El modelo clásico DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-

Overbeek) las considera, junto con la interacción electrostática, responsables de la 

energía total de interacción entre partículas. 

 

• Otras interacciones no dispersivas (fuerzas de solvatación, estructurales y de 

hidratación) o interacciones no-DLVO: electrón-donante/electrón-aceptor, o 

ácido-base de Lewis (AB). El modelo teórico que permite analizarlas fue 

desarrollado a finales del siglo pasado [van Oss y cols., 1986]. 

 

5.1.1. INTERACCIONES DISPERSIVAS 

 

Johannes Diderik van der Waals fue el primer investigador que sugirió que entre 

átomos y moléculas de líquidos y gases no ideales existe una interacción de naturaleza 

diferente de la electrostática (interacción de van der Waals). Más adelante, diversos 

investigadores analizaron la naturaleza de esta forma de interacción [Debye, 1921; 

Langbein, 1974; London, 1930]. Según estos autores, cuando dos átomos o moléculas 

se encuentran en el vacío, se pueden considerar tres contribuciones diferentes a la 

interacción de van der Waals: 

 

• Interacciones entre dipolos permanentes o fuerzas de orientación de Keesom. 
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• Interacciones entre dipolos permanentes y dipolos inducidos en otros átomos o 

moléculas (fuerzas de inducción de Debye).  

 

• Interacciones entre dipolos instantáneos (originados por fluctuaciones de carga 

eléctrica) y dipolos inducidos: fuerzas de dispersión de London.  

 

El conjunto de estas fuerzas dispersivas entre átomos o pequeñas moléculas 

disminuye muy rápidamente con la distancia entre partículas (l), dada su 

dependencia con l -6 en el vacío. Las interacciones de London son universales y 

aparecen entre cualquier par de átomos o moléculas en fase condensada. La 

contribución de este tipo de interacciones es muy superior a las de Keesom y 

Debye [Fowkes, 1963], las cuales requieren que haya dipolos permanentes 

[Chaudhury y Good, 1983; Fowkes y Mostafa, 1978]. En efecto, se ha 

demostrado que, macroscópicamente, las interacciones en fase condensada son 

principalmente de dispersión (van der Waals-London), siendo la contribución 

neta de las otras dos formas de interacción del orden del 2-3 % del total de la 

energía de interacción dispersiva [Chaudhury y Hamaker, 1987]. En todo caso, en 

este tipo de sistemas macroscópicos las interacciones van der Waals-Keesom y 

van der Waals-Debye se pueden tratar de igual forma que las interacciones van 

der Waals-London [Abrikossova y Derjaguin, 1992; Chaudhury y Good, 1983]. 

Por eso, todas ellas se pueden agrupar como interacciones electrodinámicas, 

denominadas genéricamente interacciones Lifshitz-van der Waals (LW). 

 

Debe tenerse en cuenta que las interacciones dispersivas son débiles en 

comparación con las electrostáticas responsables del enlace iónico o del 

covalente, no obstante las interacciones dispersivas afectan de forma considerable 

a un variado conjunto de fenómenos relacionados con los sistemas coloidales, 

tales como la adhesión, la adsorción, la agregación de partículas en suspensión o 

la estructura de macromoléculas condensadas, como polímeros o proteínas 
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[Israelachvili, 1991]. Resumiendo, las características esenciales de estas 

interacciones son: 

 

• Pueden ser efectivas a una distancia entre 0.2 y 10 nm. 

 

• En general, son atractivas, aunque, como ya indicó Hamaker, para partículas de 

materiales diferentes inmersas en un líquido, pueden ser repulsivas. 

 

• Son fuerzas no aditivas, pues la interacción dispersiva entre dos sistemas físicos se 

ve afectada por la presencia de otros cercanos. 

 

Matemáticamente, es posible obtener mediante un término global la contribución 

a la tensión superficial de todas las interacciones de tipo dispersivo. Esto se realiza 

mediante la teoría de Lifshitz de la atracción entre sistemas macroscópicos [Ninhan y 

Parsegian, 1970; Parsegian y Ninhan, 1969] y se denomina componente LW o Lifshitz-

van der Waals (γLW) a la componente de la tensión superficial o energía libre 

superficial asociada a estas interacciones. 

 

5.1.2. INTERACCIONES NO-DLVO 

 

Hay una serie de fenómenos relacionados con la estabilidad coloidal, que no se 

pueden explicar sólo mediante la interacción electrostática entre dobles capas 

eléctricas y las fuerzas de van der Waals. Algunos ejemplos de dichos fenómenos 

inexplicables son, el hinchamiento espontáneo de arcillas secas cuando están en 

contacto con agua [van Olphen, 1977]; tampoco puede explicarse por qué las 

dispersiones de sílice no coagulan en el punto isoeléctrico (o pH de potencial zeta 

cero) en el seno de disoluciones salinas concentradas [Allen y Matijević, 1969]; 

recientemente, se han encontrado comportamientos similares en suspensiones de 

sulfuro de zinc [Durán y cols., 1995] o de látex de etilcelulosa [Vera y cols., 1996], 
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entre otros ejemplos [Laskowski y Pugh, 1992; Pashley, 1992]. Por ello ha sido 

necesario introducir las denominadas fuerzas no-DLVO (cuyo alcance es del orden de 

pocos nanómetros), entre las que se incluyen la repulsión hidrófila, la atracción 

hidrófoba, los enlaces de hidrógeno, los enlaces π, o la presión osmótica en 

suspensiones muy concentradas de polímeros. Las fuerzas más conocidas son las que 

tienen su origen en la solvatación de las superficies (por lo que se denominan 

estructurales), pudiendo ser atractivas (efecto hidrófobo), repulsivas (efecto hidrófilo) 

e incluso oscilatorias. Son interacciones de tipo polar y pueden llegar incluso a 

alcanzar un valor dos órdenes de magnitud superior a las interacciones EL y LW. 

Analizaremos a continuación los aspectos físicos fundamentales de estas fuerzas no-

DLVO. 

 

A diferencia de las teorías sobre las fuerzas de van der Waals y de interacción 

entre dobles capas eléctricas, que son teorías del continuo basadas en las propiedades 

macroscópicas del medio líquido (por ejemplo, su constante dieléctrica, densidad o 

índice de refracción), las fuerzas no-DLVO actúan a pequeñas distancias de la 

interfase. Así, los valores de estas magnitudes son diferentes de los que adquieren en 

el seno del líquido. Por lo tanto, el potencial de interacción entre moléculas situadas a 

esas distancias, puede ser muy distinto del esperado en teorías del continuo. De esta 

forma, la densidad en el caso de los líquidos contenidos entre dos paredes muy 

próximas entre sí es oscilatoria, con una periodicidad del orden de magnitud del 

tamaño molecular [Israelachvili, 1991]. En efecto, sólo con consideraciones 

geométricas, sin tener en cuenta interacciones atractivas entre las moléculas de 

disolvente y las paredes, puede argumentarse que las moléculas se acomoden 

forzadamente entre las dos superficies, siguiendo un cierto ordenamiento que origina 

la fuerza oscilatoria de solvatación [Christenson y Horn, 1985; Christenson, 1988; 

Horn y Israelachvili, 1981]. 
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La situación es mucho más compleja en los sistemas físicos reales: en el caso de 

existir una interacción atractiva entre la superficie y las moléculas de líquido 

adyacentes, el empaquetamiento molecular descrito será más denso y la fuerza 

resultante entre las fases sólidas, aunque oscilatoria, tendrá una componente repulsiva 

de largo alcance. Si, por el contrario, la interacción superficie-líquido es más débil que 

la interacción líquido-líquido, la fuerza de solvatación oscilatoria presentará una 

componente monótona atractiva. 

 

A la componente de la tensión superficial asociada a estas interacciones no 

dispersivas, se le engloba en un término general denominado ácido-base (γAB). 

 

5.1.3. CONTRIBUCIONES A LA ENERGIA LIBRE  

SUPERFICIAL. TEORÍA DE VAN OSS, GOOD Y COLS.  

 

Para poder predecir el valor que adquieren las interacciones ya descritas en este 

capítulo [Lifshitz-van der Waals (LW) y ácido-base (AB)] es necesario hacer 

previamente una caracterización termodinámica de la superficie. Para ello, 

consideraremos el proceso reversible de acercar dos sistemas físicos en el vacío, 

formados por un sólido o líquido, 1, hasta formar una fase continua donde entran en 

contacto superficies iguales unitarias [Good, 1993]. Se denomina energía libre de 

cohesión (∆GC,1) a la variación de energía libre que tiene lugar en el proceso, y trabajo 

de cohesión al opuesto de esta magnitud. A partir de ello podremos definir la tensión 

superficial (o energía libre superficial) del material 1 (γ1) de la forma: 

 

11,1, 2γ−=−=∆ CC WG         (27) 

 

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

dos interfases. 
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Si se considera un proceso también reversible, igual al anterior, pero con dos 

sistemas físicos de materiales diferentes, 1 y 2, se habla de adhesión, siendo ∆GA,12 la 

energía libre de adhesión y WA,12 el trabajo de adhesión. En este caso, se destruyen las 

interfases 1-vacío y 2-vacío, pero se crea la interfase 1-2. Se define entonces la tensión 

interfacial (γ12) mediante la ecuación de Dupré [Adamson, 1982]. 

 

211212,12, γ−γ−γ=−=∆ AA WG       (28) 

 

De igual forma cuando se unen dos sistemas físicos, de materiales diferentes 

1 y 3, en un medio líquido 2, desaparecen las interfases 1-2 y 3-2 y se crea la 

interfase 1-3. En este caso, la ecuación de Dupré queda de la forma: 

 

231213123 γ−γ−γ=∆G        (29) 

 

Esa variación de energía libre será una medida de la energía de interacción 

entre los sistemas 1 y 3 en el medio 2. Si lo que se produce es una interacción 

entre partículas idénticas en suspensión en un medio líquido, 1 y 3 son el mismo 

material, 1, en el medio 2: 

 

12121 2γ−=∆G          (30) 

 

La energía libre interfacial está relacionada con las fuerzas de interacción que 

las superficies de las fases 1 y 2 se ejercen entre sí (cohesión) o con la otra fase 

(adhesión). La caracterización termodinámica superficial de este tipo de sistema 

físico permite determinar los valores de energía libre superficial e interfacial y, a 

partir de ellos, evaluar la naturaleza y alcance de las interacciones de origen no 

electrostático en la interfase. 
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La ecuación que constituye la base para el desarrollo del modelo de van Oss 

y cols., sobre la tensión superficial y sus componentes es la que expresa la 

tensión superficial total de cualquier fase como suma de dos contribuciones o 

componentes, que son las asociadas a interacciones Lifshitz-van der Waals (LW) 

y ácido-base (AB) [van Oss, 2006]: 

 

ABLW
111 γγγ +=         (31) 

 

El siguiente paso es postular una regla de combinación para calcular la 

contribución del carácter ácido y básico a las energías libres de adhesión a través 

de la interfase, o a la energía interna de cohesión de una fase. 

 

La ecuación 31 se puede hacer extensiva a la energía libre de la interfase 1-2: 

 

 ABLW
121212 γ+γ=γ         (32) 

 

A continuación, se expresa matemáticamente cada uno de los dos sumandos 

de la tensión superficial de la ecuación 32. Utilizando la regla de Good-Girifalco 

[Good y Girifalco, 1960; Overbeek, 1952], el primer término LW
12γ  queda de la 

forma: 

 

( ) LWLWLWLWLWLWLW
2121

2

2112 2 γγ−γ+γ=γ−γ=γ     (33) 

 

La obtención del segundo sumando (AB
12γ ) no puede hacerse mediante la regla 

anterior, pues no es aplicable a las interacciones asimétricas AB [Fowkes, 1963]. 

Se postula entonces la siguiente regla de combinación para la componente AB de 

la tensión interfacial: 
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( ) ( )( )−−+++−−+−+−+ γ−γγ−γ=γγ−γγ−γγ+γγ=γ 21212121221112 22AB  (34) 

 

donde +
iγ  y −

iγ  representan, respectivamente, la contribución electrón-aceptor 

(ácido de Lewis) y electrón-donante (base de Lewis) a la tensión superficial de la 

fase i. La ecuación 34 para una fase queda de la forma: 

 

−+γγ=γ 111 2AB         (35) 

 

Sustituyendo la ecuación 35 en la ecuación 31: 

 

−+γγ+γ=γ 1111 2LW         (36) 

 

Sustituyendo las ecuaciones 33 y 34 en la ecuación 32, y teniendo en 

consideración la ecuación 36, se obtiene: 

 

( ) ( ) ( )+−−+ γγ−γγ−γγ−γ+γ=γ 2121212112 222 LWLW     (37) 

 

que expresa la tensión interfacial entre las fases 1 y 2. 

 

Es usual hacer una clasificación de los materiales en función de los valores 

que adquieren las componentes ácido y base de Lewis: bipolares, si las moléculas 

se comportan como ácidos y bases de Lewis simultáneamente; monopolares, 

cuando una de esas dos componentes (ácido o base) es despreciable o nula frente 

a la otra; y apolares, si se anulan ambas componentes. Si un material es 

monopolar, no existe el término γi 
AB, y la tensión superficial total (γi) es igual al 

término LW. No obstante, tales materiales pueden interaccionar fuertemente con 

materiales bipolares y materiales monopolares de polaridad opuesta, a pesar de la 

aparente naturaleza apolar de su tensión superficial. Ambas interacciones LW y 
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AB entre dos cuerpos idénticos o entre dos diferentes en el vacío, son siempre 

atractivas. Sin embargo, cuando estos cuerpos están inmersos en un líquido, 

puede surgir una interacción repulsiva. Con respecto a la interacción LW, 

solamente aquella que tiene lugar entre dos materiales diferentes 1 y 3, inmersos 

en un líquido 2, puede ser repulsiva [Derjaguin, 1954; Fowkes y Mostafa, 1978; 

Hamaker, 1937; Visser, 1972] siempre que la componente apolar del líquido 

( LW
2γ ), cumpla: LW

1γ < LW
2γ < LW

3γ  [Neumann y cols., 1979; van Oss, 2006]. 

 

En cuanto a la componente AB, la interacción neta entre dos cuerpos polares 

en un medio líquido puede ser repulsiva, siempre y cuando los dos cuerpos sean 

del mismo material y se verifique que los valores de +γ  y −γ  del líquido estén 

comprendidos entre los valores de +γ  y −γ  del material polar [van Oss, 2006]. 

 

El punto importante que queremos resaltar por su significación en la 

determinación de la energía total de interacción entre dos partículas coloidales es 

que el conocimiento de los componentes LW
iγ  y ±

iγ  para las fases implicadas 

permite calcular dicha energía. En efecto, la energía libre de interacción (por 

unidad de superficie) entre dos partículas de material 1 inmersas en un líquido 2 

será: 

 

 ( ) ( )+−−+−+−+ −−+−−−=−=∆ 21212211

2

2112121 422 γγγγγγγγγγγ LWLWG  (38) 

 

Nótese que un valor positivo de ∆G121 implicaría una repulsión neta entre las 

superficies (presión de hidratación o interacción hidrófila). Teniendo en cuenta 

que LWG121∆ es siempre negativo, el carácter atractivo o repulsivo de la interacción, 

representado por el valor de ∆G121, dependerá de la contribución ácido-base 

ABG121∆ . En medio acuoso, la componente AB de la energía de cohesión del agua, 
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debido a sus enlaces por puentes de hidrógeno es 102 mJ/m2. Este valor es lo 

suficientemente elevado como para imponer un efecto atractivo neto entre 

superficies de partículas apolares o débilmente polares (efecto hidrófobo). 

 

En otras ocasiones, como sucede en especial con las superficies monopolares 

(γ = γLW; γAB = 0, usualmente γ+ = 0 y γ- ≠ 0) [van Oss y cols., 1988], el elevado 

valor del carácter básico de estas superficies las hace muy hidrófilas, existiendo 

fuertes interacciones repulsivas (presión de hidratación) por la presencia del 

factor 2/1
21 )( +−γγ y, por lo tanto se verificara que LWAB GG 121121 ∆>∆ .  

 

Desde este punto de vista, el modelo de van Oss propone una interpretación 

de las interacciones de solvatación, según la cual tienen su origen en 

intercambios AB (ácido-base de Lewis) entre la superficie de las partículas 

dispersas y el medio de dispersión (agua generalmente). La componente AB del 

incremento de la energía libre de Gibbs asociado a dicha interacción sería la 

fuerza termodinámica responsable de las mismas. 

 

5.2. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL  
 

La tensión superficial de un líquido y la tensión interfacial entre dos líquidos 

son dos magnitudes a las que se puede tener acceso experimental de forma 

directa. Sin embargo, en el caso de los sólidos, 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 penetración de líquidos en capa fina, la 

técnica de medida de ángulos de contacto es la más importante y habitual. Ambas 

han sido descritas con detalle en trabajos anteriores [Arias y cols., 2001; 

Chibowski y cols., 1993; Durán y cols., 1994, 1995]. A continuación, realizamos 
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una breve descripción de la técnica de medida de ángulos de contacto, la cual se 

ha utilizado en este trabajo. 

 

El sistema físico al que se aplica esta técnica está constituido por una 

superficie sólida, una gota de líquido depositada sobre ella y el aire. Mediante la 

medida del ángulo de contacto (θ) entre la fase líquida y la gaseosa que la rodea 

(interfase líquido-gas) se obtienen los valores de las componentes de la tensión 

superficial del sólido. La aplicación de este método está limitada para casos en 

los que la superficie del sólido sea plana, homogénea y rígida a escala 

macroscópica. 

 

La definición termodinámica del ángulo de contacto viene dada por la 

ecuación de Young. Para una superficie sólida con las características 

mencionadas, sobre la que se deposita una gota de líquido puro, el ángulo de 

contacto de equilibrio es una magnitud única que cumple la ecuación de Young 

[Neumann y Good, 1972]: 

 

θγ=γ−γ cosLSLSV         (39) 

 

donde γSV, γSL y γL son, respectivamente, las tensiones interfaciales sólido-vapor 

y sólido-líquido, y la tensión superficial del líquido. La ecuación 39 se puede 

escribir de la forma:  

 

eLSLS π+θγ+γ=γ cos        (40) 

 

donde γS es la tensión superficial del sólido y πe es la presión superficial (film 

pressure), definida por: 

 

SVSe γ−γ≡π          (41) 
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esto es, la presión bidimensional que ejerce el vapor adsorbido sobre la superficie 

sólida. En el caso de que γS sea superior a γL, esta adsorción provoca una 

disminución de la tensión superficial del sólido hasta alcanzar, en caso de 

saturación, el valor de la tensión superficial del líquido [Janczuk y cols., 1984, 

1987]. Bajo estas condiciones límite, πe = γS - γL [Janczuk y cols., 1989]. En el 

caso contrario, que corresponde generalmente a sólidos de poca energía 

superficial, como los utilizados en este trabajo, πe es despreciable y la ecuación 

de Young se puede escribir: 

 

θγ+γ=γ cosLSLS         (42) 

 

Un factor importante a considerar en las medidas de ángulo de contacto es el 

fenómeno de histéresis. Cuando una gota de líquido se deposita sobre la 

superficie de un sólido, se puede producir dependiendo del método utilizado un 

avance (la gota se deposita sobre una superficie seca) o una regresión (la gota 

depositada se retrae, desplazándose sobre zonas ya mojadas) de esta. De esta 

forma, los respectivos ángulos de contacto son: θa (avance) y θr (retroceso). Se 

verifica que θr es siempre inferior a θa. Este fenómeno puede dificultar la 

estimación del verdadero ángulo 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 líquido. Nuestras 

medidas experimentales se han realizado sobre el ángulo de avance. Un trabajo 

reciente explica los valores de los ángulos de retroceso como consecuencia de la 

disminución de la energía superficial del sólido causada por la presión superficial 

asociada a la adsorción del vapor del líquido utilizado [Chibowski y González-

Caballero, 1993]. 
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Una vez medidos los ángulos de contacto, es posible determinar los 

componentes de la energía superficial del sólido. Sustituyendo en la ecuación 42 

el valor de γSL dado por la ecuación 37, se obtiene: 

 

( )θ+γ=γγ+γγ+γγ +−−+ cos1222 LLSLS
LW
L

LW
S     (43) 

 

Midiendo los ángulos de contacto formados por tres líquidos diferentes, de 

los que se conocen las componentes de su tensión superficial, se puede establecer 

un sistema de tres ecuaciones con tres incógnitas como la ecuación 43, a partir de 

la cual se calcularán los valores de las componentes del sólido. Por lo general, se 

suelen utilizar dos líquidos polares y uno apolar. 

 

El análisis termodinámico superficial se efectuó en los tres tipos de 

nanopartículas sintetizadas: núcleo magnético (magnetita, Fe3O4), recubrimiento 

lipídico (liposomas) y nanopartículas compuestas obtenidas utilizando la relación 

de masas iniciales 4:3 [fosfatidilcolina:magnetita, PC:Fe3O4]. Los líquidos 

empleados fueron: agua filtrada y desionizada con un sistema Milli-Q Academic 

[Millipore, Francia], formamida [Carlo Erba, Italia] y α-bromonaftaleno [Merck, 

Alemania]. En la aplicación del modelo de van Oss se utilizaron los valores de las 

componentes de la tensión superficial de los líquidos de prueba utilizados (Tabla 5.1.) 

[van Oss, 2006]. 

 

LÍQUIDO γ
LW  γ

+ γ
- 

Agua 21.8 25.5 25.5 
Formamida 39.0 2.28 39.6 

α-Bromonaftaleno 43.6 0.0 0.0 
 

Tabla 5.1. Componentes de la tensión superficial (mJ/m2) a 20 ºC de los líquidos 

utilizados en el experimento de medida del ángulo de contacto.  
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La medida de los ángulos de contacto se realizó con un goniómetro Ramé-Hart 

100-0.7-00 (USA), que permite observar las gotas de líquido depositadas sobre un 

sólido. Este aparato dispone de un conjunto de tornillos micrométricos que permiten 

los desplazamientos verticales y horizontales del sustrato, así como de un limbo 

graduado para la medida del ángulo con una precisión de ± 1º. El uso de una 

microjeringa Gimont (EE.UU.) permite controlar el volumen de la gota depositada 

entre 2 y 4 µL. Las medidas se realizaron a 25.0 ± 0.5 ºC, utilizando una cámara 

termostática. Las imágenes capturadas de las gotas de los líquidos depositados sobre la 

superficie de los materiales se obtuvieron mediante una cámara CCD [Pixelink PL-

A662, Canadá] y un sistema de análisis digital de imágenes. 

 

Los ángulos de contacto de los líquidos seleccionados se determinaron sobre 

capas delgadas de los tres tipos de materiales, depositadas sobre portaobjetos de 

microscopio. Estas superficies lisas se obtuvieron tras la adición de manera uniforme 

de una suspensión acuosa (≈ 10 %, p/v) de cada tipo de coloide sobre la superficie 

limpia y seca de una placa de vidrio. En la preparación de la muestra pudimos 

comprobar que con la adición de 15 mL de suspensión acuosa de nanopartículas se 

obtenía una capa de material suficientemente gruesa y uniforme. La desecación de los 

portaobjetos con cada una de las muestras se realizó a 35.0 ± 0.5 ºC, utilizando un 

horno de desecación durante 24 horas. De esta manera, se obtuvo una capa de material 

muy uniforme a nivel macroscópico, que permitió que la medida de los ángulos de 

contacto se realizara en gotas muy estables.  

 

En la Figura 5.1. se recogen los valores promedio de los ángulos de contacto 

obtenidos tras realizar 16 determinaciones midiendo sobre una nueva gota después de 

cada dos medidas. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la existencia de 

importantes diferencias entre los núcleos de óxido de hierro y los magnetoliposomas. 
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Figura 5.1. Ángulos de contacto (grados) de los líquidos utilizados en las determinaciones con 

nanopartículas de Fe3O4, liposomas y magnetoliposomas. 

 

5.3. COMPONENTES DE LA ENERGÍA LIBRE 

SUPERFICIAL DE LAS NANOPARTÍCULAS  
 

Para proporcionar una información física veraz sobre la termodinámica de los tres 

tipos de superficies es fundamental la evaluación de las componentes de γS. Los 

datos representados en la Figura 5.2. confirman en gran medida nuestras 

estimaciones sobre la eficacia del recubrimiento de los núcleos magnéticos 

basadas en las propiedades electrocinéticas (ver Capítulo 4) y análisis 

microscópico (ver Capítulo 6). En particular, para cualquier componente de la 

energía libre superficial, sus valores para las nanopartículas magnéticas, 

magnetoliposomas, coinciden casi totalmente con los correspondientes al 

liposoma puro.  
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Además, a pesar de que la componente Lifshitz-van der Waals (LW
Sγ ) es la 

menos afectada por el tratamiento superficial, como suele ser habitual [Arias y 

cols., 2001, 2006, 2008d], su valor para los magnetoliposomas (≈ 41.5 mJ/m2) es 

casi el mismo que para liposomas (≈ 39.5 mJ/m2). En cuanto a la componente 

electrón-aceptor (+
Sγ ), aún presentando valores muy bajos para los tres tipos de 

materiales, esta es virtualmente cero para el liposoma y los magnetoliposomas y 

adquiere valores finitos superiores para la magnetita. La contribución electrón-

donante ( −
Sγ ) muestra una diferencia mucho más notable entre los núcleos de 

óxido de hierro y los magnetoliposomas. El elevado valor de esta última 

componente en el caso de la magnetita confirma su carácter monopolar electrón-

donante [Arias y cols., 2001; van Oss, 2006]. Según van Oss, esto quiere decir 

que la magnetita puede tener interacciones ácido-base con fases de cualquier 

polaridad (γ+, γ-, o ambas, diferentes de cero) pero las fuerzas AB no contribuyen 

a su energía libre de cohesión. Resultados similares se han obtenido 

anteriormente con diferentes compuestos inorgánicos [Chibowski, 1992; 

Chibowski y Holysz, 1992; Durán y cols., 1994, 1995]. Es bastante general el 

comportamiento monopolar en los materiales inorgánicos, si bien se ha descrito 

un carácter bipolar en materiales como la calconita y la galena [Janczuk y cols., 

1984, 1987, 1994]. 
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Figura 5.2. Componentes de la energía libre superficial (mJ/m2) de las nanopartículas de 

Fe3O4, liposomas y magnetoliposomas. γLW
S  es la componente de Lifshitz-van der Waals; 

γ+
S ( γ-

S ) es la componente electrón-aceptor (electrón-donante). 

 

Con los resultado obtenidos y junto con el análisis electrocinético de los tres 

tipos de coloides, podemos afirmar que el recubrimiento de los núcleos 

magnéticos es completo cuando se utiliza la relación de masas iniciales 4:3 

(fosfatidilcolina:magnetita, PC:Fe3O4). 

 

5.4. ANÁLISIS DE LA NATURALEZA 

HIDRÓFILA/HIDRÓFOBA  
 

Como ya hemos comentado anteriormente, una caracterización 

termodinámica tan exhaustiva como la descrita sólo tiene interés desde el punto 

de vista fundamental. Las interacciones implicadas en la determinación de la 
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energía libre superficial de los materiales se manifiestan a través de fenómenos 

como la agregación de nanopartículas en suspensión o su adhesión a diferentes 

sustratos. La idea que prevalece en nuestro estudio es que las metodologías 

empleadas, junto con su base teórica, permiten: i) especificar completamente la 

componente LW de la energía de interacción entre las nanopartículas dispersas 

(contemplada, junto con la repulsión electrostática entre dobles capas eléctricas, 

en la teoría clásica DLVO); y ii ) cuantificar igualmente las contribuciones no-

DLVO a la energía total del sistema, las cuales se relacionan con la componente 

AB de la teoría superficial tanto del sólido en suspensión como del líquido. 

 

Consideramos aquí la importancia de los términos LW y AB de la energía de 

interacción entre los materiales descritos en este trabajo (fase 1) en un medio 

acuoso (fase 2): 

 

ABLW GGG 121121121 ∆+∆=∆        (44) 

 

Haciendo uso de la ecuación 38, pueden obtenerse los valores de LWG121∆  y 

ABG121∆ , que se muestran en la Tabla 5.2. 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 AB, siendo además negativo. Por tanto, la 

variación de la energía libre de interacción total es debida, principalmente, a la 

componente AB [Arias y cols., 2001, 2008a]. 
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Tabla 5.2. Energía libre de interacción (mJ/m2) entre las nanopartículas y sus 

componentes AB y LW en medio acuoso. 

 

El hecho de que sea positiva la contribución AB, en el caso de la magnetita, 

indica que su naturaleza fuertemente monopolar provoca una significativa 

repulsión entre las nanopartículas. La interacción LW, debida a la contribución 

apolar, siempre atractiva en estos casos, es mucho menos intensa, provocando por 

ello un valor neto positivo para 121G∆ . Por el contrario, tanto los 

magnetoliposomas como los liposomas tienen valores negativos de 121G∆  

(atracción hidrófoba), que se añaden a la atracción de van der Waals. 

 

Obviamente, estos cambios en la energía libre superficial se manifiestan en 

las características hidrófobas/hidrófilas de los diferentes materiales estudiados. 

Puede utilizarse el siguiente criterio para determinar cuando un material puede 

considerarse hidrófilo o hidrófobo [van Oss, 2006]: si 121G∆  resulta ser negativo, 

las interacciones interfaciales favorecen la atracción entre sí de las 

nanopartículas, y se consideran hidrófobas. Por el contrario, la hidrofilia se 

corresponde con valores positivos de 121G∆ .  

 

La Figura 5.3. muestra los resultados obtenidos para los tres tipos de 

nanomateriales. Como puede apreciarse, la naturaleza hidrófila de la magnetita se 

pierde al ser recubierta por el fosfolípido hidrófobo. Esto puede considerarse un 

indicio muy claro de que dicho recubrimiento ha sido efectivo. 

SÓLIDO LWG121∆ (mJ/m2) ABG121∆ (mJ/m2) 121G∆ (mJ/m2) 
Fe3O4 -2.8 ± 0.6 8.4 ± 2.2 5.6 ± 1.9 

Liposomas -5.2 ± 1.2 -16.2 ± 0.8 -21.4 ± 6.6 
Magnetoliposomas -6.3 ± 1.9 -9.4 ± 0.5 -15.7 ± 5.4 
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Figura 5.3. Valores de 121G∆  (mJ/m2) y carácter hidrófilo/hidrófobo de los tres tipos de 

nanomateriales: Fe3O4, liposomas y magnetoliposomas. 

 

La información ya descrita sobre las características superficiales de los 

materiales estudiados, permite argumentar el mecanismo por el que los núcleos 

de magnetita son recubiertos por las vesículas lipídicas. Dicho mecanismo de 

formación, es apoyado a través de la caracterización de las propiedades eléctricas 

superficiales de dichos nanosistemas (ver Capítulo 4). Además, podemos dar un 

razonamiento termodinámico a partir de los datos de γ S(Figura 5.2.), la energía 

libre de interacción entre la magnetita (M) y la estructura multilamenar lipídica 

(S) en el medio aucoso (A), MASG∆ , puede calcularse utilizando la ecuación de 

Dupré [van Oss, 2006; Arias y cols., 2011d; Chen y cols., 2010]: 

 

SAMAMSMASG γγγ −−=∆        (45) 

 

donde las energías libres interfaciales pueden ser calculadas fácilmente a través 

del modelo desarrollado [van Oss, 2006; Arias y cols., 2011d] para cada par de 
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interfases involucradas. El resultado de este cálculo es -16.8 ± 1.3 mJ/m2. Esto 

significa que las interacciones de van der Waals y ácido-base entre los núcleos de 

magnetita y las vesículas lipídicas multilamelares son netamente atractivas. En 

otras palabras, termodinámicamente es más favorable para la estructura lipídica 

multilamelar permanecer en contacto con la magnetita antes que estar aislada en 

el agua [Arias y cols., 2001; Clares y cols., 2013]. 
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6.1. PROPIEDADES MAGNÉTICAS           
 

Las propiedades magnéticas macroscópicas de los materiales son consecuencia de 

los momentos magnéticos asociados con sus átomos individuales. En un átomo, cada 

electrón tiene momentos magnéticos que se originan de dos fuentes distintas. Una de 

estas fuentes está relacionada con el movimiento angular orbital del electrón alrededor 

del núcleo y la otra tiene su origen en su espín. El electrón, siendo una carga en 

movimiento, puede ser considerado como una pequeña espira de corriente que genera 

un gradiente magnético muy pequeño con un momento magnético asociado a lo largo de 

su eje de rotación. Por lo tanto, el momento magnético neto de un átomo es justamente 

la suma de los momentos magnéticos de cada uno de los electrones constituyentes, 

incluyendo tanto las contribuciones orbitales como de espín y tomando en consideración 

la cancelación 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 [Callister, 1996a]. 

 

• Diamagnetismo. Es una forma muy débil de magnetismo que no es permanente y 

persiste sólo mientras el campo externo está presente. Está asociado a átomos 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 (µr) es ligeramente menor que uno y la susceptibilidad magnética (χ) es 

negativa. Recuérdese que χ es una magnitud característica de cada material (en 

general, depende de la temperatura, de la orientación de la muestra respecto al 

gradiente aplicado y del valor de éste) y relaciona la imanación M (momento 

magnético por unidad de volumen) y el gradiente magnético H: 

 

HM ×= χ          (45) 
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La relación entre la inducción magnética B y el gradiente H en un medio imanado 

es: 

 

)(0 MHB += µ         (46) 

 

Siendo 0µ la permeabilidad magnética del vacío. Aplicando la ecuación 45: 

 

HHHMB r µµµµ ==+= 00 )1(       (47) 

 

que constituye la definición de permeabilidad magnética relativa (µr) y absoluta (µ). 

 

• Paramagnetismo. Es característico de aquellos átomos o moléculas que tienen 

momentos magnéticos permanentes que no interaccionan entre sí y que en ausencia 

de campo externo están orientados al azar, de modo que una porción cualquiera de 

material no posee imanación neta permanente. Estos dipolos atómicos son libres 

para girar y se producirá paramagnetismo cuando, mediante rotación, se alineen de 

forma preferente con un campo magnético externo. En estos materiales χ es positiva 

y depende de la temperatura, mientras que µr es ligeramente mayor que uno. Una 

característica muy interesante por sus implicaciones biomédicas es el 

superparamagnetismo. Esta propiedad es consecuencia de un cambio cualitativo en 

la estructura de los materiales magnéticos nanométricos, la cual pasa de estar 

constituida por numerosos dominios magnéticos, a estar formada por un único 

dominio magnético o monodominio. Esta estructura determina una reducción muy 

importante de la barrera de anisotropía magnética, lo que provoca la desaparición 

de la histéresis (no hay campo coercitivo ni remanencia) [Álvarez Paneque y cols., 

2008].  

 

• Ferromagnetismo. En estos materiales las interacciones de acoplamiento hacen que 

los momentos magnéticos netos de espín de átomos adyacentes se alineen unos con 
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otros aun en ausencia de un campo magnético aplicado. Esta alineación mutua de 

los espines se presenta en volúmenes relativamente grandes del cristal denominados 

dominios. La máxima imanación posible (magnetización de saturación) 

corresponde a la situación en que todos los dipolos magnéticos en una muestra 

sólida están mutuamente alineados con el campo externo. Estos materiales 

presentan una χ positiva, muy grande y dependiente del campo mientras que µr tiene 

un valor en torno a 105. La magnetización de saturación y la permeabilidad 

magnética dependen significativamente de H y de la temperatura.  

 

• Antiferromagnetismo. Fenómeno de acoplamiento entre los momentos magnéticos 

que determina su alineamiento antiparalelo, de modo que el material mostrará 

imanación espontánea nula. Estos materiales tienen una µr > 1 y χm positiva.  

 

• Ferrimagnetismo. La interacción de intercambio entre momentos magnéticos en 

estos materiales favorece también la alineación antiparalela, pero los momentos no 

son idénticos en módulo, por lo que no se cancelan completamente. Por este motivo 

su comportamiento será parecido al de los ferromagnéticos.  

 

6.2. CICLO DE HISTÉRESIS 
 

La magnetita es un material iónico ferrimagnético con estructura cristalina cúbica 

holoédrica del tipo de las espinelas inversas y que pertenece al grupo de las ferritas 

blandas [Callister, 1996b]. Su fórmula puede escribirse como Fe2+O2-(Fe3+)2(O
2-)3, 

donde los iones Fe existen en los estados de valencia +2 y +3 en una proporción 1:2. 

Para cada uno de los iones Fe2+ y Fe3+ existe un momento magnético que corresponde a 

4 y 5 magnetones de Bohr, respectivamente. Además, los iones O2- son magnéticamente 

neutros. Entre los iones Fe2+ y Fe3+ se producen interacciones de acoplamiento de los 

espines en las direcciones antiparalelas, similares a las que se producen en el caso del 
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antiferromagnetismo. Sin embargo, se produce un momento ferrimagnético neto debido 

a que los momentos de espín no se cancelan completamente. 

 

Cualquier material ferromagnético o ferrimagnético a temperaturas inferiores a la 

temperatura de Curie está formado por pequeñas regiones tridimensionales en las que 

todos los momentos magnéticos se encuentran alineados en la misma dirección 

[Callister, 1996b; Mercouroff, 1969]. Estas regiones se denominan dominios y cada uno 

está magnetizado hasta la saturación. Los dominios adyacentes están separados por 

paredes de dominio, a través de las cuales la dirección de imanación 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 está inicialmente no imanado, entonces B varía en función de H según se 

muestra en la Figura 6.1. La curva empieza en el origen, y a medida que aumenta H, la 

inducción B empieza a aumentar lentamente y después más rápidamente hasta que al 

final alcanza un nivel determinado y se hace independiente de H. Este valor máximo de 

B es la densidad de flujo de saturación (Bs) y la imanación correspondiente es la 

imanación de saturación (Ms). Según la ecuación B = µ · H, la permeabilidad (µ) es la 

pendiente de la curva B frente a H, y se puede apreciar en la Figura 6.1. 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 (µi), tal como se indica en la 

Figura 6.1.  
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Figura 6.1. 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 imanación. 

 

A medida que se aplica el campo H, los dominios cambian de forma y tamaño 

debido al movimiento de los límites de dominio. Las estructuras típicas de los dominios 

están representadas de forma esquemática en varios puntos de la curva de la Figura 6.1. 

Inicialmente, los momentos de los dominios constituyentes están 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 están orientados en direcciones favorables al campo 

aplicado (o casi alineado con él) crecen a expensas de aquellos que no están 

favorablemente orientados. Este proceso continúa al aumentar la intensidad del campo 

hasta que la muestra macroscópica se convierte en un solo dominio, el cual está casi 
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completamente alineado con el campo. La saturación se alcanza cuando este dominio 

gira y se orienta con el campo H. 

 

A partir de la saturación, punto S de la Figura 6.2., a medida que el campo H se 

reduce, la curva no invierte su camino original, sino que se produce un efecto de 

histéresis. Debido a este efecto, el campo B va retrasado con respecto al campo aplicado 

H, es decir, disminuye más 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, Br. Por este motivo, el material permanece imanado en ausencia de un 

campo externo H. 

 

 

 

Figura 6.2. Densidad de flujo magnético frente a la intensidad del campo magnético de un 

material ferromagnético para la saturación en ambas direcciones (puntos S y S´). La curva de 

histéresis viene representada por una curva sólida, mientras que la curva discontinua indica la 

primera imanación del material. La remanencia Br y la fuerza coercitiva Hc también están 

representadas. 



 
 Capítulo 6. Propiedades Magnéticas 
 
 

-185- 
 

Para reducir a cero B dentro de la muestra (punto C de la Figura 6.2.), se debe 

aplicar un gradiente H de magnitud a – Hc en la dirección opuesta del gradiente original. 

Hc se denomina coercitividad, o bien, fuerza coercitiva. Al continuar aplicando el 

gradiente en la dirección contraria a la del original, finalmente se alcanza la saturación 

en la dirección opuesta, correspondiente al punto S .́ Una segunda inversión del 

gradiente magnético hasta el punto de la saturación inicial (punto S) completa el ciclo de 

histéresis simétrico y también produce una remanencia negativa (-Br) y una 

coercitividad positiva (+Hc). La curva B frente a H de la Figura 4.6., representa un ciclo 

de histéresis hasta saturación. Desde luego, no es necesario aumentar H hasta la 

saturación antes de invertir su dirección. Además, es posible invertir la dirección del 

gradiente magnético en cualquier punto a lo largo de la curva y generar otros ciclos de 

histéresis.  

 

La determinación del modo de variación de la imanación de la muestra con el 

gradiente magnético aplicado es una herramienta muy adecuada para caracterizar (a 

nivel macroscópico) el comportamiento magnético de un sistema transportador de 

fármacos basados en nanopartículas de óxido de hierro [Arias y cols., 2007a]. Por tanto, 

el objetivo a alcanzar en este apartado es la caracterización de las propiedades 

magnéticas de los núcleos de Fe3O4 y el efecto que el recubrimiento lipídico puede tener 

sobre éstos. Las propiedades magnéticas de la magnetita y de los magnetoliposomas 

quedan perfectamente definidas mediante el ciclo de histéresis. Esta caracterización 

macroscópica del comportamiento magnético de las partículas coloidales se realizó con 

la ayuda de un magnetómetro-susceptibilímetro Manics DSM-8 (Francia). Todas las 

medidas se realizaron a 25.0 ± 0.5 ºC, ya que a esta temperatura se realizó la 

preparación y el almacenamiento de las suspensiones. 

 

La Figura 6.3. recoge el ciclo de histéresis de las nanopartículas de magnetita y de 

de las nanopartículas compuestas con la relación de masas correspondiente a la 

proporción 4:3 (fosfolípido:magnetita, PC:Fe3O4) estudiada anteriormente. En ambos 
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casos, el comportamiento observado se explica considerando el carácter 

superparamagnético de la magnetita, consecuencia del pequeño tamaño de la Fe3O4 (< 

20 nm) [López-López y cols., 2005]. Dado que no se pudo determinar con precisión la 

densidad de las partículas compuestas, los datos de imanación se dan en masa y no en 

volumen. De la región lineal del ciclo de histéresis (zona de campo magnético bajo) 

puede estimarse la susceptibilidad magnética inicial (χmi) de los materiales: (0.14 ± 

0.04) en el caso de la magnetita, y (2.51 ± 0.23) en el caso de los magnetoliposomas. 

También se pudo apreciar un valor notablemente menor de la imanación de saturación 

en este segundo caso, debido a la menor cantidad de material magnetizable. Es muy 

interesante resaltar el aumento considerable en el valor de la magnetización de 

saturación de los núcleos magnéticos cuando quedan atrapados por la estructura 

vesicular fosfolipídica: 14 ± 2 kA/m en el caso de la magnetita, y 206 ± 12 kA/m en los 

magnetoliposomas.  
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Figura 6.3. Ciclo de histéresis de las nanopartículas de Fe3O4 (□) y de magnetoliposomas (■). 

 

Estas propiedades magnéticas de los magnetoliposomas nos permiten postular que 

el nanosistema diseñado tiene las características adecuadas para su utilización en el 

transporte de fármacos a un órgano, tejido o célula diana, con una enorme capacidad de 

respuesta a gradientes magnéticos aplicados. Por este motivo, la direccionabilidad de las 

partículas coloidales hasta el lugar de acción en el organismo deberá quedar 

garantizada.  
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6.3. PRUEBA IN VITRO A NIVEL MACROSCÓPICO 

Y MICROSCÓPICO  
 

El análisis cualitativo de la capacidad de respuesta a gradientes magnéticos 

aplicados de las partículas de Fe3O4 y de magnetoliposomas fue analizada mediante 

visualización macroscópica del efecto que ejerce un imán permanente de 400 mT sobre 

una suspensión acuosa de estas nanopartículas. Más concretamente, fueron preparadas 

sendas suspensiones acuosas coloidales con una concentración < 0.5 % (p/v). A 

continuación, se puso en contacto la suspensión de Fe3O4 y la de magnetoliposomas con 

un gradiente magnético de 400 mT a una temperatura de 25.0 ± 0.5 ºC, y se observó el 

comportamiento de las partículas magnéticas en estas condiciones. Como puede 

apreciarse en la Figura 6.4., los magnetoliposomas, con la relación de masas 

correspondiente a la proporción 4:3 (fosfolípido:magnetita, PC: Fe3O4), son atraídos 

muy rápidamente por el imán, lo que confirma las excelentes propiedades magnéticas 

del nanosistema diseñado. De hecho, el sobrenadante de la suspensión queda 

completamente transparente en sólo 1 minuto desde que se sometieran las 

nanopartículas a la acción del imán. Por el contrario, la suspensión de nanopartículas de 

Fe3O4 mantiene su aspecto homogéneo incluso tras 24 horas de exposición al gradiente 

magnético externo. El carácter superparamagnético de los núcleos de óxido de hierro 

justifica la ausencia de respuesta magnética.  
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Figura 6.4. Observación visual macroscópica de la decantación magnética de las partículas de 

magnetita (Fe3O4) y de los magnetoliposomas bajo la influencia de un imán permanente de 400 

mT localizado en el lateral (a) o debajo (b) de las muestras. 

 

Finalmente, con el fin de analizar el comportamiento a nivel microscópico de las 

suspensiones acuosas de magnetoliposomas, para ello, seguimos su evolución mediante 
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microscopía óptica. Indicar nuevamente que las suspensiones de magnetoliposomas 

presentaban la relación de masas correspondiente a la proporción 4:3 

(fosfolípido:magnetita, PC: Fe3O4). La suspensión acuosa de magnetoliposomas tenía 

una concentración de nanopartículas del 0.1 % (p/v) y la exposición a un campo 

magnético de 400 mT se realizó a 25.0 ± 0.5 ºC. En concreto, una gota de suspensión 

acuosa de las nanopartículas se colocó en un portaobjetos y fue sometida a un imán 

localizado en diferentes posiciones con respecto a la suspensión magnética. La 

visualización del efecto que el gradiente magnético ejerce sobre la suspensión de 

nanopartículas se realizó utilizando un microscopio óptico (magnificación: 40X). 

 

Como puede observarse en la Figura 6.5., la suspensión acuosa de 

magnetoliposomas es muy homogénea en ausencia de campo magnético aplicado. Sin 

embargo, cuando la gota de suspensión queda bajo la influencia del imán de 400 mT, las 

nanopartículas tienden a formar agregados en forma de cadenas paralelas a la dirección 

del gradiente magnético aplicado (Figura 6.5. en adelante). Este comportamiento puede 

explicarse si tenemos en cuenta que las interacciones magnéticas entre los 

magnetoliposomas son de mayor intensidad en comparación con las interacciones 

coloidales de tipo DLVO (interacciones electrostáticas tipo van der Waals y de 

hidratación o ácido-base), a pesar de la existencia del recubrimiento liposomal en torno 

a los núcleos de óxido de hierro. 
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Figura 6.5. Observación por microfotografía óptica (magnificación: 40X) de una suspensión 

acuosa de magnetoliposomas en ausencia (a) o bajo la influencia de un campo magnético 

externo (B = 400 mT), en la dirección de la flecha (b, c, d). 
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En el tratamiento del cáncer, es importante conocer la posible toxicidad de los 

coloides transportadores de fármacos sobre las células, ya que puede influir 

significativamente, en la llegada al lugar de acción y acceso a la zona diana. La ausencia 

de citotoxicidad de las nanoplataformas favorece la entrada de dichos nanosistemas en 

las células y tejidos tumorales, para así poder ejercer su función transportadora, y 

adicionalmente se evitara un perjuicio en las células sanas si se produce interacción con 

ellas, debido a la biocompatibilidad y biodegradabilidad de las partículas empleadas.  

 

En este ensayo se evaluó la ausencia de citotoxicidad de los nanosistemas mixtos en 

fibroblastos de colon humano CCD-18 y en líneas celulares del carcinoma de colon 

humano T-84; asimismo se investigó la excelente compatibilidad sanguínea in vitro de 

núcleos de Fe3O4, liposomas y magnetoliposomas, por medio de la caracterización del 

efecto sobre la activación plaquetaria, la activación del complemento, la hemólisis y el 

tiempo de coagulación en muestras de plasma sanguíneo. 

  

7.1. HEMOCOMPATIBILIDAD  

 

Es importante que los sistemas transportadores de fármacos presenten una adecuada 

compatibilidad sanguínea para así conseguir un perfil terapéutico óptimo [Bender y 

cols., 2012; Dash y cols., 2010]. Se investigó la interacción de nanopartículas de 

magnetita, liposomas y magnetoliposomas con componentes de la sangre para ver el uso 

potencial de los compuestos magnéticos en el transporte sistémico de fármacos en 

combinación con el fenómeno de hipertermia. Las muestras de sangre se obtuvieron a 

partir de cinco mujeres adultas sanas (de entre 25 a 45 años), y fueron añadidas en 

recipientes que contenían ácido etilendiaminotetraacético (EDTA, utilizado en 

experimentos de hemólisis y activación plaquetaria), o citrato sódico (utilizado en 

experimentos de activación del sistema del complemento y tiempo de coagulación del 

plasma sanguíneo). Siguiendo un método claramente definido [Dash y cols., 2010], las 

nanopartículas fueron puestas en contacto con alícuotas de muestras de sangre para 
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evaluar su efecto en los eritrocitos, la coagulación sanguínea y el sistema del 

complemento. Estos ensayos se realizaron por triplicado. Una solución de tampón 

fosfato (PBS) fue usada como control negativo. Las técnicas espectrofotométricas UV 

fueron validadas con éxito y se verificó su exactitud, precisión y linealidad.  

 

En la Tabla 7.1. se muestran los datos obtenidos a partir de los estudios de 

compatibilidad sanguínea. Los resultados sugieren claramente un amplio margen de 

seguridad in vivo para los tres tipos de partículas (Fe3O4, liposomas y 

magnetoliposomas), y por lo tanto, dichos nanosistemas pueden ser considerados 

adecuados para la administración por vía parenteral. De hecho, si comparamos los datos 

con los obtenidos a partir del control, se espera que las partículas presenten un efecto 

insignificante sobre la hemólisis; además de no afectar a la liberación de la sP-selectina 

(cuantificación de activación de las plaquetas), a la activación del sistema del 

complemento y al tiempo de coagulación del plasma sanguíneo. Resultados similares se 

han obtenido en otras partículas compuestas magnéticas con un margen de seguridad 

muy significativo a nivel in vivo [Dash y cols., 2010, Pérez-Artacho y cols., 2012].  

 

MUESTRA HEMÓLISIS 
(%) 

LIBERACIÓN 
DE 

sP-SELECTINA 
(ng/mL) 

C3a desArg 
(ng/mL) 

T1/2 máx 
(min) 

Fe3O4 1.6 ± 0.4 98 ± 7 290 ± 4 11.3 ± 0.6 
Liposomas 1.7 ± 0.3 108 ± 5 294 ± 5 10.8 ± 0.6 

Magnetoliposomas 1.4 ± 0.5 101 ± 6 288 ± 6 10.9 ± 0.5 
Control (solución PBS) 0 103 ±7 292 ± 8 11.1 ± 0.6 

 

Tabla 7.1. Compatibilidad sanguínea de Fe3O4, liposomas y magnetoliposomas en términos de 

hemólisis (%), activación plaquetaria (liberación de SP-selectina, ng/mL), la activación del 

complemento (C3a liberación: C3a desArg, ng/mL), y el tiempo de coagulación del plasma  

(T 1/2 máx, min). 
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7.2. ESTUDIOS DE PROLIFERACIÓN IN VITRO 
 

Las partículas de Fe3O4, liposomas y magnetoliposomas fueron probadas en 

fibroblastos de colon humano CCD-18, y en líneas celulares de carcinoma de colon 

humano T-84 (obtenidos del Centro de Instrumentación Científica, Universidad de 

Granada, España; y de la American Type Culture Collection, EE.UU., respectivamente). 

Ambas líneas celulares se cultivaron en Medio de Eagle modificado de Dulbecco 

(DMEM) [Sigma-Aldrich, EE.UU], suplementado con un 10 % de suero fetal bovino 

(SFB), 15 mM de ácido 4-(2-hidoxietil)-1-piperazinaetanosulfónico) (HEPES), 14 mM 

de bicarbonato sódico, 2 mM de L-glutamina, 40 µg/mL de gentamicina y 500 µg/mL 

de ampicilina [Antibióticos S.A., España]. Las células fueron sembradas en cultivos 

monocapa en 96 pocillos (6 · 103 células por pocillo), y mantenidas durante 24 horas a 

37.0 ± 0.5 ºC en una atmósfera controlada con un 5 % de CO2 en aire. 

 

El análisis de citotoxicidad de las partículas en las líneas celulares se evaluó por 

triplicado mediante el ensayo MTT. El MTT es un ensayo colorimétrico basado en la 

reducción del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Este 

proceso es realizado por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa de células 

metabólicamente activas, la cual transforma al MTT de un compuesto hidrofílico de 

color amarillo a un compuesto azul, hidrofóbico (formazán). La cantidad de células 

vivas es proporcional a la cantidad de formazán producido. Por lo cual, este método 

permite medir supervivencia y proliferación celular, así como también, determinar la 

citotoxicidad de potenciales agentes terapéuticos. 

 

El porcentaje de proliferación se calculó utilizando ambas líneas celulares para 

partículas vacías. Brevemente, un amplio rango de concentración de partículas (0.05-

100 µg/mL) se añadió a las células en el medio de cultivo. Después de 48 y 72 horas de 

incubación a 37.0 ± 0.5 ºC, 20 µL de solución de MTT en medio de cultivo celular (5 

mg/mL) se añadieron a cada pocillo. Después de 4 horas de incubación a la temperatura 
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establecida, el medio de cultivo se retiró y los cristales resultantes formados fueron 

disueltos en 200 µL de dimetilsulfóxido (DMSO). La densidad óptica (OD) del 

colorante empleado, es proporcional al número de células viables, y fue medida entre 

570 nm y 690 nm, utilizando un colorímetro Titertek Multiscan [Flow Laboratories, 

Irvine, EE.UU]. El porcentaje de células vivas fue calculado a través de la relación entre 

las densidades ópticas de las células tratadas y las células no tratadas (control) 

multiplicado por 100. 

 

Los datos de citotoxicidad in vitro de las nanopartículas de Fe3O4, liposomas y 

magnetoliposomas en las líneas celulares (fibroblastos de colon humano CCD-18 y 

células de carcinoma de colon humano T-84) utilizadas, pueden ser observados en la 

Figura 7.1. En general, se podría asumir que todos estos coloides (sin carga de fármaco), 

exhibieron una insignificante citotoxicidad en ambas líneas celulares. 

Independientemente del tipo y concentración de partícula, y tiempo de incubación 

célula-partícula; los resultados del ensayo de MTT indicaron que no hubo diferencias 

significativas entre las absorbancias correspondientes a los controles de las líneas 

celulares y las absorbancias correspondientes a los pocillos tratados con las 

nanopartículas. Sin embargo, las nanopartículas de Fe3O4 a concentraciones superiores o 

iguales a 40 µg/mL y después de 72 horas de tiempo de contacto (incubación) con las 

líneas celulares CCD-18, inducían una toxicidad importante (p < 0.05), con ≈ 22-28 % 

de la reducción en la proliferación celular. En el caso de los magnetoliposomas, estos 

indujeron una ligera toxicidad en las líneas de células T-84. Concretamente, a una 

concentración de 70 µg/mL, durante 48 horas de incubación, se produjo una reducción 

en la proliferación celular de ≈ 12 % (p < 0.05); para la misma línea celular, con un 

rango de concentración de 10 a 70 µg/mL, durante 72 horas de incubación, los 

magnetoliposomas produjeron una reducción en la proliferación celular de ≈ 13 % (p < 

0.05). Además, puede ser inducida una toxicidad importante por parte de los 

magnetoliposomas en líneas de células T-84, con una concentración de 100 µg/mL tras 

48 y 72 horas de incubación, en estas condiciones se produce una reducción de la 



 
 Capítulo 7. Estudio de citotoxicidad in vitro de las nanopartículas 
 
 

-199- 
 

proliferación celular de ≈ 30 % y 35 %, respectivamente (p < 0.05). Por lo tanto, las 

concentraciones de partícula de magnetoliposomas que causan citotoxicidad no se deben 

utilizar en la terapia contra el cáncer. 

 

 

 
 

Figura 7.1. Gráficas de citotoxicidad in vitro sobre líneas celulares de fibroblastos humanos de 

colon (CCD-18) y de carcinoma de colon humano (T-84), tras ser expuestas a nanopartículas de 

Fe3O4, liposomas y magnetoliposomas, después de 48 (barra gris) y 72 (barra blanca) horas de 

incubación. Los valores son la media ± desviación estándar (DE) de tres determinaciones. 
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En la respuesta producida a un fármaco son fundamentales dos aspectos: tiempo 

que permanece el fármaco en su lugar de acción y cantidad de fármaco que llega a su 

diana terapéutica. Dicha administración aparece limitada por resistencias al fármaco, 

captura del medicamento por otras células del organismo, incapacidad del fármaco 

para penetrar en las células o tejidos en tratamiento o por carecer de un tropismo 

específico, distribuyéndose por el organismo y dirigiéndose no solo a la biofase, sino 

también al resto de células y tejidos. En consecuencia, para obtener una concentración 

suficiente a nivel de las células blanco, es necesario administrar dosis relativamente 

elevadas, que conducen a efectos toxicológicos e inmunológicos indeseables. En base 

a estas premisas irán encaminadas las nuevas formas de dosificación de medicamentos 

conocidas como formas de liberación controlada. 

 
En el caso de los fármacos antitumorales, el objetivo será asegurar la máxima 

acumulación de estos principios en el lugar diana para tratar de aumentar su eficacia 

terapéutica y minimizar los fenómenos de toxicidad asociados al tratamiento 

farmacológico [Floréz, 2008]. En este sentido, uno de los campos que está recibiendo 

especial atención es la utilización de coloides como sistemas transportadores de 

fármacos al tejido u órgano diana. De hecho, numerosos estudios han puesto de 

manifiesto que los sistemas transportadores basados en nanopartículas biodegradables 

de origen liposomal o polimérico, incrementan la captación del principio activo 

vehiculizado por las células diana. De esta manera, la eficacia del fármaco se verá 

significativamente acrecentada, junto con la minimización de la incidencia y severidad 

de las reacciones adversas asociadas a su utilización [Arias, 2008a; Arias y cols., 

2009a, 2011a].  

 

Así pues el objetivo de esta fase de la investigación es lograr una óptima 

vehiculización del fármaco antitumoral 5-fluorouracilo en el coloide magnético que 

hemos diseñado. Según lo expuesto en el Capítulo 1, puede esperarse que la 

utilización de nanopartículas biodegradables constituidas por un núcleo 

magnético (magnetita) y un recubrimiento lipídico (L-α-fosfatidilcolina) permita 
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el transporte controlado de dosis de fármaco vehiculizado hasta el tejido u órgano 

diana. De esta manera, además de los beneficios ya comentados sobre el uso de 

este tipo de nanoplataformas [Durán y cols., 2008; Pouliquen y Chouly, 1999], en 

el caso del 5-fluorouracilo, serían mejorados sus problemas de estabilidad-

toxicidad (cardiotoxicidad de los productos de degradación generados in vitro y/o 

in vivo) [Katzung, 2007; Lemaire y cols., 1994] y su perfil farmacocinético 

(rápida metabolización: semivida plasmática de 10 minutos) [Flórez, 2008], 

pudiéndose incluso llegar a vencer los fenómenos de resistencia que las células 

cancerosas lograran desarrollar [Durán y cols., 2008].  

 

El estudio de la adsorción superficial de fármaco en los tres tipos de 

nanomateriales se abordará desde un punto de vista cualitativo (electroforesis) y 

cuantitativo (espectrofotometría UV-Vis). La evaluación de la estabilidad sobre 

la permanencia del fármaco absorbido en las nanopartículas dependiendo de 

factores como el tiempo transcurrido tras la síntesis y el almacenamiento de 

dichas suspensiones bajo diferentes condiciones de temperatura desde un punto 

de vista cuantitativo (espectrofotometría UV-Vis). Finalmente, se llevará a cabo 

la caracterización in vitro del proceso de liberación del 5-FU desde las 

nanopartículas en ausencia del fenómeno de hipertermia y bajo la influencia de 

dicho fenómeno, y la estimación de las cinéticas correspondientes.  

 

El objetivo último de la terapia antineoplásica es la eliminación completa de toda 

célula cancerosa. La quimioterapia constituye un método terapéutico muy útil que 

pretende, junto con otras estrategias terapéuticas como la cirugía y la radioterapia, 

mejorar el tratamiento de la enfermedad. La acción de los antineoplásicos se dirige en 

su totalidad a frenar la proliferación y el crecimiento celular. Para ello, los agentes 

quimioterápicos actúan sobre la maquinaria reproductora celular y sólo 

excepcionalmente el objetivo primordial es inhibir la síntesis de proteínas [Flórez, 

2008]. La Organización Mundial de la Salud (OMS) clasifica los fármacos 
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antineoplásicos en tres niveles de prioridad, según criterios avalados científicamente 

acerca de la utilidad en el tratamiento de tumores y según la incidencia global de los 

tumores que responden a la terapia [Sikora y cols., 1999]. Dentro de los 

antineoplásicos que pertenecen al grupo de prioridad 1 se encuentra el 5-fluorouracilo 

(Tabla 8.1.), eficaz en el tratamiento de los diez tipos de tumores con mayor incidencia 

(pulmón, estómago, mama, colorrectal, cérvix, cabeza y cuello, linfoma, hepatobiliar, 

esofágico y próstata) y de aquellos clasificados en las categorías 1 y 2. La primera 

categoría incluye tumores para los que existe evidencia de que un fármaco o una 

combinación de quimioterápicos, utilizada en solitario o con otras modalidades 

terapéuticas, da lugar a una curación total en algunos pacientes o a una prolongación 

de la supervivencia en la mayoría. Dichos tumores son: cáncer de células germinales, 

trofoblástico, leucemia linfoblástica aguda, leucemia mieloide aguda, leucemia 

promielocítica aguda, linfoma de enfermedad de Hodgkin y no Hodgkin. En la 

categoría 2 se engloban tumores en los que la supervivencia media se prolonga cuando 

la quimioterapia es utilizada como coadyuvante de la cirugía local o la radioterapia en 

los estados iniciales de la enfermedad. Estos son: cáncer colorrectal, de mama, de 

ovario, osteosarcoma, sarcoma de Ewing, neuroblastoma, retinoblastoma y tumor de 

Wilms.  
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FÁRMACOS 
ANTITUMORALES 

ACTIVIDAD SOBRE 
LOS DIEZ TIPOS DE 

CÁNCER CON MAYOR 
INCIDENCIA 

ACTIVIDAD SOBRE 
LOS TIPOS DE CÁNCER 

AGRUPADOS EN LAS 
CATEGORÍAS 1 Y 2 

Bleomicina + + 
Clorambucilo + + 

Cisplatino + + 
Ciclofosfamida + + 
Doxorrubicina + + 

Etopósido + + 
5-fluorourocilo  + + 

Metotrexato + + 
Prednisolona + + 
Procarbacina – + 
Tamoxifeno + + 
Vincristina + + 
Citarabina – + 

Dactinomicina – + 
6-mercaptopurina – + 

Vinblastina + + 
Daunorubicina – + 

 

Tabla 8.1. Fármacos antitumorales de prioridad 1. El signo + indica actividad sobre ese grupo 

de tumores y el signo – indica ausencia de actividad. 

 

8.1. CARACTERIACIÓN  DEL 5-FLUOROURACILO 

POR ESPECTROFOTOMETRÍA UV-VIS  
 

8.1.1. ABSORBANCIA ÓPTICA DE LAS DISOLUCIONES DE    

5-FLUOROURACILO  

 

Las medidas de absorción de la radiación ultravioleta y visible (UV-Vis) 

encuentran una enorme aplicación en la identificación y determinación 

cuantitativa de una gran variedad de especies inorgánicas y orgánicas. Las 

espectroscopía de absorción molecular se basa en la medida de la transmitancia T 

o de la Absorbancia A de disoluciones que se encuentran en cubetas transparentes 
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que tienen un camino óptico de b cm. Normalmente, la concentración de un 

analito absorbente está relacionada con la Absorbancia como se muestra en la 

siguiente ecuación:     

 

bc
P

P
TA ε==−= 0loglog        (48) 

 

donde A es la Absorbancia, T es la transmitancia, P y P0 son las intensidades 

transmitida e incidente, respectivamente, ε es la absortividad molar, b es el 

camino óptico de la radiación y c es la concentración de analito absorbente. Esta 

ecuación es una representación matemática de la ley de Beer.  

 

La ley de Beer también se puede aplicar a un medio que contenga más de una 

clase de sustancias absorbentes. La absorbancia total de una disolución es igual a 

la suma de las absorbancias que presentan los componentes individuales. Esta 

relación hace posible la determinación cuantitativa de los constituyentes 

individuales de una mezcla, incluso si sus correspondientes espectros se solapan 

[Skoog y cols., 2001]. 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: 

 

nnntotal bcbcbcAAAA εεε +++=+++= ...... 221121     (49) 

 

donde los subíndices se refieren a los componentes absorbentes 1,2,…, n. La 

mayor exactitud de un análisis de este tipo se alcanza cuando se seleccionan 

longitudes de onda en las que las diferencias entre las absortividades molares 

sean grandes. 
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Se han encontrado pocas excepciones a la generalización de que la 

absorbancia está relacionada linealmente con el camino óptico. Por otra parte, 

con frecuencia se han encontrado desviaciones de la proporcionalidad entre la 

medida de absorbancia y la concentración cuando b es constante [Skoog y cols., 

2001]. En algunas ocasiones estas desviaciones están 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 resultados de cambios 

químicos asociados con cambios de concentración (desviaciones químicas). 

 

Hay que recordar que la ley de Beer describe de forma correcta el 

comportamiento de absorción de un medio que contiene concentración de analito 

relativamente bajas. A concentraciones altas, generalmente superiores a 10-2 M, 

la distancia media entre las moléculas responsables de la absorción disminuye 

hasta el punto en que cada molécula altera la distribución de carga de las 

moléculas vecinas. Esta interacción, a su vez, puede alterar la capacidad de las 

moléculas para absorber la radiación de una determinada longitud de onda. Como 

la magnitud de la interacción depende de la concentración, la aparición de este 

fenómeno da lugar a desviaciones de la linealidad entre la absorbancia y la 

concentración. Aunque, normalmente, el efecto de las interacciones moleculares 

no es significativo para concentraciones inferiores a 10-2 M, entre ciertos iones o 

moléculas orgánicas grandes aparecen algunas excepciones. 

 

La absorción UV-Vis resulta, generalmente, de la excitación de los electrones 

de enlace, como consecuencia, los picos de absorción pueden correlacionarse con 

los tipos de enlaces de las especies objeto de estudio. La espectroscopía de 

absorción molecular es, por tanto, válida para identificar grupos funcionales en 

una molécula. Sin embargo, más importantes son las aplicaciones en la 

determinación cuantitativa de compuestos que contienen grupos absorbentes.   



 
 Capítulo 8. Evaluación de la Capacidad de Vehiculización de 5-Fluorouracilo 
 
 

-209- 
 

El espectrofotómetro ultravioleta-visible utilizado en este trabajo (Pekin Elmer 

Lambda 35, Spectrometer UV-Vis, EE.UU.) está equipado con una lámpara de 

deuterio, que produce un espectro continuo útil para la región comprendida entre 180 y 

375 nm, y otra de wolframio, útil para la región de longitudes de onda comprendida 

entre 350 y 1100 nm. Así, este aparato permite obtener un espectro desde los 180 nm 

hasta 1100 nm. La cubeta utilizada es de cuarzo, transparente en la región espectral de 

interés, y con un camino óptico de 1 cm. Su mantenimiento es crítico para la calidad 

de las medidas, por lo que la limpieza completa antes y después de su uso es 

fundamental y se realizó siempre con agua destilada y acetona. 

 

Las primeras etapas de un análisis espectrofotométrico abordan las condiciones de 

trabajo y la preparación de una curva de calibrado que relacione la absorbancia con la 

concentración del fármaco a estudiar. Las medidas de absorbancia 

espectrofotométricas se hacen normalmente a la longitud de onda correspondiente a un 

pico de máxima absorción, ya que el cambio en la absorbancia por unidad de 

concentración es mayor en este punto, lográndose así una máxima sensibilidad y 

obteniendo un mejor acuerdo con la ley de Beer, ya que las medidas son menos 

sensibles a las incertidumbres que surgen de las limitaciones del instrumento [Skoog y 

cols., 2001].  

 

Dentro de este apartado, el 5-fluorouracilo utilizado (Sigma-Aldrich, Alemania) es 

un polvo cristalino blanco o casi blanco, inodoro y estable en aire. Su fórmula química 

es C4H3FN2O2 y su peso molecular es 130.08 g/mol. Su punto de fusión se encuentra 

entre 280 y 284 ºC, y es soluble en dimetilsulfóxido (DMSO), bastante soluble en agua 

(1:80), poco soluble en alcohol (1:170) e insoluble en cloroformo, benceno y éter 

[Florey, 1973]. Si bien no es termosensible y si muy fotosensible. 

 

En base a algunas de las características del fármaco, si bien la metodología 

seguida en la formulación de los coloides determina las condiciones de trabajo, un 
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aspecto crucial previo es la clarificación de las condiciones de preparación y 

conservación de las disoluciones de fármaco. En nuestro caso, se investigaron las 

condiciones óptimas de conservación durante 24 horas según la concentración molar 

de fármaco y el pH de las disoluciones. No se observó ningún tipo de alteración 

macroscópica de las disoluciones del 5-fluorouracilo tras el período de conservación 

de 24 horas. Finalmente, y en referencia a la temperatura de conservación, las 

disoluciones preparadas se mantuvieron siempre a 4 ºC hasta ser utilizadas para así 

ralentizar los posibles procesos de degradación. Debemos destacar que la metodología 

de trabajo general está condicionada debido al carácter fotosensible del 5-fluorouracilo 

[Florey, 1973] y por la formación de cristales en las disoluciones acuosas de éste con 

una concentración por encima de 10-2 M [Arias y cols., 2005].  

 

Por lo tanto, antes de abordar la preparación de una curva de calibrado que 

relacione la absorbancia con la concentración del fármaco, hay que indicar que la 

preparación y manipulación de las disoluciones acuosas de 5-fluorouracilo se realizó a 

temperatura ambiente, protegiéndolas de la luz ambiental (cubiertas por papel de 

aluminio) debido al carácter fotosensible del 5-fluorouracilo, a pH natural (4.9) y pH 

fisiológico (7.4) y en un rango de concentración comprendido de 10-5 hasta 10-2 M. 

Para la disolución de los cristales de 5-fluorouracilo se precisó la utilización de 

ultrasonidos. Su intensidad y la duración de la aplicación fue menor para las 

disoluciones preparadas a pH 7.4. No se observó ningún tipo de alteración 

macroscópica en las disoluciones de este agente quimioterápico tras el período de 

conservación de 24 horas. Sin embargo, se ha descrito que en disoluciones con una 

concentración superior a 10-2 M ocurre espontáneamente la recristalización de este 

fármaco en solución [Arias y cols., 2005; Barberi-Heyob y cols., 1995].  

 

La curva de calibrado de las disoluciones del 5-fluorouracilo se realizó utilizando 

las concentraciones molares 10-5, 3·10-5, 5·10-5, 7·10-5, 8.5·10-5, 10-4, 2·10-4, 3·10-4, 

5·10-4, 7·10-4, 10-3, 5·10-3 y 10-2 M. Transcurridas 24 horas desde su preparación, se 
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determinó el espectro de absorción UV-Vis de cada una de las disoluciones según la 

metodología ya descrita para el 5-fluorouracilo.  

 

Los resultados de este estudio se recogen en la Figura 8.1., donde sólo se observa 

señal por debajo de 325 nm y se aprecia cómo la absorción se incrementa al aumentar 

la concentración de fármaco en el medio. El único máximo de los observados que 

presenta una longitud de onda de máxima absorbancia invariable a diferentes 

concentraciones es el correspondiente a 266 nm [Florey, 1973], longitud de onda 

seleccionada para las medidas que realizamos. A partir de concentraciones superiores 

a 2·10-4 M se aprecia una irregularidad del espectro con tendencia de los dos picos a 

fusionarse, hecho que se produce por encima de 10-3 M. La longitud de onda de 

máxima absorbancia decrece significativamente conforme la concentración de 5-

fluorouracilo aumenta por encima de 2·10-4 M. Esta desviación de la ley de Beer 

impide realizar determinaciones fiables a estas concentraciones. 
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Figura 8.1. Espectro de absorbancia UV-Vis de las disoluciones de 5-fluorouracilo. Las 

concentraciones molares de fármaco en orden creciente de absorbancia son: 10-5, 3·10-5, 5·10-5, 

7·10-5, 8.5·10-5, 10-4, 2·10-4, 3·10-4, 5·10-4, 7·10-4, 10-3, 5·10-3 y 10-2 M. 

 

La determinación del coeficiente de absortividad molar (ε) se realizó según la 

metodología ya indicada, siendo el resultado obtenido ε = 7720 ± 160 L·mol-1·cm-1 (r 

= 0.999). En la Figura 8.2. se muestran los datos y la recta de ajuste. Los valores de 

absorbancia a diferentes concentraciones obtenidos a 266 nm cumplen la ley de Beer. 
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Figura 8.2. Determinación del coeficiente de absortividad molar de las disoluciones de  

5-fluorouracilo a la longitud de onda de máxima absorbancia (266 nm). 

 

En el caso del efecto del pH sobre la absorbancia óptica de las disoluciones de 5-

fluorouracilo existe una clara reducción en los valores de absorbancia a 266 nm 

cuando el fármaco se expone a un pH ligeramente básico [Arias y cols., 2005]. Esto es 

lógico si recordamos que bajo estas condiciones se encuentra favorecida la 

transformación (degradación) del agente antitumoral en las sustancias cardiotóxicas 

fluoroacetaldehído y ácido fluoromalonaldehídico [Bertolini y cols., 1999; Lemaire y 

cols., 1994]. Por ello, preparamos una curva de calibrado con una batería de 

disoluciones acuosas a pH 7.4.  

 

La Figura 8.3. muestra la aparición de dos máximos por debajo de 350 nm, cuya 

absorbancia crece al aumentar la concentración de principio activo en el medio. El 
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primero de ellos (λ = 266 nm, como ocurre a pH 4.9) será el que utilicemos en la 

cuantificación de la liberación de fármaco desde los diferentes tipos de nanopartículas. 

Por encima de 2·10-4 M, los máximos tienden a fusionarse en uno (lo que ocurre 

cuando la concentración es superior a 10-3 M), por lo que no pueden realizarse 

medidas por encima de esta concentración. En la Figura 8.3.b quedan recogidos los 

datos experimentales utilizados y la resta de ajuste obtenida en la determinación del 

coeficiente de absortividad molar (ε = 5977 ± 150 L·mol-1·cm-1, r = 0.995).  
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Figura 8.3. (a) Espectro de absorbancia UV-Vis de disoluciones de 5-fluorouracilo preparadas 

utilizando un tampón NaOH-KH2PO4 (pH 7.4). Las concentraciones molares de fármaco en 

orden creciente de absorbancia son: 10-5, 3·10-5, 5·10-5, 7·10-5, 8.5·10-5, 10-4, 2·10-4, 3·10-4, 5·10-

4, 7·10-4, 10-3, 5·10-3 y 10-2 M. (b) Determinación del coeficiente de adsortividad molar de las 

disoluciones de 5-fluorouracilo a un pH 7.4 ± 0.1 y para la longitud de onda de máxima 

absorbancia (266 nm). 
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8.1.2. VALIDACIÓN DEL MÉTODO ESPECTROFOTOMÉTICO  

 

El método espectrofotométrico UV-Vis que se utilizará para el análisis de la 

cantidad de fármaco vehiculizado o liberado por los colides debe ser validado 

previamente para verificar su exactitud, precisión o linealidad. Antes de describir la 

validación del método, debemos definir qué se entiende por linealidad, precisión y 

exactitud de una metodología experimental. 

 

La linealidad de un método analítico se define como la proporcionalidad entre la 

concentración de analito y la respuesta en el intervalo de concentraciones de producto 

utilizadas para las cuáles el método es satisfactorio. A la hora de realizar los ajustes 

lineales, hemos recurrido al método de los mínimos cuadrados, de acuerdo con el cuál 

obtenemos rectas de la forma y = a + bx. En referencia a la exactitud del método, se 

define como el error sistemático que indica la capacidad del método analítico para dar 

resultados lo más próximos posibles al valor real. Se calcula a partir del error relativo 

y del coeficiente de variación para cada una de las concentraciones de las rectas. Se 

acepta un error de un orden de magnitud menor y un coeficiente de variación entre un 

5 y un 10 %. Finalmente, la precisión es la medida del grado de reproducibilidad de un 

método analítico o, dicho de otro modo, el grado de dispersión de los datos de los 

distintos replicados. Por consiguiente, se puede considerar como el error aleatorio y se 

determina a partir del coeficiente de variación de cada una de las concentraciones de 

las rectas de calibrado, valores no superiores a un 5-10 %.  

 

Con este objetivo, se prepararon seis réplicas de disoluciones acuosas con 

concentraciones molares de 5-fluorouracilo entre 10-5 M y 10-2 M, a pH natural (4.9) y 

a pH 7.4 (utilizado en los ensayos de liberación in vitro). Como ya se ha comentado, 

hasta el momento de realizar la medida las disoluciones de fármaco se conservaron a  

4 ºC durante 24 horas y protegidas de la luz con papel de aluminio. 
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En la Tabla 8.2. se recogen los valores de absorbancia de las disoluciones acuosas 

de 5-fluorouracilo en función de su concentración a pH natural. Se muestran los 

valores medios de absorbancia y las desviaciones estándar (D.E.) para cada una de 

las concentraciones, así como el coeficiente de variación (C.V.). Los bajos 

valores de los coeficientes de variación (< 5 % en todos los casos) indican la 

adecuada precisión del método. El ajuste lineal de la relación absorbancia (A) – 

concentración molar (C) [A = (0.03 ± 0.08) + (7720 ± 160) · C] es estadísticamente 

significativo, con una probabilidad superior al 99.9 %. 

 

CONCENTRACIÓN (M)  ABSORBANCIA  C.V. (%) 
10-5 0.0764 ± 0.002 1.96 

3·10-5 0.2334 ± 0.005 2.15 
5·10-5 0.3915 ± 0.011 2.81 
7·10-5 0.5433 ± 0.017 3.13 

8.5·10-5 0.6618 ± 0.012 1.82 
10-4 0.7721 ± 0.018 2.33 

2·10-4 1.5534 ± 0.039 2.51 
3·10-4 (→10-4) 0.7903 ± 0.025 1.11 
5·10-4 (→10-4) 0.7836 ± 0.016 2.04 
7·10-4 (→10-4) 0.7975 ± 0.014 1.76 
10-3 (→10-4) 0.7699 ± 0.012 1.56 

5·10-3 (→10-4) 0.7713 ± 0.015 1.94 
10-2 (→10-4) 0.8116 ± 0.029 3.58 

 

Tabla 8.2. Absorbancia (media ± D.E.) de las soluciones acuosas de 5-fluorouracilo para cada 

una de las concentraciones indicadas a pH 4.9 (natural). Las concentraciones por encima de 

2·10-4 M fueron diluidas hasta 10-4 M antes de realizar la medida. El C.V. se calculó mediante 

cociente entre la D.E. y el valor medio de la absorbancia. 

 

Con el propósito de comprobar la exactitud del método analítico, utilizamos 

los datos de absorbancia de las concentraciones estudiadas o (“concentraciones 

verdaderas”) para obtener las concentraciones estimadas para cada una de las 6 

réplicas. Las concentraciones medias y sus D.E. quedan recogidas como 

“estimadas” en la Tabla 8.3. Como antes, los bajos valores de los C.V. y sus 
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errores relativos son una clara indicación de la exactitud del método 

espectrofotométrico. 

 

VERDADERA (M)  ESTIMADA (M) ERROR RELATIVO (%)  C.V. (%) 
10-5 (9.891 ± 0.22) · 10-6 1.11 2.22 

3·10-5 (3.022 ± 0.01) · 10-5 0.66 0.33 
5·10-5 (5.062 ± 0.14) · 10-5 1.18 2.77 
7·10-5 (7.035 ± 0.09) · 10-5 0.43 1.28 

8.5·10-5 (8.562 ± 0.13) · 10-5 0.71 1.52 
10-4 (1.013 ± 0.02) · 10-4 0.99 1.98 

2·10-4 (2.027 ± 0.08) · 10-4 0.99 3.96 
3·10-4 (→10-4) (1.024± 0.11) · 10-4 2.39 3.75 
5·10-4(→10-4) (1.018 ± 0.03) · 10-4 0.99 2.97 
7·10-4(→10-4) (1.031 ± 0.04) · 10-4 2.91 3.88 
10-3(→10-4) (9.969 ± 0.19) · 10-5 0.41 1.91 

5·10-3(→10-4) (9.995 ± 0.23) · 10-5 0.11 2.31 
10-2(→10-4) (1.058 ± 0.02) · 10-4 4.76 1.91 

 

Tabla 8.3. Comparación de las concentraciones “verdaderas” de 5-fluorouracilo en solución 

acuosa con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las determinaciones 

espectrofotométricas. Las concentraciones por encima de 2·10-4 M fueron diluidas hasta 10-4 

M antes de realizar la medida. Los valores “estimados” son la media (± D.E.) de las 6 réplicas 

experimentales. Los errores relativos se calcularon mediante el cociente                         

[(estimado - verdadera)/estimado], también se muestran los C.V. 

 

De igual forma se procedió para la validación del 5-fluorouracilo a pH 7.4 

(tampón NaOH-KH2PO4) (Tabla 8.4.). Los bajos valores de los coeficientes de 

variación (< 5 %, en todos los casos) indican la adecuada precisión del método. 

La linealidad de la relación absorbancia (A) - concentración molar (C) [A = 

(0.002 ± 0.005) + (5977 ± 105) × C] se confirma estadísticamente, con un error 

inferior al 0.01 %. Finalmente, se procedió de igual forma a la anteriormente 

descrita para demostrar la exactitud del método analítico (Tabla 8.5.). 
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CONCENTRACIÓN (M)  ABSORBANCIA  C.V. (%) 
10-5 0.0595 ± 0.002 3.36 

3·10-5 0.1822 ± 0.003 1.65 
5·10-5 0.3108 ± 0.007 2.21 
7·10-5 0.4256 ± 0.018 4.23 

8.5·10-5 0.5076 ± 0.023 4.53 
10-4 0.6103 ± 0.030 4.91 

2·10-4 1.1915 ± 0.016 1.34 
3·10-4 (→10-4) 0.6113 ± 0.025 1.37 
5·10-4 (→10-4) 0.6005 ± 0.030 4.91 
7·10-4 (→10-4) 0.6143 ± 0.029 4.72 
10-3 (→10-4) 0.6003 ± 0.026 4.33 

5·10-3 (→10-4) 0.6213 ± 0.031 4.99 
10-2 (→10-4) 0.6103 ± 0.030 4.91 

 

Tabla 8.4. Absorbancia (media ± D.E.) de las soluciones acuosas de 5-fluorouracilo para cada 

una de las concentraciones indicadas a pH 7.4. Las concentraciones por encima de 2·10-4 M 

fueron diluidas hasta 10-4 M antes de realizar la medida. El C.V. se calculó mediante cociente 

entre la D.E. y el valor medio de la absorbancia. 
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VERDADERA (M)  ESTIMADA (M) ERROR RELATIVO (%)  C.V. (%) 
10-5 (9.955 ± 0.19) · 10-6 0.45 1.91 

3·10-5 (3.048 ± 0.12) · 10-5 3.94 1.59 
5·10-5 (5.199 ± 0.14) · 10-5 3.85 2.69 
7·10-5 (7.121 ± 0.07) · 10-5 1.70 0.98 

8.5·10-5 (8.493 ± 0.10) · 10-5 0.08 1.18 
10-4 (1.021 ± 0.02) · 10-4 2.06 4.89 

2·10-4 (1.994 ± 0.06) · 10-4 0.33 3.01 
3·10-4 (→10-4) (1.023 ± 0.14) · 10-4 1.52 4.59 
5·10-4 (→10-4) (1.005 ± 0.02) · 10-4 2.22 1.96 
7·10-4 (→10-4) (1.028 ± 0.03) · 10-4 2.70 2.92 
10-3 (→10-4) (1.004 ± 0.05) · 10-4 0.43 4.98 

5·10-3 (→10-4) (1.039 ± 0.04) · 10-4 3.80 3.85 
10-2 (→10-4) (1.021 ± 0.01) · 10-4 2.06 0.98 

 

Tabla 8.5. Comparación de las concentraciones “verdaderas” de 5-fluorouracilo en solución 

acuosa con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las determinaciones 

espectrofotométricas. Las concentraciones por encima de 2·10-4 M fueron diluidas hasta 10-4 

M antes de realizar la medida. Los valores “estimados” son la media (± D.E.) de las 6 réplicas 

experimentales. Los errores relativos se calcularon mediante el cociente                         

[(estimado - verdadera)/estimado], también se muestran los C.V. 

 

Como conclusión, puede afirmarse que el método espectrofotométrico propuesto 

es lineal, exacto y preciso, pudiéndose usar los coeficientes de absortividad calculados 

para evaluar la concentración de cualquiera de los fármacos en disoluciones cuya 

concentración se desconoce. 

 

8.1.3. METODOLOGÍA ESPECTROFOTOMÉTRICA PARA LA 

DETERMINACIÓN DE LA INCORPORACIÓN DE                            

5-FLUOROURACILO EN LAS NANOPARTÍCULAS  

 

La determinación cuantitativa de la incorporación del 5-fluorouracilo en las 

nanoplataformas diseñadas se basa en la metodología establecida por otros autores 

para la cuantificación del fármaco vehiculizado y liberado por diferentes tipos de 
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sistemas coloidales [Fawaz y cols., 1997; Müller y cols., 1991; Sullivan y Birkinshaw, 

2004]. Esta metodología ha sido puesta a punto por nuestro grupo de investigación 

[Arias y cols., 2008a, c, 2009a, 2010a]. En concreto, la técnica se basa en la aplicación 

de la ley de Beer a un medio que contenga más de un tipo de sustancias absorbentes. 

Como es sabido, 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 

interacción entre éstas (ver ecuación 49). De esta manera, se acepta la contribución de 

cada una de las sustancias presentes en el medio de dispersión/preparación de las 

nanopartículas (o de las sustancias que se han generado en el proceso de liberación de 

los principios activos) a la absorbancia total del sistema. 

 

Respecto al proceso de vehiculización del 5-fluorouracilo podemos citar como 

sustancias susceptibles de contribuir a esta absorción total, las moléculas del propio 

principio activo no incorporados por las nanopartículas, los residuos de la síntesis (y 

degradación) de estos nanomateriales y los restos de otros componentes del medio. Por 

lo tanto, puede estimarse la cantidad de fármaco que no ha sido incorporado por estos 

sistemas restando a la absorción total del sistema la correspondiente al resto de 

sustancias presentes (residuos de la síntesis de las nanopartículas y restos de otros 

componentes del medio). Por diferencia entre la concentración inicial y final de 

fármaco en el medio de contacto/síntesis determinaremos la cantidad total de fármaco 

vehiculizada por los sistemas transportadores [Arias y cols., 2008d, 2010b, 2011a]. 

 

8.2. INCORPORACIÓN SUPERFICIAL DEL             

5-FLUOROURACILO  
 

Existen dos métodos generales para llevar a cabo la vehiculización de un fármaco 

determinado en sistemas coloidales [Arias y cols., 2010c, d, e]: su adición en el 

momento en el que se generan las nanopartículas, de forma que quede atrapado 
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principalmente en la matriz del coloide (método de absorción), o la adsorción 

superficial tras la formación e incubación de las nanopartículas en una disolución de 

principio activo. Es previsible que la mayor captación de fármaco se consiga mediante 

el método de absorción [Arias y cols., 2009a; Soppimath y cols., 2001].  

 

El estudio de vehiculización superficial del 5-fluorouracilo en los coloides 

diseñados se centró en la evaluación del grado de unión a la superficie como 

mecanismo coadyuvante en la captación del fármaco en los liposomas y los 

magnetoliposomas. También determinaremos la adsorción en la superficie de los 

núcleos magnéticos con vistas a una posible aplicación en la incorporación de fármaco 

en los magnetoliposomas mediante absorción. Para ello, se realizarán determinaciones 

espectrofotométricas UV-Vis y, como se recoge más adelante, un estudio 

electroforético de los tres tipos de nanomateriales. 

 

8.2.1 DETERMINACIÓN ESPECTROFOTOMÉTRICA  

 

La determinación de la adsorción superficial de fármaco sobre las nanopartículas 

se realizó partiendo de una serie de disoluciones acuosas (10 mL) con diferente 

concentración molar de principio activo (10-5, 10-4, 10-3 y 10-2 M). En todos estos 

medios de dispersión se fijó una concentración de nanopartículas del 1 % (p/v). Justo 

antes de añadirlas se tomó una muestra del medio de dispersión para su posterior 

comparación. Tras 24 horas de contacto de las nanopartículas con el fármaco a 25 ºC ± 

0.1 ºC y bajo agitación mecánica (50 rpm), se separaron los sobrenadantes mediante 

doble centrifugación a 6000 rpm durante 30 minutos, para así determinar sus 

correspondientes espectros de absorción UV-Vis. Los experimentos se realizaron por 

triplicado para cada una de las concentraciones de fármaco. El cálculo de la adsorción 

superficial de fármaco en los tres tipos de nanopartículas se realizó mediante la 

comparación de la absorbancia de las muestras del medio (tomadas antes de añadir los 

coloides) con los sobrenadantes obtenidos tras una doble centrifugación de las 
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suspensiones con fármaco, y una vez eliminada la contribución a la absorbancia total 

del sistema de los residuos o subproductos del experimento de adsorción [Arias y 

cols., 2010c]. La cantidad de fármaco incorporado en la superficie de las partículas se 

expresa en términos de eficacia de atrapamiento (entrapment efficiency, EE %) y de 

carga de fármaco (drug loading, DL %) [Arias y cols., 2009a; Brigger y cols., 2004].  

 

100
(mg) utilizada fármaco de total cantidad

(mg)dovehiculizafármaco
EE(%) ×=    (50) 

 

100
(mg)dor transporta sistema del total masa

(mg)dovehiculizafármaco
DL(%) ×=    (51) 

 

Los resultados de adsorción obtenidos en los tres tipos de nanopartículas muestran 

una considerable adsorción del 5-fluorouracilo sobre la superficie lipídica (liposomas 

y magnetoliposomas). Pensamos que esto puede ser debido a la existencia de una 

interacción atractiva de tipo electrostático entre el fármaco cargado positivamente y la 

superficie negativa del lípido. Por el contrario, debe existir una interacción 

electrostática de tipo repulsivo con la superficie también positiva de las nanopartículas 

de magnetita. En cualquier caso y, tal como es de esperar, la vehiculización de 

fármaco a nivel superficial resulta ser bastante baja (Figura 8.4.). En concreto, para la 

máxima concentración de fármaco utilizada (10-2 M), el valor máximo de EE % es ≈ 

13.59 %, ≈ 27.34 % y ≈ 29.90 %, en el caso de la Fe3O4, liposomas y 

magnetoliposomas, respectivamente. A pesar de esta baja vehiculización los valores de 

DL % conseguidos fueron considerables: ≈ 6.89 %, ≈ 13.86 % y ≈ 15.16 % en Fe3O4, 

liposomas y magnetoliposomas, respectivamente debido a la interacción electrostática 

superficial favorable del fármaco con la superficie de los liposomas y 

magnetoliposomas. Por otro lado, la existencia de cierta adsorción de este fármaco 

hidrófilo en la superficie de los núcleos magnéticos (a pesar de la repulsión 
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electrostática comentada) puede explicarse si tenemos en cuenta el carácter hidrófilo 

de éstos últimos. 
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Figura 8.4. Valores de EE (%) (a) y (b) DL (%) del 5-fluorouracilo en la superficie de las 

nanopartículas de Fe3O4 (■), liposomas (●) y magnetoliposomas (▲) en función de la 

concentración molar de fármaco. 



 
Capítulo 8. Evaluación de la Capacidad de Vehiculización de 5-Fluorouracilo 
 

-226- 
 

8.2.2. ANÁLISIS ELECTROCINÉTICO  

 

Como prueba adicional de tipo cualitativo de la adsorción superficial  del fármaco, 

se estudia las modificaciones de la movilidad electroforética (ue) de cada una de las 

nanopartículas desarrolladas al ponerlas en contacto con el fármaco. La extrema 

sensibilidad de la técnica de electroforesis debe permitir la identificación de cambios 

en las propiedades eléctricas superficiales de las nanopartículas que sean consecuencia 

de la adsorción de moléculas de fármaco [Clares y cols., 2013].  

 

La metodología experimental seguida es igual a la descrita en las anteriores 

determinaciones electroforéticas. Las suspensiones preparadas (25 mL) tenían una 

concentración de nanopartículas ≈ 0.1 % (p/v). Se prepararon, dos series de 

suspensiones para cada uno de los tipos de nanopartículas con el objetivo de descartar 

la influencia de los iones presentes en la disolución sobre la ue de los coloides. En 

concreto, fueron preparadas una tanda de suspensiones con una fuerza iónica de KNO3 

10-3 M, mientras que la otra tanda solo presentaba agua bidestilada como medio de 

dispersión. Cada suspensión contenía una determinada concentración molar de 

fármaco (10-5 a 10-2 M). Las medidas se realizaron tras 24 horas de conservación de 

las suspensiones a 25.0 ± 0.5 ºC, protegidas de la luz ambiental (con papel de 

aluminio) y bajo agitación constante (50 rpm), comprobando previamente el pH. Los 

datos presentados son el promedio de doce determinaciones, cambiando la muestra 

cada tres. 

 

La Figura 8.5. muestra la evolución de los valores de ue con la concentración 

molar de 5-fluorouracilo para los tres tipos de coloides, en presencia y en ausencia de 

electrolito (10-3 M KNO3 en su caso). En el caso de los magnetoliposomas, se observa 

una tendencia general de la ue a aumentar muy levemente (sin evidencia de inversión 

de carga en este caso) al aumentar la concentración de fármaco en el medio, ya que la 

adsorción electrostática puede verse favorecida por la interacción entre las cargas 
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negativas de la superficie de los magnetoliposomas, debidas a los grupos fosfato de las 

cabezas polares de los lípidos, y las cargas positivas del fármaco generadas, fruto de la 

protonación de los grupos –NH– del 5-fluorouracilo. Hay, además un claro efecto de la 

presencia de KNO3. La presencia del electrolito (KNO3) produce la compresión de la 

doble capa, con la consiguiente reducción de ue. En cualquier caso, la adsorción debe 

ser pequeña, como demuestra el hecho, incluso para las mayores concentraciones de 5-

fluorouracilo utilizadas, ya que no se observa apenas cambio de signo en los valores 

de ue de los liposomas o magnetoliposomas. 

 

 

 

Figura 8.5. Movilidad electroforética (ue) de las nanopartículas de Fe3O4 (■, □), liposomas (●, 

○) y magnetoliposomas (▲, ∆) en función de la concentración molar de 5-fluorouracilo, en 

presencia (símbolo abierto) o en ausencia (símbolos cerrados) de 10-3 M KNO3.  

 

 



 
Capítulo 8. Evaluación de la Capacidad de Vehiculización de 5-Fluorouracilo 
 

-228- 
 

8.3. INCORPORACIÓN MATRICIAL DEL                

5-FLUOROURACILO  
 

Una vez confirmada la escasa o moderada adsorción del 5-fluorouracilo en la 

superficie de nuestros tres tipos de nanomateriales, nos centraremos en el estudio de la 

contribución del, a priori, principal método de vehiculización de fármacos en sistemas 

transportadores: la incorporación del principio activo en el momento en que se 

produce la formación de la nanoplataforma. De esta manera, pretendemos definir las 

condiciones de vehiculización óptimas para lograr la máxima incorporación del 

fármaco en el sistema transportador magnético coloidal que proponemos. El análisis 

de la influencia de la concentración del 5-fluorouracilo sobre su incorporación en la 

matriz fosfolipídica se realizó siguiendo la rutina de síntesis y el procedimiento de 

determinación espectrofotométrica ya descrito y justificado. Para ello, la única 

variable que se introdujo en la metodología de síntesis de las nanopartículas de 

liposomas y de magnetoliposomas fue la concentración de fármaco. Las 

concentraciones molares utilizadas del 5-fluorouracilo fueron 10-5, 10-4, 10-3 y 10-2 M. 

Para favorecer la incorporación del fármaco en al interfase Fe3O4-lípido y así lograr 

una mayor vehiculización, se dejaron en contacto durante 24 horas (25.0 ± 0.5 ºC y 50 

rpm) los núcleos de óxido de hierro con las moléculas de fármaco antes de llevar a 

cabo la síntesis de los magnetoliposomas. Los experimentos se repitieron por 

triplicado para cada una de las concentraciones molares de fármaco. La determinación 

de la absorción de fármaco en la matriz de las nanopartículas se realizó mediante la 

comparación de la absorbancia de las muestras del medio (tomadas antes de llevar a 

cabo la síntesis) con los sobrenadantes obtenidos tras una doble centrifugación de las 

suspensiones de nanopartículas formuladas, y una vez eliminada la contribución a la 

absorbancia total del sistema de los residuos o subproductos del experimento de 

adsorción [Arias y cols., 2010b, c]. De nuevo, la cantidad de fármaco incorporado en 
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la matriz de las nanopartículas se ha expresado en términos de EE (%) y DL (%) 

[Arias y cols., 2009a, b; Brigger y cols., 2004]. 

 

Las cantidades de 5-fluorouracilo absorbidas por los liposomas y los 

magnetoliposomas para cada concentración molar de fármaco se recogen en la Figuras 

8.6. Como puede apreciarse, la absorción aumenta con la concentración de fármaco 

presente en el medio de síntesis, sugiriéndose un efecto positivo del aumento de dicha 

concentración sobre la eficacia de la vehiculización en todos los casos. Este efecto 

aparece ampliamente descrito en la bibliografía sobre el desarrollo de sistemas 

coloidales para el transporte de fármacos [Arias y cols., 2008b, d, f, 2011c, d, e; Clares 

y cols., 2013; Ulbrich y Šubr, 2004].  
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Figura 8.6. Valores de EE (%) (a) y (b) DL (%) del 5-fluorouracilo en la matriz lipídica de los 

liposomas (●) y magnetoliposomas (▲) en función de la concentración molar de fármaco. 
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Los valores obtenidos para la incorporación mediante absorción del fármaco 

estudiado son claramente superiores a los alcanzados mediante el procedimiento de 

adsorción en superficie, lo que justifica la selección de este método de vehiculización 

para la síntesis de los coloides mixtos. Para la máxima concentración de fármaco 

utilizada (10-2 M), el valor máximo de EE % alcanzado en los liposomas pasa de ≈ 27 

% en el método de adsorción (Figura 8.4.a) a ≈ 55 % mediante el método de absorción 

(Figura 8.6.a); mientras que el valor máximo de EE % alcanzado en 

magnetoliposomas pasa de ≈ 30 % por el método de adsorción en superficie (Figura 

8.4.a) a ≈ 68 % mediante el método de absorción en matriz (Figura 8.6.a). En el caso 

del método de absorción, la vehiculización del fármaco (DL %) en los liposomas es 

superior a la obtenida en los magnetoliposomas. Sin embargo, la capacidad de 

respuesta a campos magnéticos externos aplicados que exhiben los magnetoliposomas 

debe asegurar la llegada controlada de la dosis transportada hasta el lugar de acción, 

proceso menos controlable en el caso de los liposomas. 

 

8.3.1. ESTABILIDAD DEL FÁRMACO VEHICULIZADO  

 

Como prueba adicional, una vez conocida la vehiculización de fármaco en los 

sistemas coloidales a través de la información obtenida de la EE % y DL %, se realizó 

un estudio preliminar de la estabilidad de las formulaciones de liposomas y 

magnetoliposomas en función del tiempo y de la temperatura de conservación. En 

concreto, se investigó la capacidad de retención del 5-fluorouracilo por parte de las 

partículas durante un período de conservación tras 90 días, y a las temperaturas de 

almacenamiento/conservación 4.0 ± 0.5 ºC y 25.0 ± 0.5 ºC. El 5-fluorouracilo fue 

incorporado mediante el método de absorción (en matriz) a la máxima concentración 

de fármaco utilizada (10-2 M). 

 

La Tabla 8.6. recoge los valores obtenidos de vehiculización de 5-fluorouracilo 

por los liposomas y los magnetoliposomas. Resulta interesante destacar que en ambos 
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casos la cantidad de vehiculizada es superior a los resultados alcanzados en estructuras 

lipídicas de similar naturaleza. En concreto los valores de EE (%) para los liposomas y 

los magnetoliposomas son ≈ 55 % y ≈ 68 %, respectivamente. Sin embargo, 

formulaciones similares previamente desarrolladas por otros autores no logren superar 

el 25 % de EE (%) [Fresta y cols., 1993; Sindhu y cols., 1993; Glavas-Dodov y cols., 

2005]. 

 

FÓRMULA LIPOSOMAS MAGNETOLIPOSOMAS  
Días Temperatura (ºC) EE (%) DL (%) EE (%) DL (%) 

0 4 54.71 ± 0.04 11.72 ± 0.02 68.26 ± 0.01 8.13 ± 0.04 

7 
4 53.78 ± 0.01 11.52 ± 0.01 67.47 ± 0.02 8.09 ± 0.01 
25 53.67 ± 0.02 11.50 ± 0.01 67.01 ± 0.05 8.06 ± 0.02 

15 
4 52.86 ± 0.03 11.32 ± 0.02 65.56 ± 0.04 7.90 ± 0.02 
25 50.92 ± 0.01 10.91 ± 0.01 64.51 ± 0.01 7.77 ± 0.02 

30 
4 50.87 ± 0.02 10.90 ± 0.01 64.13 ± 0.02 7.73 ± 0.03 
25 48.88 ± 0.01 10.47 ± 0.01 63.81 ± 0.06 7.69 ± 0.04 

60 4 48.65 ± 0.07 10.42 ± 0.02 62.05 ± 0.01 7.47 ± 0.02 
25 46.32 ± 0.02 9.92 ± 0.01 60.09 ± 0.02 7.41 ± 0.02 

90 4 45.41 ± 0.04 9.73 ± 0.01 59.83 ± 0.04 7.21 ± 0.03 
25 44.42 ± 0.03 9.52 ± 0.01 59.45 ± 0.03 7.16 ± 0.04 

 

Tabla 8.6. Valores de vehiculización (EE % y DL %) de 5-fluorouracilo en los liposomas y 

los magnetoliposomas en función del tiempo y de la temperatura de conservación. 

 

La elevada capacidad de incorporación de 5-flurouracilo por parte las vesículas 

lipídicas probablemente es consecuencia de la presencia de gran variedad de ácidos 

grasos insaturados en la composición de la fosfatidilcolina de huevo, así como de su 

baja temperatura de transición crítica. De esta manera, los lípidos se encontrarán en 

estado fluido (cristal-líquido) bajo las condiciones de formación. En cuanto a la 

capacidad de encapsulación de los magnetoliposomas, ésta resulta superior a la de los 

liposomas. Probablemente, debido a las interacciones electrostáticas entre la magnetita 

y las bicapas fosfolipídicas, las cuáles pudieran retraer las lamelas dejando un espacio 

central acuoso superior al de los liposomas donde albergar al 5-fluorouracilo. Como 

puede apreciarse, los valores de vehiculización se mantienen estables a lo largo del 
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tiempo de almacenamiento estudiado e independientemente de la temperatura de 

conservación fijada. Por tanto, el análisis de los resultados obtenidos pone de 

manifiesto la interesante estabilidad de los magnetoliposomas. 

 

8.4. LIBERACION DE FÁRMACO  
 

En los apartados anteriores se han descrito las condiciones óptimas de 

vehiculización del fármaco en los magnetoliposomas. El siguiente paso en este trabajo 

de investigación será estudiar la liberación in vitro del fármaco desde los 

magnetoliposomas. Además, será analizada la influencia del fenómeno de hipertermia 

en la liberación del fármaco por parte de las nanopartículas.  

 

En primer lugar se sintetizaron magnetoliposomas a partir de una concentración 

10-2 M de 5-FU por ser ésta la que aportó mayor EE %. El ensayo de liberación in 

vitro de fármaco se realizó por triplicado a 37.0 ± 0.5 ºC. Para ello, se utilizó el 

método de diálisis y un tampón NaOH-KH2PO4 (pH = 7.4 ± 0.1) como medio de 

liberación. Las bolsas de diálisis se dejaron sumergidas en agua bidestilada 12 horas 

antes de comenzar el ensayo. La bolsa de diálisis (Spectrum Spectra/Por 6, EE.UU.) 

tienen un tamaño de poro de 2000 Da y es capaz de retener las nanopartículas en su 

interior, dejando sólo pasar a su través el fármaco liberado hasta el medio de 

liberación. Brevemente, las suspensiones de las partículas con fármaco vehiculizado 

fueron centrifugadas en dos ciclos a 6000 rpm durante 30 minutos, para así eliminar el 

principio activo no incorporado. Se introdujo 1 mL de suspensión de nanopartículas 

(concentración de fármaco: 5.2 mg/mL) en las bolsas de diálisis, cerrando los 

extremos de la misma con pinzas. A continuación, se sumergieron las bolsas en un 

vaso con 400 mL de tampón NaOH-KH2PO4. La temperatura y la agitación mecánica 

(150 rpm) de las bolsas se mantuvieron constantes durante todo el ensayo. Las 

muestras (1 mL) se recogieron a intervalos de tiempo prefijado (nanopartículas con 

fármaco incorporado mediante adsorción: 0.08, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12, 
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24, 48 y 72 horas; nanopartículas con fármaco incorporados mediante absorción: 0.08, 

0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9 y 24 horas, y 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 y 

15 días) y se analizaron mediante la metodología UV-Vis ya descrita y en la longitud 

de onda de máxima absorbancia correspondiente (266 nm). Un volumen igual de 

solución tampón, (mantenido a la misma temperatura), fue añadido al medio de 

liberación tras cada toma de muestra con el objetivo de mantener las condiciones sink. 

El mismo procedimiento analítico utilizado en la determinación de la vehiculización 

de fármaco, fue seguido en los ensayos de liberación in vitro del fármaco. 

 

La Figura 8.7. muestra la liberación de 5-fluorouracilo en función del tiempo 

desde los magnetoliposomas en los que la incorporación de agente quimioterápico se 

ha realizado a nivel superficial y en matriz. Al comparar la liberación desde las 

nanopartículas con diferente incorporación de fármaco se aprecia claramente una 

importante diferencia en cuanto a la velocidad con la que se produce la salida del 

fármaco antitumoral desde los nanocompuestos. 

 

En el caso del 5-fluorouracilo incorporado en la superficie de los 

magnetoliposomas, el proceso de liberación se completa en 3 horas (Figura 8.7.a). Esta 

rápida liberación de agente quimioterápico sugiere que la cantidad vehiculizada de éste 

se encuentra adsorbida exclusivamente en la superficie externa de los 

magnetoliposomas. El mecanismo responsable de este comportamiento podría ser la 

degradación de la cubierta lipídica (véase el apartado 4.5.). Por tanto, en este caso 

podemos considerar que el proceso es muy rápido y no adecuado para los fines 

terapéuticos de esta investigación, ya que la dosis vehiculizada quedaría libre del 

sistema transportador antes de llegar al lugar de acción, dando lugar a una extensa 

biodistribución.  

 

Sin embargo, el proceso de liberación del 5-fluorouracilo cuando se incorpora en 

la matriz de las nanopartículas es bifásico y mucho más sostenido en el tiempo (Figura 
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8.7.b). En primer lugar, aparece una fase de liberación rápida que probablemente 

corresponda a la pérdida del fármaco asociado a la superficie de las nanopartículas o 

débilmente atrapado en éstas. En concreto, el ≈ 38 % del 5-fluorouracilo es liberado en 

esta primera fase en 3 horas. Sin embargo, durante la segunda fase del proceso, la 

liberación del 5-fluorouracilo se hace más lenta liberándose el ≈ 62 % restante a lo 

largo de 5 días. En esta última etapa de liberación, el mecanismo responsable podría 

ser debido a la difusión de este fármaco a través de la matriz lipídica. Este fenómeno 

de liberación de 5-fluorouracilo tan sostenido en el tiempo, puede explicarse en base a 

que parte del principio activo debe encontrase adsorbido en la superficie de los núcleos 

de óxido de hierro cuando éstos son recubiertos por la capa lipídica en la formación de 

las nanopartículas mixtas (véase el apartado 8.3.). Así, la cantidad de moléculas de 

fármaco localizada en la interfase Fe3O4-fosfatidilcolina debe difundir a través de toda 

la matriz lipídica para poder salir al exterior, lo que ralentiza la velocidad de 

liberación. 
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Figura 8.7. Liberación de 5-fluorouracilo (%) (a) adsorbido y (b) absorbido desde los 

magnetoliposomas en función del tiempo de incubación en una solución tampón NaOH-

KH2PO4 (pH = 7.4 ± 0.1) a 37.0 ± 0.5 ºC. 
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Para finalizar el estudio de la liberación del fármaco desde las nanopartículas 

desarrolladas, realizamos el ajuste cinético de los perfiles de liberación utilizando para 

ello el análisis de varianza de la regresión al modelo (criterio ANOVA) y del 

coeficiente de determinación, r2. Según estos criterios, seleccionamos en primer lugar 

los ajustes con mayor valor del estadístico F de Fisher-Snedecor (cociente entre las 

medias de cuadrados de regresión y residual) y de entre ellos admitimos que el que 

presente un mayor valor de r2 (una mayor suma de cuadrados de regresión) 

corresponderá con la ecuación de la cinética que mejor se ajusta a los resultados 

obtenidos in vitro [Doménech y cols., 1998; Morales y cols., 2004]. Hemos ensayado 

diferentes modelos matemáticos con la finalidad de elegir el que con mayor fiabilidad 

sea capaz de explicar el mecanismo de liberación de nuestro fármaco:  

 

a) Cinética de orden cero: describe un sistema donde la velocidad de liberación de 

fármaco es constante. Es decir: 

 

tKQt 0=           (52) 

 

Siendo Qt la cantidad acumulada de fármaco a tiempo t; y, K0 la constante de 

liberación.  

 

b) Cinética de orden uno: en este caso la liberación de fármaco va a depender de la 

concentración del mismo en el sistema. 

 

( )

( )tK
t

t
t

eQQ

QQK
dt

dQ

11

1

−
∞

−∞

−=

=
        (53) 

 

siendo Q∞  la máxima cantidad liberada, que se supone estará en disolución para 

un tiempo mucho mayor que 1/K1. 
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c) Cinética de raíz cuadrada (Higuchi): relacionada con la liberación por difusión del 

fármaco.  

 

tBAQt ⋅+=          (54) 

 

d) Cinética de raíz cúbica: la liberación se produce por erosión o disolución de la 

matriz polimérica en todo su volumen: 

 

( ) tBAQQQ ⋅+=−− 3
100

3
100        (55) 

 

En la Tablas 8.7. se recogen los valores de F y r2 correspondientes a los ajustes 

cinéticos de la liberación de 5-fluorouracilo (incorporado en superficie) desde los 

magnetoliposomas. 

 

 

VALORES DE F Y  r2 

 
Cinética 
de orden 

cero 

Cinética 
de orden 

uno 

Cinética de 
raíz cuadrada 

Cinética 
de raíz 
cúbica 

Magnetoliposomas 
(Adsorción) 

F 26.17 314.05 736.28 109.76 
r2 0.834 0.814 0.920 0.474 

 

Tabla 8.7. Valores del estadístico F y del coeficiente de determinación r2 obtenidos en el 

estudio del perfil de cantidades acumuladas de 5-fluorouracilo liberado en función del tiempo 

desde los magnetoliposomas (método de vehiculización mediante adsorción superficial). 

 

En el caso de la liberación del fármaco adsorbido sobre las nanopartículas 

obtenidas, es completa en 3 horas desde que se inició el ensayo, la liberación presenta 

valores de F y r2 que indican un ajuste significativo a una cinética de raíz cuadrada, 

con los coeficientes de ajuste indicados en la Tabla 8.8. (la Figura 8.8. muestra el buen 

acuerdo entre los datos experimentales y la curva de ajuste). Esta cinética puede 

explicarse por la mayor concentración de fármaco presente en la superficie de la 
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nanopartícula y la baja concentración de fármaco en el medio, lo que producirá 

difusión (dependencia con t , ecuación 54) desde la zona superficial, en la que el 

fármaco se encuentra más concentrado hacia el seno de la disolución, donde la 

concentración es menor. No hay alteración de la matriz.  

 

SISTEMA A B 
5-Fluorouracilo, 

Magnetoliposomas 
(Adsorción) 

(37.97 ± 5.45) (37.38 ± 4.87) 

 

Tabla 8.8. Coeficientes de ajuste de la ecuación (54) a la cinética de liberación del 5-

fluorouracilo desde la superficie de los magnetoliposomas. 

 

 

 

Figura 8.8. Ejemplo de ajuste (línea continua) de la ecuación (54) a los datos experimentales 

(símbolos) en el caso de 5-fluorouracilo adsorbido en los magnetoliposomas. 
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En cuanto a la liberación del fármaco desde el interior de las nanopartículas 

sintetizadas, debemos diferenciar en la realización del ajuste cinético las dos fases 

características del proceso: una fase rápida de unas 3 horas de duración y, a 

continuación, una segunda fase de liberación mucho más prolongada y lenta (Figura 

8.7. b). Como puede apreciarse en las Tablas 8.9., la cinética que mejor describe la 

primera fase del proceso de liberación es la de orden 1 (véase Tabla 8.10. para los 

coeficientes de ajuste y gráficas de la Figura 8.9.). Esto es indicativo de una liberación 

de fármaco que va a depender de la concentración a la que se encuentre el mismo en la 

parte más superficial de las nanopartículas hacia el medio. Sin embargo, en la segunda 

fase la cinética a la que mejor se ajusta el proceso de liberación se corresponde con la 

de raíz cuadrada (coeficientes de ajuste en Tabla 8.11.), lo que implica una liberación 

por difusión inicial del fármaco a lo largo del tiempo desde la matriz lipídica de las 

nanopartículas hacia el medio. Una posible explicación a este tipo de liberación podría 

basarse en el hecho de que el fármaco que se encuentra originalmente en el interior de 

la matriz lipídica multilamelar difunde a través de ella hacia la superficie con nuevas 

moléculas que pasan al medio. Se requiere para ello una elevada cantidad de fármaco 

absorbida en la matriz y no fuertemente ligado a esta. 

 

 
VALORES DE F Y  r2 

 Cinética de 
orden cero 

Cinética de 
orden uno 

Cinética de 
raíz cuadrada 

Cinética de 
raíz cúbica 

Magnetoliposomas 
(1ª fase Liberación) 

F 63.05 1309.25 685.13 22.62 
r2 0.925 0.990 0.983 0.522 

Magnetoliposomas 
(2ª fase Liberación) 

F 36.66 49.99 797.86 93.50 
r2 0.820 -0.140 0.924 0.370 

 
 

Tabla 8.9. Valores del estadístico F y del coeficiente de determinación r2 obtenidos en el 

estudio del perfil de cantidades acumuladas de 5-fluorouracilo liberado en función del tiempo 

desde la matriz de las nanopartículas de magnetoliposomas (método de formulación mediante 

absorción).  

 

 
 



 
 Capítulo 8. Evaluación de la Capacidad de Vehiculización de 5-Fluorouracilo 
 
 

-241- 
 

SISTEMA A B 
5-Fluorouracilo, 

Magnetoliposomas  
(1ª fase Absorción) 

(44.26 ± 2.50) (0.65 ± 0.07) 

 

Tabla 8.10. Coeficientes de ajuste de la ecuación (53) a la cinética de liberación de orden 1 

que describen la primera etapa de liberación del 5-fluorouracilo desde la matriz de los 

magnetoliposomas. 

 

SISTEMA A B 
5-Fluorouracilo, 

Magnetoliposomas 
(2ª fase Absorción) 

(36.22 ± 4.45) (6.56 ± 0.66) 

 

Tabla 8.11. Componentes de la ecuación (54) de la cinética de liberación de raíz cuadrada 

que describen la segunda etapa de liberación del 5-fluorouracilo desde la matriz de los 

magnetoliposomas. 
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Figura 8.9. Izquierda: datos experimentales de la cinética de liberación de 5-fluorouracilo 

desde los magnetoliposomas. Derecha: líneas de mejor ajuste de los datos de estas últimas a 

los modelos descritos en el texto, para la fase inicial de liberación (arriba) y para tiempos 

largos (abajo).   

 

La Figura 8.9. ilustra los resultados y su mejor ajuste para el fármaco absorbido en 

matriz. Es importante insistir en que la liberación sostenida del fármaco en el tiempo 

es idónea para lograr un efecto farmacológico óptimo in vivo. Es decir, casi toda la 

dosis de principio activo vehiculizada en los nanocompuestos se liberará 

exclusivamente en el lugar de acción, una vez que los magnetoliposomas se acumulen 

de forma selectiva a este nivel con la ayuda del campo magnético aplicado.  
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8.4.1. Influencia del fenómeno de hipertermia en la liberación 

 

Adicionalmente, se evaluaron las características de calentamiento (efecto de 

hipertermia) derivadas de las propiedades magnéticas de los magnetoliposomas al 

aplicar un campo electromagnético oscilante de alta frecuencia. Paralelamente, se 

investigó y comparó el efecto de la hipertermia en la cinética de liberación del 5-

fluorouracilo a partir de dichos nanosistemas. Hay que indicar que las condiciones 

seguidas de incorporación del fármaco, liberación y ajuste cinético para el análisis del 

estudio fueron las ya descritas anteriormente. 

 

Como ya ha sido comentado (ver Capítulo 1), las nanopartículas magnéticas 

pueden ser una herramienta muy prometedora para el diagnóstico por resonancia 

magnética por la imagen (RMI) y tratamiento del cáncer por aumento de temperatura 

en la masa tumoral (hipertermia). Estos nanosistemas están bajo un extenso análisis y 

estudio en el posible tratamiento de tumores debido a que gracias al fenómeno de 

hipertermia pueden ser alcanzadas temperaturas comprendidas en el rango de 42-45 

ºC, el cual es suficiente para dañar irreversiblemente las células cancerosas [Glöckl y 

cols; 2006; Reddy cols., 2012; Tanaka y cols., 2005]. Si las nanopartículas magnéticas 

hipertérmicas son capaces de transportar fármacos antitumorales, podría obtenerse un 

efecto sinérgico entre la quimioterapia y el calor generado que actuarían sobre las 

células cancerosas de una manera más selectiva, eficaz y segura. De hecho, la 

hipertermia se ha descrito para mejorar la eficacia de los agentes antitumorales de dos 

maneras posibles: i) aumentar la liberación del fármaco desde las nanoplataformas 

termo-sensibles, y ii) mejorar la acumulación del fármaco en la masa tumoral mediante 

el aumento de la permeabilidad de células endoteliales y flujo sanguíneo local [Al-

Ahmady y cols., 2012, Koning y cols., 2010]. Es más, en recientes investigaciones in 

vitro se ha puesto de relieve los beneficios procedentes de la hipertermia y la 

quimioterapia combinada [Babincov y cols., 2008; Yoshida y cols., 2012]. En unos de 

los primeros trabajos donde se estudiaron las aplicaciones del tratamiento por 
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hipertermia, se comprobó la alta eficacia de una suspensión de cristales 

superparamagnéticos para absorber la energía de un campo magnético oscilante y 

convertirla en calor [Jordan y cols., 1993]. Esta propiedad puede ser usada in vivo para 

incrementar la temperatura del tejido tumoral y destruir las células malignas por 

hipertermia. Una de las aproximaciones clásicas consiste en someter al paciente a un 

campo electromagnético de 100 MHz de frecuencia, la destrucción de las células 

tumorales puede alcanzarse por una onda electromagnética emitida por un electrodo 

implantado en la masa cancerosa. Otros métodos menos invasivos consisten en 

combinar hipertermia y radioterapia, irradiando la masa tumoral con microondas 

mediante un emisor externo o radiación gamma [Laurent y cols., 2008]. 

 

El principal parámetro para determinar el calentamiento del tejido tratado, es la 

tasa de absorción específica (SAR), definido como la velocidad a la que la energía de 

una onda electromagnética de radiofrecuencia dada es absorbida por unidad de masa 

de material biológico. Las unidades son expresadas en calorías por kilogramo y es 

proporcional al incremento de temperatura (∆T/∆t) (ecuación 56) [van den Berg y 

cols., 2004]: 

 

t

T
C

m

P
SAR e

e ∆
∆== 1868.4        (56) 

 

donde P representa el poder de la onda electromagnética absorbida por la muestra, me 

corresponde a la masa de la muestra, y Ce es el calor específico de la muestra. Una 

dificultad añadida en la hipertermia electromagnética en un lugar específico es la 

aparición de altas temperaturas a nivel local (denominadas zonas calientes), debido a 

falta de homogeneidad de la permeabilidad eléctrica y conductividad del tejido, que 

hace variar el valor de SAR. Un mejor control de la energía es obtenida irradiando el 

tejido con nanopartículas magnéticas con un campo electromagnético de baja 

frecuencia (100-400 kHz). Para un material superparamagnético dado, el SAR se 
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determina de manera muy precisa por la relación de volumen de estos cristales en el 

tejido. Rosensweig demostró teóricamente una fuerte relación entre el SAR de este 

material y su relajación magnética (ecuación 57) [Rosensweig, 2002]: 

 

( )2
2
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1000
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o H
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VM
SAR      (57) 

 

donde φ es la fracción de volumen del material superparamgnético, ν es la 

frecuencia del campo magnético oscilante, Ho es la intensidad del campo 

magnético, y τ es el tiempo de relajación. La ecuación 57 muestra que si la 

irradiación del campo magnético es uniforme, el SAR solo dependerá de la 

naturaleza y la fracción de volumen de las partículas superparamagnéticas. Por 

tanto, una alta selectividad en la zona de actuación puede lograrse si las partículas sólo 

se localizan en la zona de actuación (masa tumoral). La frecuencia de irradiación debe 

ser lo suficientemente baja para evitar una interacción del campo electromagnético con 

los iones intracelulares. En el caso de nanopartículas, el SAR es proporcional al 

tiempo de relajación y es debido a la disipación causada por la viscosidad magnética. 

Está es máxima si se verifica la ecuación 58 [Rosensweig, 2002]: 

 

πυ
τ

2

1=            (58) 

 

Para τ más largos que el valor óptimo, el SAR disminuye rápidamente debido a 

que la relajación magnética está demasiado baja para permitir que el cristal 

superparamgnético pueda seguir al campo magnético oscilante. Por tanto, los coloides 

superparamagnéticos pueden actuar como un agentes de hipertermia, con mejoras en la 

reproducibilidad y control del tamaño de partícula durante la síntesis de dichos 

nanosistemas [Rau y cols., 2000; Laurent y cols., 2008]. 
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La metodología seguida para estudiar el comportamiento de calentamiento de los 

magnetoliposomas a nivel in vitro, se basó en la comparación de una suspensión 

acuosa de partículas de magnetoliposomas (10 mg/mL, 5 mL) con una formulación 

control (medio acuoso sin partículas), se investigó por triplicado a 25.0 ± 0.5 º C. Para 

ello, se utilizó un campo electromagnético alterno de alta frecuencia inducido por una 

fuente de alimentación equipada con un solenoide con unas condiciones determinadas 

(diámetro: 20 mm; longitud: 100 mm; número de espiras: 70). La frecuencia del 

campo magnético y la intensidad fue de 250 kHz y 4 kA/m, respectivamente. Estos 

valores están dentro de aquellos comúnmente fijados para realizar tal experimento 

[Lao y Ramanujan, 2004; Purushotham y Ramanujan, 2010; Tang y cols., 2008]. Los 

datos de temperatura se registraron continuamente por medio de una sonda 

termométrica de fibra óptica conectada a un ordenador. 

 

La Figura 8.10. muestra el comportamiento del calentamiento que experimenta los 

magnetoliposomas expuestos a una alta frecuencia de un campo magnético alterno. 

Bajo la exposición al gradiente del campo aplicado, la oscilación del momento 

magnético de los magnetoliposomas hizo que fueran transformados en emisores de 

calor, alcanzando la temperatura mínima de hipertermia (41 ºC) en 22 minutos. En las 

condiciones experimentales descritas, la temperatura máxima (45 ºC) se alcanzó 

después de 27 minutos, y luego se estabilizó hasta el final del experimento. Esto 

demuestra un buen control de la temperatura y flujo de calor, un requisito básico para 

la aplicación de las nanopartículas magnéticas hipertérmicas. En particular, aceptamos 

que el calentamiento local de una masa tumoral para un tiempo de ≈ 30 minutos a esta 

temperatura es suficiente para destruirla [Huber, 2005], y que las temperaturas 

superiores a 56 ºC dañan los tejidos sanos que rodean el sitio del tumor 

(termoablación: coagulación, necrosis y carbonización de el tejido) [Hilger y cols., 

2001; Jordan y cols., 2001]. 

 



 
 Capítulo 8. Evaluación de la Capacidad de Vehiculización de 5-Fluorouracilo 
 
 

-247- 
 

 

 

Figura 8.10. Curva de calentamiento de una suspensión acuosa de magnetoliposomas (●) y 

medio control (○), bajo la influencia de un gradiente de campo electromagnético oscilante de 

250 kHz y 4 kA/m. 

 

Finalmente, el campo electromagnético alterno de alta frecuencia descrito 

previamente (frecuencia e intensidad: 250 kHz y 4 kA/m, respectivamente), fue 

acoplado al medio de liberación con el fin de definir el efecto de las propiedades de 

calentamiento de los magnetoliposomas (efecto de hipertermia) en la cinética de 

liberación del 5-fluorouracilo a partir de dichas nanopartículas. Los datos de 

temperatura se registraron constantemente como se ha descrito anteriormente.  

 

La Figura 8.11. muestra la liberación de 5-fluorouracilo en función del tiempo 

desde los magnetoliposomas en los que la incorporación del 5-fluorouracilo se realizó 

previamente en superficie y matriz, siempre bajo la influencia del fenómeno de 

hipertermia. Al comparar la liberación desde las nanopartículas con diferentes formas 
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de incorporación de fármaco se aprecia claramente una importante diferencia en 

cuanto a la velocidad con la que se produce la salida del fármaco antitumoral desde los 

nanocompuestos, siendo en cualquier caso una liberación acelerada con respecto al 

anterior caso de liberación descrito desde los magnetoliposomas sin aplicación de un 

campo electromagnético oscilante de alta frecuencia. 

 

Para la liberación de 5-fluorouracilo incorporado en la superficie de los 

magnetoliposomas, el proceso se completa en tan solo 1 hora de estudio (Figura 

8.11.a). Está liberación acelerada del agente antitumoral indica que la cantidad 

vehiculizada de éste se encuentra adsorbida exclusivamente en la superficie externa de 

los magnetoliposomas, el mecanismo responsable de este comportamiento podría ser 

debido a la potenciación de la degradación de la cubierta lipídica (véase el apartado 

4.5.) activado por el aumento de temperatura, debido a la disipación de energía (en 

forma de calor) surgida de la vibración de los núcleos de magnetita. Por tanto, en este 

caso podemos considerar que el proceso es demasiado rápido y no adecuado para fines 

terapéuticos como los de este trabajo; ya que la dosis vehiculizada quedaría libre del 

sistema transportador antes de llegar a la masa del tumor.  

 

Sin embargo, el proceso de liberación del 5-fluorouracilo cuando se incorpora en 

matriz es bifásico y más sostenido en el tiempo con respecto a la liberación cuando se 

vehiculiza por adsorción en la superficie de la nanopartícula (Figura 8.11.b). En primer 

lugar, aparece una fase de liberación rápida que probablemente significa la pérdida del 

fármaco asociado a la superficie de las nanopartículas o débilmente atrapado en éstas. 

En concreto, el ≈ 45 % del 5-fluorouracilo es liberado en 1 hora. Sin embargo, durante 

la segunda fase del proceso, la liberación del 5-fluorouracilo se hace progresivamente 

liberándose el ≈ 55 % de fármaco restante en las próximas 24 horas. Este perfil de 

liberación del 5-fluorouracilo tan rápido es producido por el efecto de hipertermia 

(consecuencia de la pérdida de la histéresis magnética) generado por la aplicación del 

campo electromagnético oscilante de alta frecuencia. Dicho perfil se atribuye a un 
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aumento de la permeabilidad del agua y los solutos en las membranas lipídicas que 

constituyen la vesículas lipídicas multilamelares. Incluso, se ha planteado la hipótesis 

de que al alcanzar la temperatura de transición de fase de los fosfolípidos (Tm), los 

límites de los dominios sólido/líquido dentro de la estructura liposomal están en un 

estado desordenado bajo el fenómeno de hipertermia (calentamiento), aumentando así 

la fluidez de los fosfolípidos [Al-Ahmady y cols., 2012; Al-Jamal y cols., 2012; 

Babincová y cols., 2002; Ding y cols., 2012a]. 
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Figura 8.11. Liberación de 5-fluorouracilo (%) (a) adsorbido y (b) absorbido desde los 

magnetoliposomas sometidos a un campo electromagnético oscilante de alta frecuencia y en 

función del tiempo de incubación en una solución tampón NaOH-KH2PO4 (pH = 7.4 ± 0.1) a 

37.0 ± 0.5 ºC.. 
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En la Tablas 8.12. se recogen los valores de F y r2 correspondientes a los ajustes 

cinéticos de la liberación de 5-fluorouracilo (incorporado en superficie) desde los 

magnetoliposomas por efecto de hipertermia. 

 

 

VALORES DE F Y  r2 

 
Cinética 
de orden 

cero 

Cinética 
de orden 

uno 

Cinética de 
raíz cuadrada 

Cinética 
de raíz 
cúbica 

Magnetoliposomas 
(Adsorción) 
Hipertermia 

F 601.25 440.14 12130.12 439.81 

r2 0.995 0.674 0.988 0.674 

 

Tabla 8.12. Valores del estadístico F y del coeficiente de determinación r2 obtenidos en el 

estudio del perfil de cantidades acumuladas de 5-fluorouracilo liberado en función del tiempo 

desde los magnetoliposomas (método de formulación mediante adsorción superficial) bajo la 

influencia del fenómeno de hipertermia. 

 

La liberación del fármaco adsorbido sobre las nanopartículas obtenidas bajo la 

acción del campo electromagnético oscilante de alta frecuencia, se aceleró 

significativamente, siendo completa después de 1 hora, los valores de F y r2 indican 

que la liberación se ajusta a una cinética de orden 0, con los coeficientes de ajuste 

indicados en la Tabla 8.13., en la Figura 8.12. se muestra el buen acuerdo entre los 

datos experimentales y la curva de ajuste. Esto es indicativo de una liberación de 

fármaco que va a depender de la concentración a la que se encuentre el mismo en la 

parte más superficial de las nanopartículas hacia el medio.  
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SISTEMA A B 
5-Fluorouracilo, 

Magnetoliposomas 
(Adsorción) 
Hipertermia 

(96.52 ± 4.45) (5.82 ± 1.32) 

 

Tabla 8. 13. Coeficientes de ajuste de la ecuación (52) a la cinética de liberación del                     

5-fluorouracilo desde la superficie de los magnetoliposomas bajo la influencia del fenómeno 

de hipertermia. 

 

 

 

Figura 8.12. Ejemplo de ajuste (línea continua) de la ecuación (52) a los datos experimentales 

(símbolos) en el caso de 5-fluorouracilo adsorbido sobre los magnetoliposomas bajo la 

influencia del fenómeno de hipertermia. 

 

En cuanto a la liberación del fármaco desde el interior de las nanopartículas 

sintetizadas (incorporación en matriz) por efecto de hipertermia, debemos diferenciar 

en la realización del ajuste cinético un proceso bifásico acelerado con: una fase rápida 
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de 1 hora de duración (más lenta que en el caso de la adsorción en superficie) y, a 

continuación, una segunda fase de liberación mucho más prolongada y lenta (Figura 

8.11. b). Como puede apreciarse en las Tablas 8.14., la cinética que mejor describe la 

primera fase del proceso de liberación es la de orden 0 (véase Tabla 8.15. para los 

coeficientes de ajuste y gráficas de la Figura 8.13.). Esto es indicativo de una 

velocidad de liberación de fármaco constante en la primera fase del proceso. Sin 

embargo, en la segunda fase la cinética a la que mejor se ajusta el proceso de 

liberación se corresponde con la de raíz cuadrada (coeficientes de ajuste en Tabla 

8.16.), lo que implica una liberación por difusión inicial del fármaco a lo largo del 

tiempo desde la matriz lipídica de las nanopartículas hacia el medio. Una posible 

explicación a este tipo de liberación podría basarse en el hecho de que el fármaco que 

se encuentra originalmente en el interior de la matriz lipídica multilamelar difunde a 

través de ella hacia la superficie con nuevas moléculas que pasan al medio gracias al 

efecto que genera el aumento de temperatura en las membranas fosfolípidicas. Se 

requiere para ello una elevada cantidad de fármaco absorbida en la matriz y no 

fuertemente ligado a esta. 

 

 
VALORES DE F Y  r2 

 Cinética de 
orden cero 

Cinética de 
orden uno 

Cinética de 
raíz cuadrada 

Cinética de 
raíz cúbica 

Magnetoliposomas 
(1ª fase Liberación) 

Hipertermia 

F 66.43 126.19 134.73 136.60 

r2 0.956 0.889 0.893 0.895 

Magnetoliposomas 
(2ª fase Liberación) 

Hipertermia 

F 63.41 43.95 2148.42 94.15 

r2 0.912 -0.200 0.974 0.423 

 
 

Tabla 8.14. Valores del estadístico F y del coeficiente de determinación r2 obtenidos en el 

estudio del perfil de cantidades acumuladas de 5-fluorouracilo liberado en función del tiempo 

desde la matriz de las nanopartículas de magnetoliposomas (método de formulación mediante 

absorción) bajo la influencia del fenómeno de hipertermia. 
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SISTEMA A B 
5-Fluorouracilo, 

Magnetoliposomas  
(1ª fase Absorción) 

Hipertermia  

(7.02 ± 2.84) (33.80 ± 4.15) 

 

Tabla 8.15. Coeficientes de ajuste de la ecuación (52) a la cinética de liberación de orden 0 

que describen la primera etapa de liberación del 5-fluorouracilo desde la matriz de los 

magnetoliposomas bajo la influencia del fenómeno de hipertermia. 

 

SISTEMA A B 
5-Fluorouracilo, 

Magnetoliposomas 
(2ª fase Absorción) 

Hipertermia  

(30.03 ± 3.27) (15.15 ± 1.00) 

 

Tabla 8.16. Componentes de la ecuación (54) de la cinética de liberación de raíz cuadrada 

que describen la segunda etapa de liberación del 5-fluorouracilo desde la matriz de los 

magnetoliposomas bajo la influencia del fenómeno de hipertermia. 

. 
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Figura 8.13. Izquierda: datos experimentales de la cinética de liberación de 5-fluorouracilo 

desde los magnetoliposomas bajo la influencia del fenómeno de hipertermia. Derecha: líneas 

de mejor ajuste de los datos de estas últimas a los modelos descritos en el texto, para la fase 

inicial de liberación (arriba) y para tiempos largos (abajo).   

 

Debido a los resultados de liberación anteriormente discutidos, el 5-fluorouracilo 

podría acceder más rápidamente al lugar de acción en comparación con el fármaco 

liberado en condiciones fisiológicas. Por lo tanto, se espera que los magnetoliposomas 

proporcionen a nivel in vivo un aumento de temperatura (hipertermia) necesaria para 

activar la liberación de las moléculas de 5-fluorouracilo vehiculizadas en las 

nanopartículas, lo cual podría ser de gran beneficio para obtener concentraciones 

mayores de fármaco intracelularmente y/o en el intersticio tumoral para lograr así un 

efecto farmacológico óptimo [Al-Ahmady y cols., 2012; Babincov y cols., 2008; 

Reddy y cols., 2012; Yoshida y cols., 2012]. Es decir, es de esperar que prácticamente 

toda la dosis de principio activo transportada se acumule de forma selectiva en la zona 
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deseada con la ayuda del campo magnético aplicado, y una vez allí, se activará la 

liberación del fármaco cuando el campo electromagnético alterno de alta frecuencia 

actué, debido al efecto de hipertermia.  
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El presente trabajo de investigación, tiene tres objetivos principales. El primero es 

el diseño y elaboración, bajo condiciones óptimas, de un sistema transportador de 

fármacos basado en un nanosistema mixto, llamado magnetoliposoma, constituido por 

un núcleo magnético y un recubrimiento vesicular lipídico. El segundo es la 

vehiculización del fármaco antitumoral 5-fluorouracilo en el sistema transportador. Y el 

tercero es determinar la capacidad de generar calor debido a sus propiedades magnéticas 

y, en base a ello, ver la influencia del fenómeno de hipertermia sobre el proceso de 

liberación del fármaco a través del coloide mixto. Las principales aportaciones pueden 

resumirse en las siguientes conclusiones: 

 

1. Sobre la síntesis y morfología de los magnetoliposomas. 

 

Se ha puesto a punto un procedimiento reproducible de síntesis de 

nanosistemas de composición mixta, formados por un núcleo magnético 

(magnetita) y un recubrimiento vesicular lipídico (liposomas), ambos 

biodegradables. La metodología de síntesis de los núcleos de óxido de hierro es 

muy sencilla y permite la obtención de magnetita superparamagnética. El 

procedimiento de formulación de las estructuras vesiculares magnéticas se 

fundamenta en una variación del método de hidratación del film (thin layer 

evaporation method) utilizado en la síntesis de liposomas. 

 

Para optimizar las condiciones de la síntesis, se analizó el efecto de la 

proporción inicial de masas lípido/magnetita sobre los magnetoliposomas 

obtenidos, y se concluyó que la relación 4:3 es la más óptima. El análisis de las 

propiedades eléctricas superficiales respalda esta conclusión. 

 

Con la metodología de síntesis desarrollada, se ha logrado el diseño de 

magnetoliposomas con una geometría muy apropiada para la vía de administración 

parenteral; constituidos por un núcleo magnético, responsable del pequeño tamaño 
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y de las propiedades magnéticas de las nanopartículas obtenidas, y por un 

recubrimiento lipídico biodegradable y biocompatible.  

 

2. Sobre la estructura y composición química. 

 

Mediante la comparación de los difractogramas de rayos X obtenidos para las 

nanopartículas de magnetita, liposomas y magnetoliposomas, comprobamos la 

perfecta coincidencia de los difractogramas de las nanopartículas magnéticas con el 

patrón ASTM de la magnetita. Esto permite identificar las muestras de magnetita y 

observar la elevada cristalinidad de ésta, a pesar de quedar incluida en el interior de 

la matriz vesicular. Con ello, es de esperar que las propiedades magnéticas persistan 

tras el recubrimiento de los núcleos magnéticos por la estructura vesicular 

biodegradable.  

 

El análisis del espectro de infrarrojos constituye una nueva prueba de la 

eficacia del recubrimiento de los núcleos magnéticos, ya que permitió identificar 

los grupos funcionales característicos de los liposomas, así como una banda propia 

de la magnetita en los magnetoliposomas.  

 

3. Sobre las propiedades eléctricas superficiales. 

 

El análisis comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los tres 

tipos de partículas mediante electroforesis constituye también una prueba de la 

eficacia de recubrimiento de las nanopartículas de óxido de hierro por parte de la 

matriz vesicular. Ésta oculta muy eficazmente el núcleo magnético, haciendo que la 

superficie de los magnetoliposomas sea indistinguible de la de los liposomas. 

 

El análisis preliminar de la estabilidad del recubrimiento mediante el estudio de 

la evolución de las propiedades electrocinéticas de los magnetoliposomas en 
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función del tiempo muestra cómo el comportamiento de éstas se aproxima al de la 

magnetita en agua. 

 

Empleando la información obtenida del estudio electrocinético de nuestros 

materiales, hemos justificado el mecanismo de formación de la capa de 

recubrimiento lipídico sobre los núcleos magnéticos (junto con el mecanismo 

termodinámico). Dicha capa se genera como consecuencia de la atracción 

electrostática entre las nanopartículas de magnetita cargadas positivamente y las 

bicapas lipídicas multilamelares con carga negativa, lo que induce la presencia 

de la estructura lipídica en la superficie de la magnetita. Además, los resultados 

del estudio electrocinético de la formulación desarrollada de magnetoliposomas 

permiten explicar la reducción del tamaño de partícula observada en comparación 

con los liposomas. 

 

4. Sobre la termodinámica superficial. 

 

Utilizando un modelo termodinámico aplicable a la interfase sólido/líquido ha 

sido posible llevar a cabo una completa caracterización termodinámica superficial 

de las nanopartículas sintetizadas.  

 

La diferente naturaleza de las superficies de magnetita, liposomas y 

magnetoliposomas se manifiesta en cambios sufridos por las interacciones 

interfaciales entre el sólido y los líquidos de ensayo, y en general, en diferentes 

contribuciones a la energía superficial total de cada tipo de sólido. 

 

Obviamente, estos cambios en la energía libre superficial se manifiestan en las 

características hidrófobas/hidrófilas de los diferentes nanomateriales. La naturaleza 

hidrófila de la magnetita se pierde al ser recubierta por la matriz lipídica, lo que se 

considera una prueba muy significativa de la eficacia del recubrimiento.  
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Utilizando la información obtenida del estudio termodinámico de los 

materiales empleados, podemos justificar el mecanismo de formación de las 

nanopartículas mixtas (junto con el mecanismo electroforético), ya que 

termodinámicamente es más favorable para la estructura lipídica multilamelar 

permanecer en contacto con la magnetita antes que estar aislada en el agua. 

 

5. Sobre las propiedades magnéticas. 

 

La determinación del ciclo de histéresis de los magnetoliposomas ha resultado 

muy útil en la caracterización de sus propiedades magnéticas. Al quedar englobados 

los núcleos de óxido de hierro en el interior de la matriz lipídica, la imantación de 

la nanopartícula resulta ser muy elevada por su carácter superparamagnético. Esta 

característica ha sido comprobada cualitativamente de forma visual y mediante 

microscopía óptica en suspensiones acuosas de los nanocompuestos. 

 

6. Sobre la citotoxicidad in vitro de las nanopartículas. 

 

La ausencia de citotoxicidad y la excelente hemocompatibilidad comprobada, 

por parte de las nanopartículas sin presentar carga de fármaco, en fibroblastos de 

colon humano CCD-18 y en líneas celulares del carcinoma de colon humano T-84, 

muestra en los coloides mixtos su biodegradabilidad y biocompatibilidad óptima 

para ser utilizados como agentes transportadores in vitro.  

 

7. Sobre la capacidad de vehiculización y liberación controlada del fármaco 

antitumoral 5- fluorouracilo sin y con presencia de hipertermia. 

 

Se ha validado y utilizado un procedimiento espectrofotométrico sencillo para 

la determinación de la incorporación del agente antitumoral 5-fluorouracilo en los 
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magnetoliposomas, y para la cuantificación de la cantidad de fármaco cedida al 

medio en los ensayos de liberación.  

 

Hemos estudiado y definido las condiciones óptimas de vehiculización del      

5-fluorouracilo en los magnetoliposomas, mediante dos métodos: i) la adsorción 

tras la formación e incubación de los nanocompuestos en una disolución de 

principio activo; y, ii ) la adición del principio activo en el medio acuoso que 

quedará englobado por parte de la matriz lipídica, y que contiene los núcleos 

magnéticos en suspensión, antes de que se desencadene la formación de las 

nanopartículas compuestas.  

 

El análisis espectrofotométrico de la incorporación de fármaco por los 

magnetoliposomas pone de manifiesto la contribución de la adsorción superficial al 

proceso de vehiculización de los fármacos. Se ha observado un efecto positivo de la 

concentración de principio activo en el medio de contacto sobre la cantidad 

adsorbida por las nanopartículas compuestas.  

 

La absorción del fármaco en matriz mejora considerablemente los resultados de 

vehiculización obtenidos mediante el método de adsorción superficial y son muy 

superiores a trabajos previamente publicados. La adsorción previa de principio 

activo en la superficie de los núcleos de óxido de hierro, junto con los fenómenos 

de interacción electrostática entre las moléculas de fármaco y los nanomateriales 

justifican los interesantes resultados de vehiculización obtenidos. Existe también un 

importante efecto positivo de la concentración de principio activo utilizada sobre 

los resultados de vehiculización. 

 

Además, el estudio preliminar de las formulaciones ha puesto de manifiesto la 

estabilidad en el tiempo en cuanto a retención de fármaco (incorporado en matriz) 
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que tienen los magnetoliposomas para diferentes condiciones típicas de 

conservación o almacenamiento de estas nanoformulaciones. 

 

En el estudio de los magnetoliposomas como nanopartículas magnéticas 

hipertérmicas, las temperaturas alcanzadas son necesarias y suficientes para 

conseguir la destrucción de las células tumorales. El fenómeno de hipertermia 

influye tanto en la liberación in vitro del 5-fluorouracilo incorporado en superficie 

(adsorción) como en matriz (absorción) de los magnetoliposomas, dicho análisis 

revela un perfil de cesión muy rápido (acelerado) de principio activo, completo en 

una hora y que se ajusta, según el análisis de varianza de la regresión al modelo 

(criterio ANOVA) y del coeficiente de determinación, r2, a una cinética de 

liberación de orden 0. Sin embargo, la liberación del fármaco incorporado en los 

nanocompuestos mediante absorción en matriz resulta ser mucho más interesante 

para obtener un óptimo efecto farmacológico para una administración cercana al 

tumor (intraarterial o intratumoral).  
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