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1.Introduccion.

1.1. SISTEMAS DE LIB,ERACIC')N
MODIFICADA DE FARMACO.

La utilizacidon de sistemas de liberacion modificada de fdrmacos
presenta en la actualidad una gran importancia, principalmente en el campo
de la terapia contra el cdncer. Enfre los distintos tipos de estos sistemas
fransportadores destacan, por sus posibilidades, los transportadores

magnéticos coloidales.

Los principales beneficios de estos sistemas denfro del campo
terapéutico son la eliminacién de reacciones adversas que frecuentemente
derivan de la distribucion sistémica de los fdrmacos mediante la posibilidad de
reducir la dosis precisa de un agente terapéutico por peso corporal,
disminuyendo asi, estos posibles efectos adversos provenientes de las dosis
tradicionales. Ademds, se solucionan los problemas de inestabilidad en los

fluidos bioldgicos o in vivo del farmaco.

1.1.1. Vectorizacion de farmacos.

La accion farmacolégica de un principio activo depende
principalmente de la naturaleza de la interacciéon enfre éste y su lugar de
accion. Sin embargo, para poder ejercer dicha accion, el fdrmaco debe estar
presente en su tejido diana en canfidad suficiente como para provocar el
efecto deseado. Por ello, es fundamental que sea liberado en el lugar
adecuado del organismo a una velocidad apropiada, lo que puede
conftrolarse mediante la forma en que el principio activo es formulado antes

de su administracidon como medicamento.

La mayor parte de los farmacos son administrados por medio de formas
farmacéuticas de dosificacion convencionales (cdpsulas, comprimidos,

soluciones inyectables, etc.), no obstante, determinados tipos de fdrmacos
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necesitan ofras formas adecuadas a sus caracteristicas. La necesidad de
mantener una concentracion de fadrmaco que garantice y mantenga un
efecto terapéutico, implica la administracidn créonica de estas formas
farmacéuticas de dosificacion convencionales. Esta pauta de fratamiento
puede constituir un inconveniente para el paciente y suele provocar un bajo
indice de cumplimiento terapéutico. Por ofro lado, la administracion crénica
puede provocar considerables fluctuaciones en las concenfraciones
sanguineas de fdrmaco entre dosis, pudiendo originar efectos adversos toxicos
0 una respuesta inapropiada cuando los niveles se encuentran en un MAximo
0 en un minimo, respectivamente. Una forma de resolver estos problemas es el
desarrollo de sistemas de liberacion modificada de farmacos que garanticen
una velocidad de liberacion constante (o prdcticamente constante) durante

un periodo de tiempo prolongado.

Por otro lado, no sélo se produce la difusion del fdrmaco dentro del
tejido de interés, sino que una proporcion importante pasa a la circulacion
sistémica actuando en regiones diferentes a las deseadas y aumentando asi la
probabilidad de aparicién de reacciones adversas. Ademds, la concentracion
de fdrmaco en el lugar de accidon serd baja, debido a una distribucion
inapropiada o a una pobre absorcidon. Por ello, es preferible la concentracion
del fdrmaco en el tejido o células de interés antes que su libre distribucion por

el sistema circulatorio.

Un ejemplo de la importancia de lograr la localizaciéon de la accion de
un principio activo es el tratamiento de tumores soélidos. Entre las diferentes
formas de fratamiento, la farmacoterapia intenta explotar las diferencias
existentes entre las células sanas y las cancerosas, ademds de permitir la
selectividad toxica frente a tumores. Sin embargo, debido a la similitud
infrinseca entre estas células, a menudo es sdlo posible explotar la rdpida
velocidad de division de estas células tumorales, si bien se comienza a
investigar sobre las diferencias en cuanto a exfravasacion entre estos tejidos
(1). Por otro lado un problema importante de los tumores sdélidos es que el
farmaco debe estar presente en una concentracidon suficientemente alta

como para penetrar en el tumor. Por lo tanto, el desarrollo de sistemas que
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maximicen la concentracion de fdrmaco en las cercanias del tumor constituye

una alternativa prometedora para solventar eficazmente estos problemas.

1.1.2. Sistemas de transporte coloidales.

El uso apropiado de sistemas transportadores de fdrmaco permite lograr
la concentracion de éste en una region especifica del organismo y su
liberacién modificada. Los sistemas dispersos han sido extensamente utilizados
con ambos fines, particularmente para lograr la localizacion especifica. Estas
formas de dosificacion son sistemas coloidales, que estdn constituidos por
suspensiones acuosas de particulas que contienen farmacos y que,
generalmente, se administran mediante inyeccién. Las caracteristicas que

debe cumplir un sistema coloidal para poder ser utilizado son (2):

1. El fdrmaco debe acumularse selectivamente en el lugar de accion
requerido, con concenfraciones residuales muy pequenas a nivel
sistémico.

2. Las particulas portadoras deben ser capaces de tfransportar una
cantidad apropiada de fdrmaco.

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

4. El coloide debe ser estable in vifro y en su transito al lugar requerido
in vivo.

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

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

7. Las autoridades sanitarias deben ratificar la no toxicidad de los
componentes del coloide.

Tras su administracidon como sistema inyectable, el destino de las

particulas coloidales en el sistema circulatorio dependerd de la via de

administraciéon y del tamano y caracteristicas superficiales de las particulas (2).
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En cuanto a la via de administracion, a pesar de indicarse a menudo la
administraciéon infraarterial como un método apropiado para dirigir los
principios activos a los érganos diana, diversos riesgos asociados a esta ruta
hacen que la administracion infravenosa, intramuscular o subcutdnea sean

preferibles en la gran mayoria de los casos.

Respecto al tamano, las particulas con un didmetro superior a 7 um se
acumulardn en los pulmones, ya que poseen la primera red de capilares que
se encontrardn las particulas en su distribucion. Por lo tanto, las particulas mas
grandes quedardn atrapadas en estos capilares sanguineos. Sin embargo, las
particulas de pequeno tamano serdn retiradas de la circulacion sanguinea
principalmente por el sistema inmune. Este sistema comprende una serie de
procesos muy complejos e interactivos, cuya mision es la de proteger al
organismo de los cuerpos extranos que lo invaden. Los tejidos y células
responsables de la retirada fisica de las particulas de la circulacidén constituyen
el sistema fagocitico mononuclear (SFM). Este sistema representa la principal
barrera para el uso de sistemas transportadores coloidales de farmacos, ya
gue cualquier coloide inyectado serd captado y eliminado de la circulaciéon
rdpidamente. Sin embargo, esto puede ser aprovechado para el tratamiento
de las enfermedades donde el objetivo terapéutico son las células del propio
sistema inmune como por ejemplo: lepra, tuberculosis, leishmaniosis ©

leptospirosis.

Para que se produzca el reconocimiento por el SFM y los macréofagos
realicen la fagocitosis, se requiere una fase previa en la que son importantes el
tamano, la carga superficial y la naturaleza quimica del coloide. Esta fase
previa recibe el nombre de opsonizacion y en ella estdn implicados
determinados componentes de la sangre (opsoninas) que interaccionardn con
la superficie del coloide, haciéndolo menos hidréfilo y, por lo tanto, mds
susceptible de ser captado por el SFM. A pesar de ser dificil, es posible prevenir,
o refrasar, el proceso de opsonizacidn mediante la modificacion de las
caracteristicas superficiales de las particulas. La utilizacién de tensioactivos

para recubrir las particulas coloidales permitird incrementar su hidrofilia, lo que
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retrasard su reconocimiento por el SFM y generard una estabilizacion estérica

que reducird la adhesion particula-macréfago.

Otra dificultad a salvar es la necesidad que tienen las particulas de
abandonar la circulacion sanguinea para penetrar en el tejido diana. Esta
salida de la circulacion general se conoce como extravasacion. No obstante,
si las particulas son retenidas de forma fisica en la red capilar del érgano y se
produce la liberaciéon lenta del fdrmaco, la extravasacion no es un problema,
ya que el farmaco difundird a través de los capilares mientras las particulas

quedan atrapadas en esta red capilar.

Dentro de los diferentes sistemas coloidales disenados para el tfransporte
especifico de fdrmacos destacan, por sus grandes posibilidades, los
fransportadores magnéticos coloidales. La fecnologia de transportadores
magnéticos se origind en la década de 1940 a partir de estudios sobre el
fratamiento de aguas residuales, donde se pretendia absorber materia
orgdnica en pequenas particulas de magnetita y separar magnéticamente la
magnetita cargada de materia orgdnica del resto de liquido procesado.
Dentro de las aplicaciones bioldégicas de esta tecnologia destacan el
fratamiento de aguas residuales, la inmovilizacion enzimdtica, la separacion
magnética por afinidad de biomoléculas, la seleccion de un tipo de células
entre una poblacion celular, el transporte de fadrmacos, el catabolismo de
tumores por hipertermia, la potenciacién de agentes de contraste en

resonancia magnética vy los biosensores (3, 4).

Con el desarrollo de los métodos fisicos y quimicos para la
caracterizaciéon del 6xido de hierro coloidal durante la década de los 60,
comenzaron a aparecer las primeras aplicaciones biomédicas de los “fluidos
magnéticos” en radiodiagndstico (5) y emboloterapia (6). La aparicion de
microcdpsulas magnéticas como soportes de moléculas bioldgicas (7, 8) dio
lugar al uso de matrices y de numerosos recubrimientos poliméricos bioldgicos
(?) vy sintéticos (10), para ser utilizados como transportadores magnéticos en
dispositivos biomédicos, agentes de contraste superparamagnéticos orales

(11) e infravenosos (12), y fransportadores de farmaco (13-15).
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Los principales beneficios de estos sistemas dentro del campo
terapéutico (15) son la eliminacion de reacciones adversas que
frecuentemente derivan de la distribucion sistémica de los farmacos vy la
posibilidad de reducir la dosis precisa de un agente terapéutico por peso
corporal, disminuyendo los posibles efectos adversos derivados de las dosis
fradicionales. Ademds, se solucionan los problemas de inestabilidad en los
fluidos bioldgicos o in vivo del farmaco (16); podriamos pensar, por ejemplo, en
la utilidad de estos sistemas en la terapia antiparkinsoniana, como vehiculos
que faciliten el paso de la levodopa a fravés de la barrera hematoencefdlica
para poder llegar a su lugar de accién en el cerebro y evitar la degradacion
de ésta en el resto del organismo. Por ofro lado, el reconocimiento y
eliminacién del sistema coloidal por el SFM se verd retrasado, al estar
concentradas las particulas en un lugar determinado del organismo por
accion de un campo magnético, que impedird su libre distribucion. Asi, las

particulas verdn retardada su llegada al higado.

1.1.2.1. Caracteristicas.

Las caracteristicas que idealmente debe tener un transportador
magnético de farmaco son (15):

1. Pequeno tamano (inferior a 1.4 um), para permifir la distribucion a
nivel capilar y la perfusion uniforme al lugar de carga deseado.

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

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

4. Velocidad de liberaciéon de fdrmaco confrolable (o predecible) en el
lugar deseado.

5. Propiedades superficiales que permitan una mMmAaxima

biocompatibilidad y una minima anfigenicidad.
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6. Biodegradabilidad, con eliminacion y toxicidad minima de los

productos de degradacion.

A pesar de que muchos estudios in vivo muestran las posibilidades de
estos sistemas, algunas dificultades deben todavia salvarse para su aplicacion
en humanos: i) la pobre respuesta de estos sistemas en niveles no tan
superficiales del organismo (> 2 cm de profundidad); ii) la pobre retencion en
el lugar diana cuando el campo magnético es retirado; v iii) sus mejorables
propiedades de vehiculizacion vy liberacidon de fadrmaco. No obstante, cada
vez hay un mayor niUmero de ensayos clinicos prometedores sobre su utilidad y

posibilidades en humanos (17, 18, 19).

1.1.2.2. Mecanismos de accién del farmaco liberado.

La accion del farmaco liberado de un fransportador magnético en el
lugar diana puede desarrollarse mediante varios mecanismos (20):

» El fdrmaco es liberado del transportador detenido por el campo
magnético en la pared del vaso y ejerce su accidon segun su
mecanismo de accion habitual.

» El fdrmaco (de cardcter enzimdtico) actua al mismo tiempo que
estd unido al transportador inmovilizado en la pared del vaso.

» El fdrmaco es fransportado junto con su transportador desde el vaso
sanguineo directamente al tejido o a las células objetivo

(extravasacion).

1.1.2.3. Tipos.

Los microfransportadores magnéticos de farmaco pueden diferenciarse
en dos categorias principales segun el origen de su recubrimiento (16):
e Celular: eritrocitos, neutréfilos y linfocitos.

e Sintético:
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- Capsular: matriz de nanocdpsulas, matriz de microcdpsulas y
microcdpsulas reservorios.

- Vesicular: emulsiones y liposomas.

La utilizaciobn de microfransportadores celulares magnéticos fue
sugerida inicialmente por Zimmerman (9); en este sentido los erifrocitos pueden
comportarse como microrreservorios de un sistema de liberacién lento (21) y la

técnica preferida para su obtencion es la didlisis hipotonica (22, 23).

Las nanocdpsulas magnéticas pueden prepararse mediante la
polimerizacion del correspondiente mondmero [p.e.: alquilcianoacrilato (24) o
glutaraldehido (25)] en presencia de las particulas magnéticas. La matriz de
tipo microcdpsula magnética se prepara mediante la adicion de una mezcla
acuosa caliente de albumina (14) o almidon (26, 27), particulas de magnetita 'y
el fdrmaco, en una fase oleosa en agitacion continua, y enfriando a una
temperatura de 20 °C o inferior. El tamano de particula puede controlarse en
un infervalo amplio, y la ultrasonicacion permite la preparacion de
microcapsulas en el rango de tamano de 0.2 a 2 um. La preparacion de
microcdpsulas reservorios se readliza, entre ofros métodos, mediante
coacervacion. De esta manera, se obtienen microcdpsulas grandes (200 a 500
um) vy las partficulas magnéticas presentes en la mezcla inicial pueden tener

hasta 1.6 um.

Las emulsiones magnéticas o/w se obtienen mediante la utilizacion de
magnetita en acido oleico (28) o en oleato de etilo (28-30) como fase dispersa.
Proteinas como la caseina, la albumina sérica bovina o la gelatina pueden
utilizarse como estabilizadores en la fase continua acuosa. Los liposomas
magnéticos (31, 32) se preparan mediante la evaporacién de una dispersion
en cloroformo o éter de un lipido y particulas de magnetita, y la hidratacion de

la capa lipido/magnetita con un buffer.
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1.1.2.4. Materiales constituyentes.

Los materiales mds utilizados como nucleos magnéticos son el hierro, la

magnetita y la ferrita de bario, altamente dispersados.

La naturaleza de los fdrmacos ulilizados en el fransporte
magnéticamente controlado es muy diversa y pueden clasificarse, segin su
peso molecular, en fdrmacos de peso molecular bajo (inferior a 1000 Da) vy, en
péptidos y proteinas (superior a 1000 Da). Los anticancerigenos que mds han
sido microencapsulados son la adriamicina (10, 33-37), la doxorrubicina (38-40)
y la plasmina (26, 27) en albumina; la dactinomicina (24) y el conjugado poli-L-
lisina-metotrexato (25) en poliglutaraldehido; la mitomicina C (41, 42) en
etilcelulosa; la metilICCNu (30) en emulsiones; y la inulina (32) en liposomas. Los
eritrocitos magnéticos también han sido utilizados para el transporte local de
acetfilsalicilato para prevenir la agregacion plaquetaria (43), y para el
fransporte de diclofenaco sdédico para tratar las articulaciones inflamadas y
doloridas (23, 44). Entre los fdrmacos de elevado peso molecular en los que ha
sido ensayado un guiado magnético destacan la insulina y, otros péptidos y

proteinas con posible uso en endocrinologia (45-47).

Los materiales mds utilizados como recubrimiento son polimeros de
alguilcianoacrilatos, polilactidas, polimeros de lactida-co-glicolida (48-53),

carbon vegetal (13) y polimeros de e-caprolactona (54, 55).

1.1.2.5. Experiencia previa.

La eficacia terapéutica de un sistema de liberacion modificada
depende del mecanismo y velocidad de liberacion del fdrmaco en el lugar
diana. Hasta ahora, la eficacia de los fransportadores vesiculares y celulares

estd limitada por problemas relacionados con el pobre arrastre magnético, la

11
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baja estabilidad y la rdpida liberacién in vivo. A pesar de que estos sistemas de
transporte poseen algunas propiedades deseables como la biodegradabilidad
y la no inmunogenicidad, su su uso in vivo debe ser mejor estudiado. También,
la reactividad quimica y la no degradabilidad de los componentes utilizados
en la preparacion de algunas nanocdpsulas magnéticas, parecen complicar

su aprobacion para el fransporte intravascular (14).

Se ha demostrado el potencial de las microcdpsulas magnéticas en el
tfratamiento experimental en pacientes con carcinomas (56-61), tumor de
vejiga (62) y hepatomas (63). Las microcdpsulas de albumina magnéticas han
resultado ser eficaces en el fratamiento del sarcoma de Yoshida trasplantado
enratas (39, 64, 65).

Por otro lado, la oclusidén de los vasos sanguineos de un fumor mediante
embolizacion permite la eliminacidon de este sin necesidad de intervencidén
quirdrgica. Entre los diferentes agentes oclusivos, se ha investigado la utilizacién
de microparticulas magnéticas para el tratamiento de los aneurismas
infracraneales (6) y de los hipernefromas (66). Se ha demostrado que los
coloides magnéticos son superiores a ofros agentes que, principalmente,
obliteran los vasos sanguineos principales y producen una circulacion colateral
(67). Para alcanzar la diminuta red vascular pueden utilizarse pequenas
particulas, pero éstas pasardn mds facimente a tfravés de las desviaciones
arteriovenosas dando lugar a una embolizacion pulmonar o de ofro tipo,
indeseables (67). La administracion magnéticamente controlada de particulas
de hierro carbonilo (68), microesferas de ferropolisacdrido (67) y microcdpsulas
de efilcelulosa magnética (41), representa una alternativa eficaz para confinar
las particulas magnéticas en los vasos sanguineos diana. El efecto terapéutico
de los preparados coloidales para embolizacién puede potenciarse mediante
un calentamiento inducido de las particulas magnéticas, para calentar

selectivamente el tumor (63); a este proceso se le denomina “hipertermia”.

En cuanto al campo magnético aplicado, se cree que posee unas

propiedades biotrépicas responsables de una accidn antinflamatoria,

12
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analgésica e hipotensora y de unos efectos positivos sobre la homeostasis, el

metabolismo y la reparacion de los tejidos danados (20, 65).

Las microcdpsulas magnéticas también permiten el transporte ritmico
de péptidos mediante el control de la difusion desde el transportador. El
desarrollo de microcdpsulas para la liberacidn controlada de moléculas
grandes (Mg > 1000 Da) es aun un objetivo primordial en el fransporte de
farmacos. Se ha demostrado que la velocidad de liberacidn puede
incrementarse mds de 30 veces mediante sistemas poliméricos de fdrmaco
gue contienen nanoparticulas magnéticas expuestas a un campo magnético
externo oscilatorio (45). El mecanismo puede implicar el desplazamiento de las
cadenas poliméricas con (46), o sin (47) la entrada de agua, la cual induce

una mayor disolucion del farmaco.

1.1.2.6. Mecanismo fisico de la vectorizacion.

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

externamente. La localizacién de las particulas in vitro estd determinada por la
relacién entre la fuerza (F ), el gradiente del campo magnético (VB) vy la

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

—

F=MVB (1)

Cuanto mayor sea la imanacién de safuracion (Ms) de las particulas,
menor serd el campo magnético precisado para la retencidon del
microfransportador magnético, y mayor serd la eficacia del guiado
magnético. A pesar de que el comportamiento de las particulas magnéticas
en los liquidos viene dado por ecuaciones ferrohidrodindmicas (69), diversos

factores bioldgicos pueden afectar a las caracteristicas farmacodindmicas del
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transportador in vivo. En particular, el reconocimiento de las particulas por las
células del sistema reticuloendotelial generalmente provoca la localizacion no

especifica del farmaco en el higado y otros érganos de este sistema.

En el transporte magnéticamente controlado de fdarmaco y la
emboloterapia, el fransportador magnético puede ser retenido en el érgano
diana si las fuerzas magnéticas contrarrestan las velocidades de flujo lineal de
la sangre en el tejido vascular (> 10 cm/s en las arterias, > 0.05 cm/s en los
capilares) (14). Se ha sugerido que a velocidades de flujo sanguineo
arteriocapilar de 0.05 - 0.1 cm/s, un campo magnético aplicado de 0.8 T es
suficiente para permitir la localizacion deseada del 100 % de un transportador
magnético que contenga un 20 % de magnetita (15). Generalmente, el
campo magnético es aplicado directamente sobre el tumor o el tejido diana

durante al menos 10 minutos.

1.1.2.7. Distribucion en el organismo.

Diversos factores influyen en la distribucion tisular de este tipo de
fransportadores (70, 71). Pardmetros como el tamano, que afecta a la
biodistribucion de transportadores de fdrmaco no magnéticos, influyen
igualmente en el guiado de transportadores magnéticos. El tamano parece ser
un factor critico en la localizacion de las microcdpsulas magnéticas de 3 um
en el pulmoén, y la distribucidon de las particulas de 1 um en el higado, el bazo y
los rinones no se ve afectada por la intensidad del campo magnético (72).
Oftros estudios (10, 41) sugieren que los fransportadores magnéticos pueden ser

dirigidos mediante campos magnéticos inferiores a 0.8 T.

Otra forma de incrementar la respuesta magnética es aumentar el
contenido magnético de Ias microcdpsulas. Sin embargo, esta aproximacion

estd limitada por la reduccion proporcional en contenido de farmaco (33) v,
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en el caso de los eritrocitos y otras células sanguineas, por la resistencia al

choque osmoético y la turbulencia (44).

La evaluaciéon experimental de la distribucion tisular de este fipo de
tfransportadores ha sido fundamentalmente documentada mediante la
utilizacidén de microcdpsulas de aloumina que contienen en torno a un 20 % de
particulas de magnetita (14). Por ejemplo, comparado con la disoluciéon de
adriamicina de administracion intfravenosa, se ha demostrado que la
administraciéon intrarterial de un 1 % de la dosis normal de este fdrmaco
mediante microcdpsulas magnéticas de albumina en presencia de un campo
de 0.8 T logra la misma concentracion de farmaco en el lugar diana (10). A
excepcion de los polimeros bioadhesivos y de las microcdpsulas de
eftilcelulosa, todos los experimentos han sido realizados con campos externos
inferiores a 0.4 T y se han observado diferentes perfiles farmacocinéticos y de
distribucion segun el tamano de particula, el tipo de campo magnético vy la

profundidad y permeabilidad del lugar diana (14, 73).

Se ha demostrado que se puede lograr un incremento de entre 8 y 25
veces en la concentracion de fadrmaco en el tejido diana con un tercio de la
dosis convencional administrada. Sin embargo, el uso de transportadores
magnéticos estd restringido por la necesidad de un campo magnético (con
infensidad de campo apropiada, gradientes de campo constantes y con la
geometria adecuada), y por las dificultades propias del acceso al lugar diana
(14, 74).
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1.2. ANTINEOPLASICOS.

1.2.1. Cdncer y antineopldsicos.

El cdncer es en la actualidad, en el entorno occidental, la segunda
causa de muerte por detrds de los accidentes cardiovasculares. En Espana
unas 150.000 personas son victimas del cdncer cada ano y en el mundo son

mas de ocho millones (75).

Se trata de una enfermedad en la que el organismo pierde el control
sobre la capacidad de regulaciéon del crecimiento celular, lo que se tfraduce
en una neoplasia o formacién de un gran nUmero de células. Se suele formar
una masa sélida de células o tumor primario que obstruye vasos y érganos. Este
tumor puede extenderse a ofros lugares del organismo (metdstasis) lo que
suele ser la causa de la muerte del paciente. Por ello el objetivo de la
terapéutica anticancerosa es la eliminacién completa de toda célula

cancerosa mediante métodos quirdrgicos, radioterdpicos y farmacoldgicos.

El mecanismo que causa el descontrol de la proliferacion celular en el
cdncer es un cambio de la informacion o de la expresion de los genes. Este
cambio es consecuencia de factores internos y externos:

1. Los factores internos consisten en mutaciones puntuales que afectan

a una base, traslocaciones y adicion o eliminacion de una base
durante el proceso de reparacion celular. Esto provoca una
alteracion en la estructura de proteinas relevantes como por
ejemplo el factor de crecimiento.

2. Los factores externos son los virus, radiaciones (rompen el ADN

mediante la formacién de radicales libres) y compuestos quimicos

(se unen covalentemente al ADN).

De forma general los fadrmacos antineopldsicos actuan frenando Ia

proliferacién y el crecimiento celular por lo que su diana son los dcidos
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nucleicos, ADN & ARN, o la division mitética y excepcionalmente su accidon es
inhibir la sintesis de proteinas. Los antineopldsicos no muestran especificidad
por células tumorales sin embargo debido a que estas son las que mds rapido
se multiplican es por lo que actian mayoritariamente sobre estas; por ello
mismo sus efectos secundarios se centran en células sanas de crecimiento

rapido.

Los primeros antitumorales que se utilizaron, las mostazas nitrogenadas,
provenian del gas mostaza, ufilizado como arma quimica durante la Primera
Guerra Mundial y ofros, como el cisplatino, se descubrieron por casualidad. La
accion citotoxica de las mostazas nitrogenadas en el tejido linfoide
(leucopenia) fue estudiada por Gilman, Goodman y Dougherty en el
linfosarcoma en ratones y a partir de los anos 40 se comenzd a estudiar en
humanos naciendo asi la era de la quimioterapia antineopldsica moderna a
partir de los 60°s. Los primeros antimetabolitos en producir remisiones notables
fueron los antifolatos (finales de los 40°s) y fambién los primeros en curar un

tumor solido (metotrexato) enlos 60°s (76).

El desarrollo de fdrmacos antitumorales es uno de los campos que Mmds

ha aportado a la terapéutica en los Ultimos treinta anos.

Aungue la diana sea casi siempre la misma el mecanismo de accion

difiere entre los distintos antineopldsicos. Por esto se clasifican en varios grupos:

1. Antimetabolitos. Interfieren la fase de sintesis del ciclo celular
interfiiendo en la sintesis de ADN y ARN. Son andlogos estructurales
de los metabolitos que normalmente intervienen en los procesos de
crecimiento y division.

2. Productos naturales. Dentfro de este grupo estdn los inhibidores de Ia
mitosis, los inhibidores de topoisomerasas, antibidticos y enzimas. Los
inhibidores de la mitosis se unen a la tubulina, bien inhibiendo Ia
formaciéon de microtubulos (alcaloides de la Vinca) o bien
exagerdndola y haciéndola poco funcional (taxanos); hacen cesar
el ciclo celular en la metafase. Los inhibidores de la topoisomerasa |

son el alcaloide de la planta camptotecina y sus andlogos
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(topotecdn e irinotecdn); los que inhiben la toposisomerasa Il son los
derivados de la podofilotoxina (etésido y tenipdsido) y  los
antibidticos antraciclinicos (rubicinas). Los antibidticos fienen varios
mecanismos de acciéon debido a su diversidad estructural:
intercalantes entre cadenas de ADN, inhibidores de topoisomerasas
y alterantes de la membrana celular; no suelen ser especificos del
ciclo celular. Los enzimas actuan rompiendo aminodcidos como la
L-asparragina que rompe la asparragina.

3. Agentes alquilantes. Tienen gran afinidad por el ADN vy las protfeinas.
Adicionan a ellos sus radicales que son muy reactivos. Enlazan
cadenas de ADN impidiendo su replicacion y la franscripcion de
ARN. Actuan en cualquier fase del ciclo celular.

4. Oftros compuestos. En tumores hormonodependientes son Utiles

diversas hormonas y sus antagonistas.

1.2.2. 5-Fluorouracilo y ftorafur.

El 5-fluorouracilo se comenzd a tener en cuenta como posible terapia
anfineopldsica a partir de 1957 cuando Waisman (77) lo ensayd en ratas para
tratar la leucemia. Fue en 1958 cuando Chaudhuri lo ensayd in vivo. Ese mismo
ano Curreri et al llevaron a cabo los primeros ensayos clinicos (78). También en
1958 Cranston experimentd con 5-fluorouracilo en ratones contfra el cdncer de

mama (79) y en 1959 Liebling hizo lo propio contra la leucemia (80).

A partir de 1960 se utiliza en tumores soélidos después de los estudios que
realizd Wilson en el carcinoma de vejiga (81). Ya en los anos 60 se intenta

reducir la toxicidad del 5-fluorouracilo (82).

En la década de los 70 se utilizaba combinado con ofros farmacos
como citoxano o adriamicina en cdncer avanzado de prostata (83) y con

metotrexato en adenocarcinoma mamario (84).
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En los 80's se utiliza contra el cdncer de ovario combinado también
combinado con metotrexato y cisplatino (85). También en esta década se
estudia su utilizacion en los cdnceres de cabeza y cuello (86), en el colon-

rectal (87), en el de gladndulas salivares (88).

Durante los 90°s se extiende su uso en combinacidn con otros fdrmacos

contra los cdnceres de pecho y en los del tracto gastrointestinal (89).

El 5-fluorouracilo se utiliza en la actualidad como monoterapia o como
terapia combinada en (75, 90, 91):

1. Tratamiento paliativo en forma parenteral en cdnceres de mama,
esofago, estbmago, higado, recto, cabeza y cuello, vejiga, rindn,
prostata, cérvix, endometrio y ovario. En pacientes con cdncer de
pdncreas no curados por cirugia o radioterapia se utiliza como
tratamiento paliativo o como tratamiento coadyuvante a cirugia y/o
radioterapia.

2. Tratamiento en forma tépica en alteraciones cutdneas
precancerosas O cancerosas como queratosis solar y  senil,
enfermedad de Bowen, y epiteliomas malignos superficiales simples o

multiples.

En terapia combinada se puede utilizar por ejemplo junto a dcido
polinico en cdncer gastrointestinal o con ciclofosfamida y metotrexato o

doxorrubicina en cancer de mama (75, 90, 91).

Del 5-fluorouracilo hay que resenar como negativo su toxicidad y su alta
capacidad de generar resistencias. Es por ello que el empleo de un sistema de
liberacion modificada de farmaco, que podria lograr el transporte guiado del
5-fluorouracilo hasta el érgano diana de interés, permitiia una reduccion de
las dosis neta administrada y con esto sus efectos tdxicos. También se
solucionaria la posible aparicidon de resistencias al localizarse el farmaco en

elevada concentracidon en las cercanias de la célula tumoral.
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El 5-fluorouracilo pertenece al grupo de prioridad 1 en la clasificacion
que establece la Organizacion Mundial de la Salud (92) para los
anfineopldsicos, en funcidén de criterios avalados cientificamente, segin su
utiidad en el fratamiento de tumores y segun la incidencia global de los
tumores que responden a la terapia. El 5-fluorouracilo se muestra eficaz (tabla
1) en el fratamiento de los diez tipos de tumores de mayor incidencia: pulmon,
estbmago, mama, colorrectal, cerviz, cabeza y cuello, linfoma hepatobiliar,

esofdgico y prostata.

Tabla 1. Fdrmacos anticancerigenos de prioridad 1y su actividad sobre los tumores mas

frecuentes.
Actividad sobre los Actividad sobre las
diez tipos de cdncer | categorias 1y 2 de
con mayor incidencia cdancer
Bleomicina + +
Clorambucilo + +
Cisplatino + +
Ciclofosfamida + +
Doxorrubicina + +
Etopdsido + +
5-Fluorouracilo + +
Metotrexato + +
Prednisona + +
Procarbacina - +
Tamoxifeno + +
Vincristina + +
Vinblastina + +
Citarabina - +
Dactinomicina - +
Daunorrubicina - +
6-Mercaptopurina - +

El 5-fluorouracilo tfambién es eficaz, en funcidn de la clasificacidn de los

tipos de cdncer de la OMS, en las categorias 1y 2 (Tabla 1). La primera incluye

20



1.Introduccion.

tumores para los que existe evidencia de que un fdrmaco o una combinacioén,
utilizada en solitario o con otfras modalidades terapéuticas, da lugar a una
curacion total en algunos pacientes o a una prolongacion de la supervivencia
de la mayoria. Los tumores incluidos en la categoria 1 son: cdncer de células
germinales, frofobldstico, leucemia linfobldstica aguda, leucemia mieloide
aguda, leucemia promielocitica aguda, linfoma de enfermedad de Hodgkin y
no Kodgkin. En la categoria 2 se engloban tumores en los que la supervivencia
media se prolonga cuando la quimioterapia es utilizada como coadyuvante
de la cirugia local o la radioterapia en los estados iniciales de la enfermedad.
Estos son: cdncer colorrectal, mama, ovario, osteosarcoma, sarcoma de Swing,

neuroblastoma, retinoblastoma y tumor de Wilmes.
El ftorafur, también llamado tegafur, se ufiliza en el tratamiento de los

cdanceres de estobmago, de pdncreas, colorrectal, de mama y de vejiga, asi

como en los cdnceres de cabeza y cuello avanzados (91).

1.2.21. Mecanismo de accidn.

El 5-fluorouracilo y su profdrmaco, el ftorafur, como antineopldsicos
antimetabolitos, actian en la fase de sintesis del ciclo celular interfiiendo en
la sintesis de ADN y ARN. Son andlogos estructurales de la uridina, que
interviene en procesos de crecimiento y division celular. Actian como falso
sustrato en el proceso de sintesis (fase S del ciclo celular) de los constituyentes
esenciales de los dcidos nucleicos provocando la sintesis de un ADN andmalo

o incluso la detencidn del proceso de sintesis de dcidos nucleicos.

Los antfineopldsicos antimetabolitos se dividen en andlogos de dcido
folico (metotrexato, raltifrexed, lometrexol, pemetrexed, trimetrexato), de
bases pirimidinicas (5-fluorouracilo, floxuridina, ftorafur, capecitabina, 5-
yododesoxiuridina, citarabina, gemcitabina, fluorocitosina), de bases puricas
(6-mercaptopurina,  é-tfioguanina, azatioprina, fludarabina,  vidarabina,

pentostatina, cladiribina) y de la urea (hidroxiurea).
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El mds sencillo de los andlogos de la base pirimidinica uracilo es el 5-
fluorouracilo. Incorpora un dtomo de fldor en posicion 5 en lugar del
hidrogeno. Su profdrmaco ftorafur, que muestra menos toxicidad, incorpora
un anillo de oxolano.

El 5-fluoruracilo actia mediante dos mecanismos (Fig. 1): i) inhibicion de
la timidilato-sintetasa e i) incorporacion al ARN, (76). Para ello el 5-fluorouracilo
tiene que convertise antes en desoxiribonucledtido  (dcido  5-

fluorodesoxiuridilico ¢ 5-FAUMP).
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Fig. 1. Mecanismo de accién del 5-fluorouracilo.

Para ejercer su accién citotoxica el 5-fluorouracilo necesita sufrir una
conversion enzimdtica (ribosilarse y fosforilarse) hasta nucledtido. Existen varios
mecanismos para la formacion del nucledtido de 5-monofosfato (F-UMP) en
células animales. El 5-fluorouracilo pude ser transformado en fluoridina por la
uridin-fosforilasa, para seguir hasta F-UMP mediante la uridin-quinasa o bien
reaccionar directamente con 5-fosforribosil-1-pirofosfato  (PRPP), en una
reaccion catalizada por la orotatofosforribosil-tfransferasa hasta dar lugar a F-
UMP. Para este Ultimo compuesto se cuenta con varias vias metabdlicas,

incluidas la incorporacién de ARN. Una secuencia reactiva que es crucial para
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la actividad antineopldsica incluye la reduccién del nucledtido difosfato por la
reductasa de difosfato de ribonucledtido hasta el nivel de desoxinucledtido y
la formacion final de 5-fluoro-2°-desoxiuridina-5"-fosfato  (F-dUMP). EI 5 -
fluorouracilo también puede ser convertido directamente en 5-FUdR por la
timidin-fosforilasa y en el siguiente paso a F-dUMP, que es un potente inhibidor
de la sintesis de timidilato por accién de la timidin-quinasa. Esta via metabdlica
compleja para la formacion de F-dUMP puede ser esquivada mediante el
complejo de desoxirribonucleésido  de  fluorouracilo y  floxuridina
(fluorodesoxiuridina o FUAR) que es convertido directamente en FAUMP por la

fimidin-quinasa.

La interaccioén entre F-dUMP y la enzima sintetasa de timidilato ocasiona
delecidon de TIP, un constituyente necesario del ADN. El cofactor de folato,
5,19-metilentetrahidrofolato y F-dUMP, forman un complejo ternario de enlace
covalente con el enzima; dicho complejo inhibidor se asemeja al estado de
fransicion que se forma durante la reaccidon enzimdtica normal cuando se
fransforma dUMP en timidilato. El complejo fisiologico evoluciona hasta la
sintesis de timidilato por transferencia del grupo metileno y dos dtomos de
hidrogeno tomados del folato para formar dUMP, pero esta reaccion es
bloqueada por el complejo inhibidor, por estabilizaciéon del enlace de fluor y

carbono en F-dUMP; por ello hay una inhibicién sostenida del enzima.

El 5-fluorouracilo también es incorporado en ARN y ADN. En células
tratadas con éste, F-dUTP y dUTP (el sustrato que se acumula después de
bloguear la reaccién de timidilato-sintetasa), se incorporan en ADN en lugar
del TIP fisiolédgico agotado. No se ha precisado la importancia de la
incorporacion de F-dUTP y dUTP en el dcido desoxirribonucleico. Es probable
que la incorporaciéon del desoxiuridilato, el fluorodesoxiuridilato o ambos
compuestos en el ADN pongan en marcha un proceso de separacion y
reparacion; dicho proceso puede ocasionar rotura del filamento de ADN,
porque para la reparacion de este dcido se necesita TIP, pero falta este
sustrafo a consecuencia de la inhibicion de la tfimidilato-sintetasa. La

incorporacion de 5-fluorouracilo en el ARN también ocasiona toxicidad, como
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consecuencia de los efectos principales en el procesamiento y las funciones
de ARN.

Existen mecanismos bioquimicos que originan resistencia a los efectos
citotéoxicos del 5-fluorouracilo. Estos mecanismos incluyen pérdida de la
actividad de las enzimas (o actividad menor) necesarias para activar el 5-
fluorouracilo, disminucién del nivel de la quinasa de pirimidin-monofosfato (que
disminuye la incorporacion en el ARN), amplificacion de la timidilato-sintetasa y
alteracion de la propia timidilato-sintetasa que nos es inhibida por F-dUMP. La
respuesta al 5-fluorouracilo muestra una importante correlacidon con bajas
cifras de las enzimas deshidrogenasa de dihidrouracilo y timidin-fosforilasa. El
nivel de la fimidilato-sintetasa es contfrolado de forma estricta por un
mecanismo de retfroalimentacion autorreguladora por el cual el enzima
inferactUa con su propio ARN mensajero y confrola su eficiencia de
traduccidén; este mecanismo permite la modulacion rdpida del nivel de
timidilato-sintetasa para la division celular y también puede ser un medio
importante por el cual las células cancerosas se vuelvan rdpidamente
insensibles a los efectos del 5-fluorouracilo. Al parecer, algunas células
cancerosas poseen concentraciones insuficientes de 5,10-
metilentetrahidrofolato, por lo que no forman niveles mdaximos del complejo
ternario inhibido, con la fimidilato-sintetasa. La adicion de folato exdgeno en
la forma de 5-formil-tetrahidrofolato (o leucovoring) intensifica la formacion del
complejo en experimentos de laboratorio y clinicos, y muestra una mayor
respuesta al 5-fluorouracilo en estudios con seres humanos. Excepto los fondos
comunes insuficientes de folato infracelular, no se conoce cudl de los demds
mecanismos (si existen) conllevan resistencia clinica al 5-fluorouracilo y sus

derivados.

Ademds de la leucovorina, ofros agentes se han combinado con 5-
fluorouracilo en intentos por intensificar la actividad citotdxica por medio de
modulacion bioquimica. Las combinaciones mds interesantes en clinica con el
5-fluorouracilo incluyen metotrexato, interferén, leucovorina o cisplatino. Existe
interaccion sinérgica con 5-fluorouracilo, de agentes que inhiben las primeras

fases de la biosintesis de pirimidina, como el N-fosfonoacetil-L-aspartato
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(PALA), inhibidor de la transcarbamilasa de aspartato (esto no ha sido
demostrado en seres humanos). El metotrexato, al inhibir la sintesis de purina y
agrandar los fondos comunes de PRPP, incrementa la actividad antitumoral de
5-fluorouracilo, cuando utiliza antes pero no después del mismo. La
combinacion con cisplatino y 5-fluorouracilo ha producido respuestas
impresionantes en tumores de vias aerodigestivas superiores, pero no se

conoce en detalle la base molecular de dicha interaccion.

1.2.2.2. Relacién estructura-actividad.

El 5-fluorouracilo es un bioisdstero del uracilo que tiene en posicidon 5 un
dtomo de fldor en lugar del hidrégeno. El fluor tiene un tamano similar al
hidrogeno por lo que encaja perfectamente en el hueco del enzima timidilato-
sintetasa pero siendo mucho mds electronegativo por lo que se forma un
enlace covalente con el cofactor N>10-metilen-tetrahidrofolato (siendo éste
un complejo ternario muy estable). De este forma el flor, al no ser grupo
saliente como si es el hidrédgeno en el uracilo, no es desplazado para metilar la

posicion 5y formar la timidina (Fig. 2).

CUnH

I er@co NH-— CH— (CH,), COH

I.\ J Complejo inlibidor-cnzima-cofactor
HN

o

dRP

a—T5

Fig.2. Inhibicion del enzima timidilato-sintetasa.
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Los derivados del 5-fluorouracilo estan todos halogenados en la posicion
5 (Fig. 3) la posicion clave para que la molécula actie como falso sustrato
suicida. La floxuridina, el ftorafur y la doxifluridina contienen un flior mientras

gue la broxuridina posee un dtomo de bromo.

Q)
F
HN |5
A
Q) l\lfl
H

Fig.3. 5-Fluorouracilo.

En posicion N' (Fig. 3) si se infroduce un resto azucarado, derivado de
ribosa, se obfienen profdrmacos como el ftorafur (Fig. 4), la floxuriding, la

broxuridina o la doxifluridina. Esto proporciona mayor liposolubilidad a la
molécula (92).

De todos los derivados del 5-fluorouracilo los mds interesantes son la
floxuridina y el ftorafur.

Fig.4. Ftorafur.

Otras modificaciones mds novedosas consisten en la reacciéon de 5-
fluorouracilo con derivados salicilicos y acetdlicos dando lugar a compuestos

con una accién antitumoral mds especifica (pendiente de evaluacion clinica;
Ref. 93).
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2.1. OBJETIVOS.

En la presente Tesis Doctoral hemos pretendido realizar un estudio
exhaustivo de las condiciones Optimas para la sintesis de nanoparticulas
constituidas por un ndcleo magnético (hierro carbonilo) y un recubrimiento
polimérico biodegradable (cianoacrilato de butilo polimérico o
polibutilcianoacrilato), con el objeto de disenar un vehiculo coloidal eficaz que
posibilite el transporte y la liberacion modificada de dos farmacos
antineopldsicos (5-fluorouracilo y ftorafur) en un lugar de accion determinado.
La eficacia del recubrimiento y las ventajas que aporta a la capacidad de
estas particulas para transportar fdrmaco se determinardn tras un andlisis
comparativo de la estructura y composicidon quimica de los tres tipos de
materiales (hierro carbonilo, polibutilcianoacrilato y particulas mixtas), asi como

de las propiedades eléctricas y termodindmicas superficiales de éstos.

Para completar el trabajo hemos determinado mediante métodos
espectrofotométricos y electrocinéticos la capacidad de adsorcidn superficial
y de absorcidn en matriz por las particulas recubiertas de los antineopldsicos 5-
fluorouracilo y ftorafur, a concentraciones crecientes de éstos. De esta
manera, desarrollaremos un método Optimo de vehiculizacion de los

anficancerigenos por las particulas compuestas.

Finalmente, se ha realizado un andlisis de la cinética de liberacion in
vitro de los fdrmacos objeto de estudio desde las particulas recubiertas,
determinando espectrofofométricamente la cantidad liberada vy los
principales factores que afectan su liberaciéon (efecto del pH del medio de
liberacién, tipo de unidon de farmaco por las particulas y concentracidon de

farmaco cargado).

En concreto, en este trabajo de investigacion pretendemos alcanzar los

siguientes objetivos:
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1. Sintesis de las particulas compuestas de un nucleo magnético (hierro
carbonilo) y de un recubrimiento polimérico biodegradable
(polibutilcianoacrilato).  Nos basaremos en el método de
polimerizacion en emulsion utilizado en la obtencion del polimero.
Caracterizacion de su forma, tamano, propiedades magnéticas,
composicidon quimica y estructura. Se analizardn las condiciones
(composicion del medio de polimerizaciéon) en las que se obtenga el
mejor recubrimiento y la mdaxima homogeneidad en tamano de los

tfransportadores.

2. Estudio comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de
los fres tipos de particulas (hierro carbonilo, polimero y particulas
mixtas) mediante electroforesis. Uso de modelos tedricos para
evaluar su carga eléctrica superficial. Control de la misma en funcion
de las caracteristicas idnicas del medio de suspensidon. Estudio de la

estabilidad de las propiedades eléctricas superficiales.

3. Andlisis comparativo de las propiedades termodindmicas
superficiales de los tres tipos de particulas, mediante la
determinacion del dngulo de contacto de liquidos seleccionados.
Uso de modelos tedricos para evaluar dichas propiedades. Estudio

de la naturaleza hidrofilica/hidrofébica de las particulas.

4. Determinacion de la capacidad de incorporacion de los
antineopldsicos  5-fluorouracilo y ftorafur, por las particulas
compuestas mediante métodos espectrofotométricos y

electrocinéticos.

5. Evaluacion de las cinéticas de liberacion modificada de los
antineopldsicos por las particulas compuestas. Andlisis de los

mecanismos implicados.

El presente trabajo estd englobado dentro de la linea de investigacion

“Aplicaciones Biofarmacéuticas de los Fluidos Magnetorreoldgicos”, del grupo
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de investigacion “Farmacia Practica” (CTS-205), y se encuentra publicado de

forma parcial en la revista “Journal of Colloid an Interface Science” (94).
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2.2. CONTRIBUCION DEL TRABAJO
PROPUESTO.

Denfro del campo de la investigacidon y del desarrollo de los
transportadores magnéticos coloidales, la aportaciéon principal de esta  Tesis
Doctoral se centra en el diseno de un sistema de liberacion modificada de
farmacos constituido por un nucleo magnético (hierro carbonilo) y un
recubrimiento polimérico biodegradable (cianoacrilato de butilo polimérico),
con el que se podrd lograr el guiado de los principios activos anticancerigenos
5-fluorouracilo y ftorafur mediante contfrol magnético hasta el tejido diana de
interés y70 su retencion en dicho lugar. Cabe esperar, utilizando este tipo de
fransporte que se reducirdn las reacciones adversas consecuentes de la
distribucién a nivel sistémico y de la poca especificidad del principio activo, y
gue se necesitardn dosis netamente inferiores para conseguir la misma accioén
terapéutica. Este campo de investigacion es extenso y se encuentra en
constante crecimiento, por lo que el frabajo que proponemos se centra en
algunos aspectos muy concretos del mismo. Especialmente, pensamos que

nuestra investigacion podria contribuir en los siguientes aspectos:

1. Sintesis y estudio morfolégico de las particulas compuestas de nucleo
magnético  (hierro  carbonilo) y  recubrimiento  polimérico
biodegradable (polibutilcianoacrilato). En el procedimiento a seguir
se aplica por primera vez, que sepamos, al sistema hierro carbonilo-
polibutilcianoacrilato.

2. Determinacion de la estructura y composicion quimica de este tipo
de particulas, y caracterizacién eléctrica y termodindmica superficial
de la superficie de las mismas. Pretendemos mostrar que los métodos
de andlisis fisicoquimico de superficies son muy sensibles a las
transformaciones experimentadas por las particulas al recubrirlas o al
cargarlas de fdrmaco.

3. Andlisis de la capacidad de las particulas recubiertas como
transportadores de fdrmaco, en concreto de los antineopldsicos 5-

fluorouracilo y ftorafur. Esta es una confribucion esencial de nuestro
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trabajo, dado que las particulas sintetizadas podrian ser excelentes
vehiculos de fdarmacos por su cardcter de respuesta a campos
externos, y adecuadas igualmente como sistema de liberacion

basado en la descomposicion de un polimero biodegradable.
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2.3. METODOLOGIA Y PLAN DE

TRABAJO.

El presente trabajo de investigacion constard, principalmente, de las

siguientes etapas:

1.

Sintesis de particulas compuestas por un recubrimiento polimérico
biodegradable (polibutilcianoacrilato) y un ndcleo magnético (hierro
carbonilo). El método seguido es totalmente original: consiste en
definitiva en la realizacion de una polimerizacion en emulsion en fase
acuosa, en un medio en el que se encuentran en suspension los
nucleos magnéticos.

Evaluacion de la efectividad del recubrimiento. Dadas las diferencias
en carga superficial (y, especialmente, en cuanto a la dependencia
de ésta con el pH) entre el hierro carbonilo y el polimero, la
determinacion del potencial zeta de los tres tipos de particulas en
funcion del pH y la fuerza ibnica debe ser un excelente
procedimento de evaluacion de la calidad del recubrimiento
conseguido. Lo mismo puede decirse de las propiedades
termodindmicas superficiales de los materiales sintetizados. La
determinaciéon de los dngulos de contacto de determinados liquidos
patréon permitird evaluar el cardcter hidrofilico o hidrofébico de las
particulas: este debe cambiar de los nUcleos a las particulas mixtas,
dado que el hierro carbonilo es hidrofilico y el polimero tiene
cardcter hidrofébico.

Evaluacion de la capacidad de vehiculizacion de fdrmaco. Se
redlizard un estudio de la absorbancia optica de disoluciones de
fforafur y 5-fluorouracilo con objeto de encontrar las condiciones
optimas de trabajo y determinar el coeficiente de absorcion molar
mediante la obtencién de una curva de calibrado. Ademds, se
redlizard una validacion del método espectrofotométrico utilizado.
Esto permitird determinar espectrofotométricamente la capacidad
de absorcion de farmaco por las particulas mixtas. Igualmente, se

determinard la posibilidad de adsorcidn superficial de farmaco en las
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particulas ya formadas. La determinacion del potencial zeta puede
ser una herramienta Util en este estudio.

Ensayos de liberacion in vitro. Se determinard la cantidad de ftorafur
y 5-fluorouracilo liberada y la cinética de liberacién por parte de
particulas mixtas. Se ensayard el efecto de los principales factores
que presumiblemente afectardn a la liberacion, incluyendo:
caracteristicas del medio de liberacion, influencia del tipo de
incorporacién de fdrmaco por las particulas y de la cantidad de

fadrmaco cargada.
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3. Sintesis y estudio de un sistema transportador de farmaco.

3.1. SINTESIS DE UN SISTEMA
TRANSPORTADOR DE FARMACOS.

3.1.1. Hierro carbonilo.

El hierro carbonilo (Fe) es un material muy estudiado, una especie Unica
de hierro elemental (a causa de su pequeno tamano de particula), que fue
seleccionado para servir como nucleo magnético, por ajustarse al tamano de
partficula adecuado para formar parte de un sistema transportador de

farmacos y por su Optima imanacion de saturacion (95).

El hierro carbonilo se obtiene mediante el tratamiento del hierro con
monoxido de carbono (CO), bajo calor y presion. El hierro pentacarbonilo
[Fe(CQO)s] obtenido es entonces descompuesto bajo condiciones controladas,
produciéndose CO y polvo de hierro extremadamente puro en forma de
esferas casi perfectas con un rango de tamano de particula entre 5y 6 um
(?6). Su escasa toxicidad (DLso: 50 g/Kg, ver Ref. 96) ha sido corroborada por
diversos estudios (97-99). Con respecto a la biodegradaciéon del hierro
carbonilo utilizado en el presente trabajo de investigacién, por su didmetro
medio de 470 £ 180 nm (ver mds adelante), la mayoria de las particulas
permanecerdn en el organismo, hasta ser eliminadas principalmente por

filtracion glomerular (100).

Para la seleccion de las nanoparticulas de hierro carbonilo suministradas
(BASF, Alemania) se estudiaron varios métodos con objeto de reducir la
heterogeneidad de tamanos y el nUmero de particulas con un didmetro mayor
a 1 um. Se sometieron distintas suspensiones de hierro carbonilo [0.3 %
(p/v)] a los siguientes procesos: i) filtracion y agitaciéon en una célula de
filiracion con una membrana de 1 um; ii) ulfracentrifugacion con una
velocidad minima de centrifugacion de 100 rpom; iii) separacion magnética
con un imdn permanente vy; iv) separaciéon por gravedad. Sélo el Ultimo

método ofrecid resultados razonables Brevemente, este método implica la
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3. Sintesis y estudio de un sistema transportador de farmaco.

sonicacion de suspensiones de hierro carbonilo al 0.3 % (p/v) durante 5
minutos anfes de dejarlas bajo la accién de la gravedad. La
conductividad del sobrenadante fue aproximadamente 1 uS/cm, sin que
hubiera ningun otro sélido, mds que el hierro carbonilo, en la suspension.
Las particulas se secaron a 60 °C en un horno de vacio y fueron
almacenadas hasta su uso en recipientes de polietileno, dentro de un

desecador para evitar la exposicidon de las particulas a la humedad.

La optimizacion del método implica el estudio de la influencia del
tiempo de sedimentacion y la cantidad de sobrenadante tomado de la
suspension. De esta forma, los experimentos se realizaron empleando
tiempos de sedimentacion de entre 0 y 90 minutos con la extraccion de
100 mL de sobrenadante, por un lado, para analizar el efecto del tiempo
de sedimentacion; y retirando volUmenes de sobrenadante entre 100 mL vy
300 mL después de 60 minutos de sedimentacidn, por otro, para analizar el
efecto del volumen del sobrenadante retirado. Estos experimentos fueron
repetidos, al menos tres veces, con muestras independientes en fodos los

Cdsos.

3.1.2. Microesferas de polibutilcianoacrilato (PBCA).

El polimero polibutilcianoacrilato o PBCA pertenece a la familia de
los polialguilcianoacrilatos, muy utilizados como substratos poliméricos en
la elaboracién de nanoparticulas para su aplicacidn como sistemas
tfransportadores inyectables de fdrmaco, por sus propiedades mecdnicas,
su biodegradabilidad, su alta biocompatibilidad y su compatibilidad con
farmacos de diversa naturaleza (48, 49). Una de las mds prometedoras
aplicaciones de los miembros de esta familia es la terapia antineopldsica,
donde mejoran los resultados farmacoterapéuticos (debido a su
capacidad para revertir in vitro los fendbmenos de multirresistencia a
farmacos antitumorales desarrollados por las células cancerigenas; Refs.
50, 51 y 52) obtenidos por otros polimeros biodegradables tales como el

alginato, la polilactida, la polilactida-co-glicolida (53). La toxicidad de los
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3. Sintesis y estudio de un sistema transportador de farmaco.

miembros de esta familia de polimeros, aunque baja [DLso en ratas del
poliisobutilcianoacrilato  (PIBCA): 242 mg/Kg; Dlso en ratas del
polihexilcianoacrilato (PHCA): 585 mg/Kg, ver Refs. 24, 101], incluso fras
exdmenes histoldgicos (102), puede ser importante debido a su rdpida
degradacion comparada con otros polimeros usados para el fransporte de
farmacos, tal como la polilactida (PLA) y sus copolimeros con la glicolida
(PLA/GA), los cuales presentan una degradaciéon in vivo relativamente
lenta. Ademdas, sus productos de biodegradacion (alcohol y dcido
policianoacrilico) pueden ser mds toxicos que los del PLA y PLA/GA. Sin
embargo, en el caso de tratamientos de larga duraciéon o crénicos, el uso
de transportadores de cianoacrilato de una rdpida biodegradacion es
mas apropiado para evitar la sobrecarga de las células con poliésteres de

degradacion lenta (103).

El método seguido para la sintesis de nanosferas coloidales de PBCA fue
el conocido como método de emulsion/polimerizacidon, cuyo mecanismo de
polimerizacidon es un proceso anidnico iniciado por bases covalentes presentes
en el medio (48). En detalle (104, 105), el mondmero (1 % p/v) se anadid gota a
gota a 50 mL de una solucién acuosa 104 N de HCI que contenia un 1 % (p/V)
del tensioactivo dexfrano-70 (Dextran-70, grado clinico, Sigma, EE.UU.). Este
medio se mantuvo bajo agitacidon mecdnica a 1000 rom durante 2 horas en las
que transcurrié la reaccidn de polimerizacién, la cual terminé anadiendo 1 mL
de solucidon de KOH 0.1 N. De esta manera, se obtuvo una suspension
blanquecina que fue sometida a un procedimiento de limpieza consistente en
repetidos ciclos de cenfrifugacion (20.000 rom, con la centrifuga de alta
velocidad Centrikon T-124, Kontron, Francia) y redispersion en agua ultrapura
(calidad Milli-Q). Para asegurar que la suspension estaba lo suficientemente
limpia, se midié la conductividad del sobrenadante. Las particulas de polimero
se secaron a 35 °C en una estufa con circulaciéon forzada de aire (Digitronic,
J.P. Selecta, S.A.). En el proceso de secado se observd la formacion de una
Idmina compacta de polimero, atribuible al cardcter adhesivo de éste, que da
lugar a la agregacion de las particulas poliméricas; esto volverd a apreciarse
en las particulas compuestas. Finalmente, el aimacenamiento se realizd en

recipientes de polietileno conservados en un desecador.

41



3. Sintesis y estudio de un sistema transportador de farmaco.

A continuacién analizaremos las diferentes fases del proceso de sintesis

de las microesferas de polibutilcianoacrilato:

1. Polimerizacion.

Puede realizarse mediante el mecanismo del radical libre (106) y

mediante el mecanismo anidnico/anfotero (107-109), cuyos esquemas se

recogen en la Fig. 5.

Mecanismo de polimerizacion de radical libre: estd
determinado por una alta energia de activaciéon (125 KJ/mol).
Se trata de una polimerizacién muy lenta, cuya velocidad de
reaccion depende fuertemente de la temperatura y de la
cantidad de radicales libres.

Mecanismo de polimerizaciéon anidnica/anfétera: tiene mayor
interés por ser mas rapido y facil de realizar, ademds de ser
apropiado para las aplicaciones biomédicas. Incluso bases
muy débiles como los iones OH- derivados de la disociacion
del agua son capaces de iniciarla. Los iniciadores cldsicos son
compuestos idnicos (I, CHsCOO-, Br, OH-, etc.) pero también
los compuestos nucleofilicos pueden iniciarla (bases terciarias:
piridina, fosfina). Presumiblemente, estos generan zwitteriones
(ion hibrido con carga negativa y positiva), mds que especies
idbnicas cargadas capaces de redlizar una propagacion
anionica. En nuestro caso, los iones OH- de la disociacion del
agua y las porciones OH- del dextrano-70 son los encargados

de actuar como iniciadores de la reaccién de polimerizacion.
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Fig. 5. Representacion esquemdtica de los posibles mecanismos de polimerizacion del
mondmero alquilcianoacrilato: anidnico, anfétero y de radical libre. A~ anidn; Nu-®: nucledfilo; Re:
radical libre.

2. Propagacion.

Se produce ftras la formacion de carbaniones capaces de
reaccionar con otra molécula de mondmero. De esta manera, se forman

cadenas poliméricas vivas.

3. Terminacion.

La presencia de un cation provoca el final de la polimerizacion.
Solo los dcidos fuertes son capaces de finalizar la polimerizacién. Sin embargo,
el agua también es capaz de finalizarla mediante el dcido conjugado H3O*. La
polimerizacion anidnica da lugar a una sal polimérica del catidon responsable
de la terminacion. La terminacidon de una polimerizacion anfoterq,
generalmente se produce por la formacion de enlaces inframoleculares que

provocan la duplicacién de la longitud de la cadena polimérica. El witterion
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parece ser estable e insensible a los terminadores anidénicos de las cadenas
(como H202 y CO»), dando lugar a la formacién de polimeros de elevado peso

molecular.

3.1.3. Particulas compuestas de hierro carbonilo y
polibutilcianoacrilato.

La aplicacion de los miembros de la familia de los
polialguilcianoacrilatos como recubrimiento polimérico de ndcleos magnéticos
ya ha suscitado interés cientifico, observdndose que la incorporacion de
magnetita al polimero no modifica la toxicidad de este Ultimo (LDso en ratas
de FesO4/PIBCA: 245 mg/Kg; Ref. 24).

El procedimiento seguido para obtener las nanoparticulas
compuestas es muy similar al descrito para las esferas de polimero, con la
excepcion de que el medio de polimerizacidn contiene una suspension de
hierro carbonilo al 0,75 % (p/v) en una solucién 104 N de HCI (102, 103,
105). La limpieza se consigui6 mediante repetidas separaciones
magnéticas y redispersiones en agua ultrapura (calidad Milli-Q). Después
de aproximadamente tres ciclos, la conductividad de los sobrenadantes
indicd que las suspensiones estaban limpias, tanto de compuestos
quimicos no reactivos, como de particulas poliméricas no magnéticas.
Para analizar la influencia de las proporciones relativas iniciales de
mondémero con respecto al hierro carbonilo en las caracteristicas del
material (nUmero de nulcleos magnéticos recubiertos y grosor de este
recubrimiento), la sintesis fue repetida en un rango de proporciones
mondmero/nlcleo entre 4/3 y 4/1, sin que se utilizaran menores
proporciones de mondmero debido a que los resultados obtenidos en otro
estudio revelaron la obtencidn de muchas particulas magnéticas no
recubiertas y una capa de cubierta polimérica muy fina, principalmente

localizada en las regiones colindantes entre las particulas (104).
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3.2. CAISACTERIZACIC')N DE LAS
PARTICULAS COLOIDALES
SINTETIZADAS.

3.2.1. Forma y tamano.

3.2.1.1. Metodologia experimental.

El tamano y la forma de los tres tipos particulas (hierro carbonilo,
polibutilcianoacrilato y parficulas compuestas) se dedujo a partir de
fotografias de microscopia electréonica de transmision (TEM), obtenidas en
el Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada,
utilizando un microscopio electréonico de fransmision Zeiss EM 902
(Alemania) con un voltaje de aceleracion de 80 kV. Previamente a la
observacién, se sonicd durante 5 minutos una suspension diluida
[aproximadamente 0,1 % (p/v)] de las particulas, tras lo cual se colocaron

unas gotas de la suspension en unas rejillas de cobre con pelicula formvar.

Las rejillas se secaron a 40 °C en un horno de conveccion.

3.2.1.2. Resultados y discusién.

La Figura éa muestra las fotografias de microscopia electronica de
transmision (T.E.M.), de las particulas de hierro carbonilo obtenidas utilizando el
método optimizado, ya descrito, para lograr la minima heterogeneidad de
tamanos y el maximo numero de particulas magnéticas con un didmetro
inferior a Tum (60 minutos de sedimentacion y 100 mL de sobrenadante

tomado).

45



3. Sintesis y estudio de un sistema transportador de farmaco.

#

Figura 6. Microfotografias electréonicas de transmision: a) hierro carbonilo, b)
polibutilcianoacrilato. Longitud de las barras: 1 um (a) y 500 nm (b).

Para la determinacion del tamano se realizaron medidas sobre 100
particulas de hierro carbonilo, obteniéndose un histograma al que se ajustd
una distribucion logaritmica cuyo resultado fue d, = 470 + 180 nm. Como se
observa, las particulas son esféricas y presentan una distribuciéon de tamanos
no muy amplia. El andlisis cualitativo del efecto del cambio del tiempo de
sedimentaciéon y la cantidad de sobrenadante tomado de la suspension se
muestra en la Tabla 2. Como se puede ver, el didmetro promedio y el
porcentaje de particulas magnéticas mayores de 1uym se reduce cuando el
fiempo de sedimentacidon se incrementa, a pesar de la pérdida de
rendimiento, hasta que ninguna particula de este tamano o superior es
obtenida por encima de 60 minutos. Por otfro lado, el tamano medio, el
porcentaje de rendimiento y el porcentaje de particulas magnéticas por

encima de 1um crece con el volumen del sobrenadante tomado.
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Tabla 2. Porcentaje de particulas con un didmetro por encima de 1 um, didmetro medio y
porcentaje de particulas de hierro carbonilo obtenidas, utilizando diferentes tiempos de
sedimentaciéon y tomando diferentes cantidades de sobrenadante de la suspension.

Tiempo de Cantidad de
sedimentacion hierro Diadmetro Rendimiento
(min.)/Volumen de | carbonilo de medio (nm) (%)
sobrenadante tamano > 1 ym
tomado (ml) (%)

No Tratado 22.4+£23 720 + 390 -
30/100 2.4+0.7 460 + 230 57%+1.5
60/100 0+0 470+ 180 0.6+0.2
?0/100 0+0 430+ 180 0.4+0.1
60/200 52+0.3 520 + 255 42+1.0
60/300 5.6 0.6 560 + 250 6.5+1.2

La Figura éb recoge la microfotografia electronica de transmision de
una parficula de PBCA y nos permite determinar su morfologia como esférica.
Respecto al tamano, se realizaron medidas sobre 100 particulas de polimero

obteniéndose un histograma al que se ajustd una distribucion logaritmica cuyo

resultado de didmetro medio y desviacion tipica fue dp = 550 + 120 nm.

Finalmente, se readlizd mediante microfotografias T.E.M. un andlisis
cualitativo del efecto de la variacion de las cantidades relativas de mondmero
e hierro carbonilo en el medio de dispersion sobre la estructura de las
particulas. La Figura 7 muestra las particulas sintetizadas cuando la proporcion
de peso inicial es 4/3. Su didmetro medio y desviacion estandar (520 = 210 nm),
calculados segun el procedimiento ya descrito, indican nuevamente que se
frata de un sistema moderadamente polidisperso y la fotografia muestra
claramente cémo las particulas de hierro carbonilo estdn recubiertas por una
capa de polimero de aproximadamente 25 nm de grosor. Se observa
claramente coémo son los nUcleos de hierro carbonilo los encargados de
determinar la forma de las particulas compuestas (esférica). Ademds, puede
apreciarse que todos los nUcleos de hierro carbonilo aparecian recubiertos,

cuando la cantidad inicial de mondmero estd en exceso respecto a éste.
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Figura 7. Microfotografia electronica de transmision de las particulas compuestas
de hierro carbonilo y polibutilcianoacrilato. Longitud de la barra: 400 nm.

En la Tabla 3, la cantidad de polimero unido a las particulas se obtuvo
por diferencia de pesada entre las particulas de hierro carbonilo recubiertas y
las particulas de hierro carbonilo desnudas; el grosor del recubrimiento
polimérico se dedujo de las microfotografias T.E.M. Finalmente, el ensayo de
redispersabilidad fue realizado cualitativamente, mediante observacion visual
simple de la turbidez tras la sonicaciéon de la suspension sedimentada. Como
se observa, la cantidad de PBCA incorporada a las particulas se incrementa
cuando aumenta la relacién inicial mondémero/nucleo magnético. Respecto al
espesor del recubrimiento polimérico, debemos senalar que un exceso del
mondmero adicionado inicialmente no necesariamente conduce a un
recubrimiento mas eficiente del hierro carbonilo. La pobre redispersabilidad
lograda cuando la relaciéon inicial mondmero/nicleo magnético estd por
encima de 4/3 es indicativa de la formacién de peliculas de polimero, que son

virtualmente imposibles de destruir mediante métodos no quimicos.
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Tabla 3. Caracteristicas de las diferentes particulas compuestas obtenidas.

Proporcion de Peso relativo
. . . Grosor del .
peso inicial del . . Redisper-
, , . . recubrimiento o
monomero/nucleo | recubrimiento (nm) sabilidad
magnético polimérico
4/3 0.714 £ 0.002 25+ 12 Buena
4/2 1.437 +£ 0.004 47+ 24 Regular
4/1 0.193 £ 0.006 35+ 10 Dificil

Con respecto al uso potencial final de este fipo de particulas, es
importante comentar la significacion bioldgica de los famanos obtenidos en
las particulas recubiertas. En primer lugar, la capacidad de respuesta a
campos magnéticos externos serd mayor cuanto mayor sea el tamano (y por
tanto, su momento magnético). Sin embargo, el tamano no sélo afecta a las
propiedades magnéticas (u otras propiedades fisicas), sino lo que es mds
importante, al destino biolégico de las particulas una vez que han sido
inyectadas en el organismo. Las particulas de didmetro por encima de 200 nm
seran fdacimente secuestradas por el bazo y retfiradas por las células del
sistema  fagocitico mononuclear (110). Por el confrario, aquellos
fransportadores muy pequenos (de menos de 10 nm) serdn rdpidamente
“aclarados” fras sufrir una extensa extravasacion. Por lo tanto, el rango de
tamanos ideal para que transportadores de fadrmaco coloidales se distribuyan
sistémicamente se encuentra enfre 10 y 100 nm. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que la accion terapéutica podrd producirse con sdlo que las particulas
sean retenidas mediante un campo magnético aplicado externamente sobre
los capilares que alimentan el tumor (fomando como ejemplo la terapia
anfineopldsical), y liberen el principio activo, el cual difundird desde la pared
capilar hacia el interior del tejido u érgano diana. Teniendo en cuenta este
mecanismo, no sdlo es importante el tamano de las particulas, sino que el peso
molecular del fdrmaco adquiere igual importancia en el conjunto del proceso
(1). En cualquier caso, si la acciéon del tfransportador de fdrmaco requiere de su
exfravasaciéon, algunos autores han indicado que tamanos de particula
inferiores a 1 um son adecuados para este proceso (1, 110). Ademds, Goodwin
y cols. (111) identificaron la existencia de extravasacion tras la refirada del
campo magnético externo, en particulas con una distribucion de tamanos

entre 0.5y 5 um.
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3.2.2. Superficie especifica.

Las dreas de superficie especifica de nuestros tres tipos de
materiales secos, se obtuvieron mediante la técnica B.E.T. multipunto de

adsorcion de nitfrogeno mezclado con helio.

3.2.2.1. Fundamentos tedricos.

En la industria farmacéutica, es relevante la determinacion del drea
superficial para la caracterizacion de materiales durante su desarrollo,
formulacion y manufacturaciéon. Esta magnitud aporta informacion sobre 1os
espacios vacios en las superficies de las particulas individuales o agregados de
particulas. Esto es importante porque factores como la actividad quimica, la
adsorcion, la disolucion y la biodisponibiidad de un fdrmaco pueden
depender de la superficie del sdlido. Ciertas propiedades de los materiales,
como la capacidad de flujo de un polvo o la velocidad de disolucién de un
solido, pueden estar relacionadas con el tamano de particula y el drea

superficial.

Las medidas mds reproducibles del drea superficial se obtienen
mediante la adsorcidn en monocapa de un gas inerte sobre la superficie
de un sdélido a temperatura reducida y la subsiguiente desorcion de este
gas a temperatura ambiente. Las isotermas de adsorcion obtenidas
mediante esta técnica se interpretan utilizando las ecuaciones
desarrolladas por Brunauer, Emmett y Teller, lo que se conoce con el
nombre de método B.E.T. (112).

Todo gas inerte condensable puede utilizarse en las medidas B.E.T.,
aunque se prefieren el nitrdbgeno y el criptdon. El nifrdgeno se utiliza como gas
adsorbato en la mayoria de las muestras que poseen un drea superficial de
aproximadamente 1.0 m2/g o mds, mientras que los materiales con dreas
superficiales menores deben ser analizados utilizando criptdn. La menor presion

de vapor del criptén provoca la adsorcion de una mayor cantidad de gas en
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el solido, dando lugar a unos resultados mds exactos para valores bajos de

drea superficial.

El modo en el que un material adsorbe un gas se asemeja a una
isoterma de adsorcion. El tipo de isoterma mdas comun y Util para las medidas
B.E.T. es la isoferma tipo Il (Fig. 8). El punto de inflexion de esta isoterma

generalmente indica el recubrimiento monocapa del adsorbato.

P/P,

Fig. 8. Isoterma de adsorcion tipo Il. W: Peso adsorbido; P/Po: Presion relativa.
La saturacion se produce a P/Po > 1.

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

lineal de esta ecuacién se conoce como ecuaciéon B.E.T.:

P __ 1 .C-1fP )
ve,-pP) v.C V.C\P
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donde V es el volumen de gas adsorbido a la presidon parcial de adsorbato, P;
Vm es el volumen de gas adsorbido en una monocapa; Po es la presion de
saturacion del adsorbato a la temperatura experimental; y C es la constante
de B.E.T., que relaciona exponencialmente los calores de adsorcion vy la

condensacion del adsorbato.

Para obtener una mayor exactitud en la determinaciéon de la superficie
especifica (§), se prefiere realizar medidas B.E.T. multipunto, en las que se
obtfiene wuna grdfica de P/V(Po-P) frente a P/Po utilizando varias
concenfraciones de adsorbato y midiendo el volumen adsorbido. Como la

ecuacion B.E.T. corresponde a una linea recta, en la que:

Pendiente=C—1 (3)
V.C
Ordenada en el origen -1 (4)

V.C

La monocapa de gas adsorbido (Vm) y la constante B.E.T. se

calculan a partir de la pendiente y la ordenada en el origen:

1
V = 5
" pendiente + ordenada )

_ pendiente

+1 6
ordenada ()

El drea superficial total (St) de la muestra se calcula a partir de:

— VmNOACS

ST
M

(7)

Donde No es el nimero de Avogrado, Acs es el drea de la secciéon
tfransversal de la molécula de adsorbente y M es el peso molecular de

este.
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La superficie especifica (S) del sélido se obtiene dividiendo el drea

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

§ =2 (8)

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

superficial para la mayoria de las muestras.

3.2.2.2. Metodologia experimental.

Antes de medir la superficie especifica de nuestras particulas, es
conveniente lograr la limpieza de los gases y vapores preadsorbidos en la
superficie del sdlido, utilizando para ello una corriente de gas nitrogeno. En
el caso del hierro carbonilo, con objeto de minimizar el tiempo necesario
para la eliminacién de impurezas de la superficie utilizamos temperaturas
elevadas (80 °C). Sin embargo, para evitar la alteracién del polimero y de
las particulas compuestas a altas temperaturas, se empled el método de la
repeticion de ciclos (113), que implica la adsorcion y desorcion repetfida
de un adsorbato a una presion relativa de aproximadamente 0.3.
Generalmente, con la realizaciéon de 3 a 6 ciclos obtenemos una superficie
limpia. No hay que olvidar que la utilizacion de temperaturas elevadas
puede modificar las propiedades del producto (p.e.: deshidratacion,

conversion en ofras formas farmacéuticas y descomposicion).
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La medida de la superficie especifica se realizd empleando el
aparato Quantasorb Jr. de Quantachrome (U.S.A.), que posee un detector
de conductividad térmica para determinar la cantidad de gas desorbido
de la muestra. El gas adsorbato utilizado se mezcla con helio como gas
tfransportador inerte no condensable en las concentraciones requeridas
para el andlisis. Para nuestras medidas disponiamos de tres tanques de
concentraciones del 10 %, 20 % y 30 % de nifrogeno en helio. La masa de
muestra empleada fue 0.5 g (polimero), 0.4 g (hierro carbonilo) y 0.6 g
(particulas compuestas). Los experimentos se repitieron al menos fres veces

con muestras diferentes en todos los casos.

Tras la limpieza de la muestra, ésta es enfriada hasta el punto de
ebullicion del gas adsorbato, mediante la inmersiéon del soporte de la
muestra en un vaso Dewar con nitrégeno liquido, en presencia de un flujo
de la mezcla N2-He deseada. El vaso Dewar de nitrogéno liquido se retira
entonces de la célula de la muestra y la cantidad de gas previamente
adsorbido se mide al desorberse cuando se calienta la muestra a
temperatura ambiente. El volumen de gas desorbido se transforma en

superficie especifica (m2/g) de la muestra empleando la ecuacion B.E.T.

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

informacién sobre la no linealidad de la adsorciéon sobre una muestra.
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3.2.2.3. Resultados y discusidn.

La superficie especifica obtenida para el hierro carbonilo fue 1.37
0.16 m?/g, mucho mayor que la del polimero (0.47 £ 0.19 m?/g) y la de las
particulas compuestas (0.62 + 0.13 m2/g).

La similitud entre las dreas superficiales del polimero y de las
particulas compuestas indica un recubrimiento eficiente de los nUcleos de
hierro carbonilo, teniendo en cuenta que los tres tipos de particulas tienen
tamanos similares. Ademds, los cambios apreciados en el drea superficial
del nucleo tras el recubrimiento polimérico deben reflejar un verdadero
cambio en las propiedades fisicas de la superficie del nUcleo de hierro tras
un recubrimiento adecuado por el polimero. Por otro lado, los valores
bajos de superficie especifica correspondientes al polimero y a las
particulas compuestas, en comparacidén con los valores tedricos, pueden
explicarse porque existe una tendencia a la agregaciéon tras el secado
preciso para la realizaciéon de esta determinacion. Como consecuencia
de esto, decrece la superficie especifica expuesta a la adsorcidon de
nitrdgeno y los valores son inferiores a los esperados. Otra explicacion para

estos resultados es la naturaleza menos porosa del polimero.

3.2.3. Espectroscopia de infrarrojos por transformada
de Fourier.

3.2.3.1. Fundamentos teéricos.

La radiacion infrarroja se encuentra localizada en el espectro
electromagnético entre la zona del visible y la zona del microondas. Una
molécula orgdnica absorbe y convierte la radiacion infrarroja entre 4000
cm 'y 400 cm-! (zona de gran interés en Quimica Orgdnica) en energia de
vibracién molecular. Esta absorcidon es cuantificable y el espectro aparece
en forma de bandas porque un cambio simple de energia vibracional es
acompanado por diversos cambios de energia rotacional. Las posiciones

de las bandas en el espectro de infrarrojos se suelen presentar en funcidon
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del nUmero de ondas (k), y las intensidades de las bandas pueden

expresarse como transmitancia (T) o absorbancia (A).

Hay dos tipos de vibraciones moleculares (114): La vibracion de
elongacion y la vibracion de flexion. Solo aquellas vibraciones que
provocan un cambio ritmico en el momento dipolar de la molécula se
observan en el infrarrojo. Esto es debido a que la alternancia del campo
eléctrico, producido por el cambio en la distribucion de cargas que
acompana a una vibracion, acopla la vibracion de la molécula con el
campo eléctrico oscilante de la radiacion electromagnética. En general,
los grupos funcionales que tienen un dipolo intenso dan lugar a

absorciones fuertes en el infrarrojo.

El conjunto de vibraciones fundamentales (frecuencias de
absorciéon) raramente se observard debido a la existencia de factores que
aumentan el nimero de bandas (la presencia de armdnicos y los fonos de
combinacién) y factores que reducen el nUmero de bandas (frecuencias
fundamentales fuera de la regidon de 400 a 4000 cm', bandas
fundamentales demasiado débiles para ser observadas, ausencia de un

cambio en el momento dipolar, etc.).

3.2.3.2. Metodologia experimental.

Para la preparacidon de la muestra, tomamos una pequena
cantfidad de ésta (0.5 - 1.0 mg) y la mezclamos con aproximadamente 100
mg de bromuro potdsico pulverizado y seco. Realizamos la mezcla en un
mortero de dgata y la prensamos a 10000 — 15000 kPa para obtener un
disco fransparente. Como consecuencia de esta manipulacion, es de
esperar la aparicion de bandas a 3448 cm y 1639 cm' debidas a la
humedad (114).

Para la obtencién del interferograma se utilizd un espectrometro de

infrarrojos (Nicolet 20 SXB, USA), con una resolucion de 2 cm-'. La técnica

56



3. Sintesis y estudio de un sistema transportador de farmaco.

(114) implica la division de una radiacion que contiene todas las
longitudes de onda (en nuestro caso: 4000 — 400 cm-') en dos rayos. Uno
tiene un camino optico fijo y el ofro variable (mediante un espejo movil).
La superposicion de ambos rayos dard lugar a un patréon de interferencias
qgue por transformada de Fourier se convierte en un punto en el dominio
de la frecuencia. La transformacién de Fourier a sucesivos puntos a lo
largo de esta variacion da lugar a un espectro de infrarrojos completo. El
paso de esta radiacién a través de una muestra expone al compuesto a
una banda amplia de energias, generdndose un completo espectro de

infrarrojos.

3.2.3.3. Interpretacién del espectro.

Como no dependemos del espectro de infrarrojos para la
identificacion, no se requiere un andlisis detallado de éste. Sélo la
utilizacion del espectro de infrarrojos en conjuncién con ofras ftécnicas
(espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear) permitird

determinar la estructura molecular.

No hay reglas establecidas para la interpretacion de espectros de
infrarrojos. Sin embargo, existen ciertos requisitos previos a la interpretacion
del espectro (114):

- El espectro debe tener una resolucidon y una intensidad
adecuadas, y serd el de un compuesto razonablemente
puro.

-  El espectrofotdbmetro debe estar calibrado.

- El método de manipulacidon de la muestra debe

especificarse.

La frecuencia o longitud de onda de absorcion depende de las
masas relativas de los dtomos, de las constantes de fuerza de los enlaces,
de la geometria de los dtomos y del entorno. Una molécula por simple que

sea puede generar un espectro extremadamente complejo, que es
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caracteristico de la molécula entera (excepto en el caso de los
enantiomeros). No es posible realizar un tratamiento preciso de las
vibraciones de una molécula compleja, por lo que el espectro de
infrarrojos debe interpretarse a partir de la comparacién empirica y la
extrapolacién a estudios de moléculas sencillas, ya que determinados
grupos de datomos dan lugar a bandas de igual o similar frecuencia
independientemente de la estructura del resto de la molécula. La
persistencia de estas bandas caracteristicas permite la obtencidén de
informacién estructural, mediante simple inspeccion y referencia a tablas
de la absorcidon caracteristica de grupos funcionales. Toda conclusidn
alcanzada tras examinar una banda debe confirmarse cuando sea posible

mediante el examen de otras zonas del espectro.

En un espectro de IR se distinguen 3 zonas caracteristicas (114):

- Laregion de los grupos funcionales (4000 cm-' a 1300 cm!).
De forma general, si no hay absorcion en esta zona puede
considerarse que la molécula carece de grupos
funcionales.

- La zona de la "huella dactilar” (1300 cm' a 900 cm!). La
absorcion en esta regidn es Unica para foda especie
molecular.

- La region entre 900 cm' y 650 cm'. La ausencia de
absorcion en esta zona generalmente indica una

estructura no aromadtica.

3.2.3.4. Resultados y discusion.

La Figura 9 muestra el espectro de infrarrojos de los fres tipos de
particulas. Su andlisis constituye una nueva prueba de la eficacia del
recubrimiento, dado que permite la idenfificacion de los grupos funcionales
del polimero en las particulas compuestas, lo que claramente demuestra que
el recubrimiento observado en la Figura 7 pertenece al PBCA. Sin embargo, las

bandas son menos intensas como consecuencia de la menor cantidad de
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polimero presente en las particulas mixtas. Las bandas mds representativas han

sido identificadas por comparacién con los datos de las Refs. 104 y 114, las

cuales son:

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

B: Grupo de tres bandas que corresponden a la vibracion de
estiramiento del enlace C-H.

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

D: Banda que corresponde a la vibracidon molecular del enlace C=0
del polimero.

E: Banda debida a la humedad adquirida durante el proceso de
manipulaciéon de la muestra.

F: Grupo de tres bandas que corresponden a la vibraciéon molecular
de flexion del CHa.

G: Banda correspondiente a la vibracion de flexion y elongacion del
grupo C-CO-C, la cual confirma que la banda D corresponde a un
éster.

H: Pareja de bandas que corresponde a la vibracion de elongacion
y flexion del grupo C-CO-C, y que resulta de la vibracion de
elongacion y flexion de la cadena C-C-C presente en este grupo.

I: Banda correspondiente a un éster del alcohol primario.

J: En las muestras que contienen polimero, aparece una banda
media caracteristica de un alcano.

K: Banda perteneciente a la vibracion de oscilacion del CHz, propia

de una cadena larga de CHa.
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Figura 9. Espectro de infrarrojos del hierro carbonilo (), de las particulas compuestas (+) y

de las particulas poliméricas (o).

3.2.4. Resonancia magnética nuclear.

3.2.4.1. Fundamentos tedricos.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) se basa
en la medida de la absorcion de la radiacion electromagnética en la
region de las radiofrecuencias, aproximadamente de 4 a 900 MHz. En
contraste con la absorcidon ultravioleta, visible e infrarroja, en el proceso de
absorcion estdn implicados los nucleos de determinados isétopos en vez
de los electrones exteriores. Ademdads, es necesario colocar el analito en un
intenso campo magnético, con el fin de que aparezcan los estados de
energia de los nucleos que hagan posible la absorcion. La frecuencia de
radiaciéon requerida para la absorcidon en espectroscopia de RMN
depende del isétopo y de su entorno quimico; el nUmero de picos de
absorcion para un nucleo en un determinado entorno quimico estd

determinado por las posiciones espaciales de los niUcleos vecinos, y la
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intensidad de los picos de absorcion es proporcional al nUmero de nucleos
(115).

La RMN es una técnica Ufil en la determinacion de la estructura
molecular. En algunos casos basta con el espectro de RMN para la
identificacion de la estructura de un compuesto desconocido, mientras
gue en otras aplicaciones la informacidn estructural obtenida de la RMN
complementa a ofros métodos estructurales o quimicos. La RMN es
también una herramienta Util para el estudio de las cinéticas de reaccién y
el equilibrio quimico, y para el andlisis cualitativo de mezclas de
compuestos orgdnicos. En la investigacion farmacéutica (116) ha sido
utilizada para la determinacion de la estructura de los compuestos, la
investigacion de la quiralidad de los principios activos, la determinacion

del metabolismo celular y el estudio de proteinas.

3.2.4.2. Metodologia experimental.

d) RMN de protones (TH-RMN).

El andlisis de la muestra de particulas poliméricas no lo realizamos en
estado sdlido, para evitar que la interaccién dipolo-dipolo produzca un
ensanchamiento de las lineas y la pérdida de resolucion. La preparacion
rutinaria de una muestra para 'H-RMN (115) en un instrumento de 300 MHz
implica la disolucion de 2 mg del compuesto en 0.4 mL de disolvente en un
tubo cilindrico de 5 mm de didmetro externo. El disolvente ideal no
poseerd protones y serd inerte, de bajo punto de ebullicion y barato.
Hemos utilizado como disolvente el cloroformo deuterado (CDCls), el cual
no tiene resonancias en la regidon de interés, aunque da lugar a un

pequeno pico puntiagudo a 6= 7.26 ppm que no interferird seriamente.

En nuestro andlisis hemos utilizado un espectrometro de impulsos o
de transformada de Fourier (BRUKER AM-300) que permite la obtencidon de

espectros de alta resoluciéon. En este aparato la muestra se coloca en el
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campo magnético de un imdn superconductor y se irradia con impulsos
periddicos de energia de radiofrecuencia que atraviesan la muestra
perpendicularmente al campo magnético. Esta excitaciéon con impulsos
provoca una senal en el dominio del tiempo que decae en el intervalo
entre impulsos. Esta senal se convierte entonces en una senal en el

dominio de la frecuencia mediante una fransformacion de Fourier.

La frecuencia de la radiacién de radiofrecuencia que se absorbe
por un nucleo determinado se ve afectada fuertemente por su entorno
molecular, esto es, por los nucleos y electrones vecinos. Como
consecuencia de ello, incluso las moléculas mds simples proporcionan
abundante informacidon espectral que puede servir para elucidar sus
estructuras quimicas. Podemos destacar dos efectos del entorno en los
espectros RMN: el desplazamiento quimico (6), originado por los pequenos
campos magnéticos que se generan debido al movimiento de los
electrones alrededor de los nucleos, es adimensional y expresa el
desplazamiento relativo en ppm; y el desdoblamiento espin-espin, que se
produce cuando el momento magnético de un nucleo interacciona con
los momentos magnéticos de nucleos adyacentes; se expresa

comunmente en Hz.

b) RMN de carbono 13 (13C-RMN).

Para la obtencion de espectros de 3C-RMN es preciso disponer de
instrumentos suficientemente sensibles que permitan la deteccidon de las
débiles senales del nucleo del 3C. La bagja intensidad de la senal se
relaciona directamente con la poca abundancia natural del isétopo vy la
pequena relaciéon giromagnética, que es aproximadamente la cuarta
parte de la del protdn. Estos factores se combinan para hacer que la 13C-
RMN sea unas 6000 veces menos sensible que la TH-RMN. Los instrumentos
que permiten el fratamiento de los datos mediante transformada de

Fourier, facilitan la obtencidn de estos espectros.
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En relacion con la capacidad para dilucidar estructuras orgdnicas y
bioguimicas, la 13C-RMN tiene algunas ventajas sobre la de protdn (115). En
primer lugar, la 13C-RMN proporciona informacion acerca del esqueleto de
las moléculas mds que sobre su periferia. Ademds, el intervalo de
desplazamiento quimico para el 3C en la mayor parte de los compuestos
orgdnicos es alrededor de 200 ppm, comparado conlas 10 a 15 ppm para
el protédn. Como consecuencia, hay menos solapamiento de picos en los
espectros de 13C que en los espectros de protones. No se observa el
desacoplamiento homonuclear espin-espin entre dtomos de carbono,
debido a que en muestras con abundancia isotdpica natural la
probabilidad de que dos dtomos de 3C sean adyacentes es pequena.
Ademds, no ocurre el acoplamiento de espin heteronuclear entre 13C y
12C, debido a que el nUmero cudntico de espin de éste Ultimo es cero. Por
Ultimo, existen excelentes métodos para el acoplamiento de la interaccion
entre los dtomos de 3C vy los protones. Con el desacoplamiento, el
espectro para un tipo particular de carbono, por lo general, presenta una

sola lineq.

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

andlisis.

3.2.4.3. Interpretacién del espectro.

ad) RMN de protones (TH-RMN).

El espectro de RMN de protones de un compuesto es su huella
dactilar y la identificaciéon se logra mediante comparacion con espectros
simples o con los desplazamientos quimicos aproximados de protones de

determinados grupos funcionales asociados al tetrametilsilano (TMS) (117).
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El primer paso es determinar si los picos que se encuentran cerca
son producidos por protones de diferentes desplazamientos quimicos o son
parte de un patrédn multiplete. El espectro estd constituido por lineas
individuales y grupos de lineas llamadas multipletes, que surgen por
interacciones a través de enlace entre momentos magnéticos de nucleos
vecinos. La informacidén contenida en un espectro RMN incluye los
deplazamientos quimicos, las constantes de acoplamiento espin-espin v,
algunas veces, senales relativas a las constantes de acoplamiento. Los
desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento son
extremadamente sensibles a la estructura molecular y constifuyen la base
para la aplicacién de la RMN a la identificacién de la estructura

molecular.

b) RMN de carbono 13 (13C-RMN).

Para la interpretacion del espectro hemos seguido la misma rutina
qgue en la interpretacion del espectro de protones, por lo que hemos
utilizado recopilaciones de espectros de 13C-RMN y una tabla que
relacionaba la estructura a la que pertenecia el dtomo de carbono que

originaba el pico con el desplazamiento quimico observado (118).

3.2.4.4. Resultados y discusion.

Los datos de la resonancia magnética nuclear de protones ('H-RMN)
(Fig. 10a) muestran cinco picos bien definidos que se interpretan como sigue:

- La banda A (0.97 ppm) corresponde a los protones del carbono
adyacente localizado en posicion a con respecto al grupo éster de
la molécula.

- Las bandas By D (1.46 y 2.56 ppm, respectivamente) son generadas
por los hidrogenos de los grupos metilenos que constituyen la
cadena principal del polimero.

- La banda C (1.74 ppm) corresponde a los protones localizados en

posicion B respecto al grupo éster.
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La banda E (4.27 ppm) es producida por el grupo metileno
localizado en la cadena de sustitucion del polimero (posicion g
respecto al grupo vy éster).

La banda F (7.26 ppm) es generada por el disolvante.

Nuestros resultados son muy similares a los obtenidos con otfros polimeros

de la misma familia [poli(etil-2-cianoacrilato) y poli(isobutilcianoacrilato)] (105,

111).

En la Figura 10b se representa el espectro de 3C-RMN de las particulas

de polimero: este espectro es de nuevo similar al correspondiente al

poliisobutilcianoacrilato (111):

La Banda A (18.96 ppm) pertenece al carbono presente en el grupo
metilo de la cadena lateral del polimero.

Las Bandas B y E (29.81 y 68.32 ppm, respectivamente) corresponde
a los grupos metileno de la cadena lateral.

La banda C (43.24 ppm) pertenece al carbono tetra sustituido de la
columna lateral del polimero, de la cudl el carbono metilénico da
lugar ala banda D (44.80 ppm).

La banda F es caracteristica del disolvente (77.09 ppm).

La banda G, observada a 114.72 ppm, pertenece al carbono
presente en el grupo ciano.

La banda H (165.68 ppm) es caracteristica del carbono presente en

el grupo éster.
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Figura 10. Espectro de 'H-NMR (a) y espectro 8C-NMR (b) del polibutilcianoacrilato.
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3.3. EVALUACION DE LAS
PROPIEDADES MAGNETICAS.

3.3.1. Fundamentos tedricos.

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

del ferromagnetismo (119).

= Diamagnetismo: es una forma muy débil de magnetismo que no es
permanente y persiste sélo mientras el campo externo estd presente.
Estd asociado a dtomos 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 (u) es ligeramente menor que la unidad y la susceptibilidad
magnética (y) es negativa. Recuérdense las ecuaciones de estas
magnitudes: la susceptibilidad y es una magnitud caracteristica de
cada material (que, en general, depende de la temperatura, la

orientacion de la muestra respecto al campo aplicado e incluso del
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valor de éste) y que relaciona la imanacion M (momento magnético

por unidad de volumen) y el campo magnético H:

M=yH (9)

La relaciéon entre la induccidn magnética B y el campo H en un
medio

imanado es:

B=po (H+ M) (10)

siendo o la permeabilidad magnética del vacio. Aplicando la Ec. 9:

B=wo (1+M)H=popurH=pH (11)

que constituye la definicion de permeabilidad magnética relativa

(ur) y absoluta (u).

Paramagnetismo: es caracteristico de aquellos dtomos o moléculas
que fienen momentos magnéticos permanentes que no
inferaccionan entre si y que en ausencia de campo externo estdn
orientados al azar, de modo que una porcidon cualquiera de material
no posee imanacion neta permanente. Estos dipolos atdmicos son
libres para girar y se producird paramagnetismo cuando, mediante
rotacion, se alineen de forma preferente con un campo externo. La
susceptibiidad es positiva y depende de la temperatura; la

permeabilidad serd ligeramente mayor que la unidad.

Ferromagnetismo: en estos materiales las interacciones de
acoplamiento hacen que los momentos magnéticos netos de espin
de dtomos adyacentes se alineen unos con otros aun en ausencia
de un campo magnético aplicado. Esta alineacién mutua de los
espines se presenta en volimenes relativamente grandes del cristal

denominados  dominios.  La mdaxima  imanacion  posible
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(magnetizacion de saturacion) corresponde a la situacion en que
todos los dipolos magnéticos en una muestra sdlida estdn
mutuamente alineados con el campo externo. Estos materiales
presentan una permeabilidad magnética relativa en torno a 105 y
una susceptibiidad magnética positiva y muy grande, ambas

dependientes de H y de la temperatura.

» Antiferromagnetismo: fendmeno de acoplamiento enfre los
momentos magnéticos que produce un alineamiento anfiparalelo,
de modo que no mostrardn imanaciéon espontdnea distinta de cero.

Estos materiales tienen: ur > 1y ym positiva.

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

ello parecido al de los ferromagnéticos.

3.3.2. Metodologia experimental

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

Instrumentaciéon Cientifica de la Universidad de Granada.

Cualquier material ferromagnético o ferrimagnético (119, 120) a
temperaturas inferiores a la temperatura de Curie estd formado por pequenas
regiones tridimensionales en las cuales fodos los momentos magnéticos estdn
alineados en la misma direccion. Estas regiones se denominan dominios y
cada uno estd magnetizado hasta la saturaciéon. Los dominios adyacentes
estdn separados por paredes de dominio, a través de las cuales la direccion

de imanacion cambia gradualmente. La densidad de flujo (B) vy la intensidad

69



3. Sintesis y estudio de un sistema transportador de farmaco.

del campo magnético (H) no son proporcionales en el caso de los materiales
ferromagnéticos y ferrimagnéticos. Si el material estd inicialmente no imanado,
entonces B varia en funcién de H segun se muestra en la Fig. 11. La curva
empieza en el origen, y a medida que aumenta H, la induccion B empieza a
aumentar lentamente y después mds rdpidamente hasta que al final alcanza
un nivel determinado y se hace independiente de H. Este valor méximo de B es
la densidad de flujo de saturacion (Bs) y la imanaciéon correspondiente es la
imanacion de safuracion (Ms). Segun la ecuacion B = uH, la permeabilidad (u)
es la pendiente de la curva B frente a H, y se puede apreciar en la Fig. 11 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 (), tal como se indica enla Fig. 11.

BAMJ) === mmm ==

Densidad de flujo &
(o magnetizacion M)

Campo magnético H

Fig. 11. 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 imanacidn.

A medida que se aplica el campo H, los dominios cambian de forma y
tamano debido al movimiento de los limites de dominio. Las estructuras tipicas
de los dominios estdn representadas de forma esquemdtica en varios puntos
de la curva de la Fig. 11. Inicialmente, los momentos de los dominios

constituyentes estdn orientados al azar de tal manera que no existe un campo
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de momento neto B (0 M). A medida que se aplica el campo externo, los
dominios que estdn orientados en direcciones favorables al campo aplicado
(o casi alineados con él) crecen a expensas de aquellos que no estdn
favorablemente orientados. Este proceso continia al aumentar la intensidad
del campo hasta que la muestra macroscodpica se convierte en un solo
dominio, el cual estd casi completamente alineado con el campo. La

safuracion se alcanza cuando este dominio gira y se orienta con el campo H.

La determinacién del modo de variacion de la imanacion de la muestra
con el campo externo aplicado es la herramienta adecuada para
caracterizar (a nivel macroscopico) el comportamiento magnético de nuestras
particulas.  Esta determinacion se llevd a cabo a temperatura ambiente
(25°C), ya que a esta temperatura se readlizd la preparacion de las

suspensiones.

A partir de la saturacion, punto S de la Fig. 12, a medida que el campo
H se reduce, la curva no invierte su camino original, sino que se produce un
efecto de histéresis en el que el campo B va refrasado con respecto al campo
aplicado H, es decir, disminuye mds 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;, el material permanece

imanado en ausencia de un campo externo H.

El comportamiento de histéresis y la imanacidon permanente pueden
explicarse por el movimiento de las paredes de los dominios. Al invertir la
direccién del campo desde la saturacion (punto S de la Fig. 12), el proceso
mediante el cual cambia la estructura de los dominios se invierte. En primer
lugar, existe rotaciéon del dominio Unico con el campo invertido. Mas tarde, los
dominios con los momentos magnéticos alineados con el nuevo campo
crecen a expensas de los primeros. Para esta explicacion es crucial la
resistencia al movimiento de las paredes de los dominios que ocurre en
respuesta al aumento del campo magnético en la direccidn opuesta; esto

explica el desfase entre B y H, es decir, la histéresis. Cuando el campo
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aplicado se hace nulo, todavia existe una fraccidbn neta de dominios
orientados en la direccion inicial, lo cual explica la existencia de la

remanencia B.

Para reducir a cero el campo B dentro de la muestra (punto C de la Fig.
12), se debe aplicar un campo H de magnitud a —Hc en la direccidén opuesta a
la del campo original; He se denomina coercitividad, o bien, algunas veces
fuerza coercitiva. Al continuar aplicando el campo en la direccidon contraria a
la del campo original, tal como se indica en la figura, finalmente se alcanza la
safuracion en la direccion opuesta, correspondiendo al punto S°. Una segunda
inversion del campo hasta el punto de la saturacion inicial (punto S) completa
el ciclo de histéresis simétrico y también produce una remanencia negativa (-
Br) y una coercitividad positiva (+Hc). La curva B frente a H de la Fig. 12
representa un ciclo de histéresis hasta saturacion. Desde luego, no es
necesario aumentar el campo H hasta la saturacidn antes de invertir su
direccion; ademads, es posible invertir la direccion del campo en cualquier

punto alo largo de la curva y generar otros ciclos de histéresis.

Eliminacion o
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Fig. 12. Densidad de flujo magnético frente a la intensidad del campo magnético de un material
ferromagnético para la saturacion en ambas direcciones (puntos Sy S°). La curva de histéresis
viene representada por la curva sdlida; la curva discontinua indica la primera imanacion. La
remanencia By y la fuerza coercitiva He también se indican.
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La obtencidn del ciclo de histéresis de nuestra muestra es la herramienta
adecuada para completar la caracterizaciéon (a nivel macroscoépico) del
comportamiento magnético de las particulas. Esta determinacioén se realizé en

idénticas condiciones que la experiencia anterior (a 25 °C).

3.3.3. Resultados y discusion.

En la Fig. 13 representamos la curva de primera imanacién o curva M-H
de las particulas de hierro carbonilo y de las particulas compuestas. Como se
puede observar, el recubrimiento polimérico reduce la imanacidon de la
muestra, aunque el comportamiento del hierro carbonilo y de las particulas
compuestas es muy similar. Asi, la susceptibilidad inicial es = 20.46 + 0.19 para
el hierro carbonilo y x = 2.33 £ 0.11 para las particulas compuestas. La
permeabilidad inicial es 4 = 24.27 + 0.19 para el hierro carbonilo y 4 = 6.15 £
0.11 para las compuestas. Es también significativa la reduccion de la
imanaciéon de saturacion provocada por el recubrimiento polimérico: 1582 + 5
kA/m para el hierro carbonilo (similar al observado en particulas de 6 um; Ref.

121),y 223.7 + 1.1 kA/m para las particulas compuestas.
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Fig. 13. Curva de primera imanaciéon de las particulas de hierro carbonilo (e y de las particulas

compuestas (A).
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En la Figura 14 representamos la curva de histéresis de las particulas de
hierro carbonilo y de las particulas compuestas. Las caracteristicas de histéresis
determinan el cardcter marcadamente blando de nuestros materiales, no
pudiéndose observar el drea relativa del ciclo de histéresis debido a la
insuficiente sensibilidad del aparato utilizado. Los materiales magnéticos
blandos se caracterizan por tener una alta permeabilidad inicial y una baja
fuerza coercitiva, pudiendo alcanzar la saturacidn con un campo aplicado
relativamente pequeno (es decir, son fdcimente magnetizables vy
desmagnetizables) y con pérdidas de energia pequenas. Nuevamente se
observa que el recubrimiento polimérico reduce las propiedades magnéticas
de la muestra, aunque el comportamiento del hierro carbonilo y de las
particulas compuestas es muy similar. Nuestras particulas compuestas cumplen
pues con el requisito que buscdbamos: su superficie es comparable a la del
polimero, pero tienen la propiedad de ser imanables, con lo que constituyen

un vehiculo ideal para el transporte de fadrmacos.

2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

o -
-200
-400
-600
-800
-1000
-1200
-1400
-1600
-1800
-2000 — T T T T T T T T T T T T
-2000 -1500 -1000 -500 0 500 1000 1500 2000

H (kA/m)

M (kA/m)

Fig. 14. Curva de histéresis de las particulas de hierro carbonilo (m) y de las particulas compuestas
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3.4. EVALUACIé[\l DE LAS
PROPIEDADES ELECTRICAS
SUPERFICIALES: POTENCIAL ZETA.

3.4.1. Generalidades.

Consideremos una particula sélida esférica de 1 cm de didmetro. Su
superficie S y su volumen V son, respectivamente, 3.14-104m2y 5.24-107 m3, y la
relacion superficie/volumen serd S/V = 600 m'. La division de la particula en N
particulas esféricas de radio 100 nm tal que su volumen total sea igual al de la
esfera original, sin embargo, provocard que la superficie sea de 15.7 m2 vy la
relacion S/V = 3-107 m-'. Este sencillo ejemplo explica que la principal
contribucion a las propiedades de un sistema, formado mediante la dispersidon
de esas N partficulas en 1 L de agua, vendrd dada por las superficies e
interfases de las particulas. En particular, el estado eléctrico de la superficie de
las particulas puede ser determinante: si cada una de ellas tiene un potencial
superficial de 100 mV (en torno al orden de magnitud tfipico de las particulas
coloidales en medio acuoso), la fuerza electrostatica repulsiva entre dos de
estas particulas dispersas en agua y localizadas a una distancia entre
superficies de 10 nm es FEL= 2.12-1012 N. Esta fuerza tiene que compararse con
la fuerza de ofras interacciones que deben o pueden existir entre ellas. Asi, su
atraccion gravitatoria a la misma distancia serd FG = 6.3-10-15 N, si su densidad
es 10% kg/ms3; y la atraccién de van der Waals F-W = 8-10-13 N, utilizando los
valores tipicos de la constante de Hamaker (122). Estos ejemplos muestran que,
en la mayoria de los casos, las interacciones electrostdticas son las principales

responsables de las propiedades macroscodpicas de las suspensiones.

En este contexto, los fendmenos electrocinéticos y las técnicas
asociadas a ellos demuestran su importancia. Son manifestaciones de |as
propiedades eléctricas de la interfase, y de aqui que merezcan atencidn por si

mismas. Ademds, son una fuente de informacién importante (Unica, en
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muchos casos) de estas propiedades eléctricas, por poder ser determinadas

experimentalmente.

Como describiremos, la electroforesis (como los demds fendmenos
electrocinéticos) constituye una poderosa técnica para obtener informacién
directa sobre el estado eléctrico de la interfase. En este trabajo hemos
investigado la movilidad electroforética (ue) de los fres tipos de particulas,
como método de evaluacion de la calidad y eficiencia del recubrimiento. Esto
es posible dado que el comportamiento eléctrico superficial del hierro
carbonilo y del polimero polibutilcianoacrilato son claramente diferentes,
como veremos. Por lo tanto, cabe la posibilidad de que una particula del
hierro carbonilo recubierta adecuadamente de polimero se pueda diferenciar
de una no recubierta, analizando su comportamiento en electroforesis.
Idealmente, la particula compuesta deberia incluso mostrar un potencial zeta
idéntico al del polimero. Asimismo, esta técnica nos serd de elevada ufilidad
para confirmar la eficacia del recubrimiento para las diferentes proporciones

iniciales mondmero/hierro carbonilo (4/3 a 4/1).

3.4.2. Descripcion cldsica de la doble capa eléctrica.

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

esta carga son diversos (122-125):

1. Adsorcion preferente de iones en disolucidon. Este es el caso de la
adsorcion de tensioactivo idnico. Las entidades cargadas deben
tener una elevada afinidad por la superficie, para evitar la repulsion

electrostatica por los iones ya adsorbidos.

2. Adsorcion/desorcion de iones de la red. Un ejemplo tipico son las
particulas de yoduro de plata en disoluciones Ag* o I: los iones de la

red cristalina pueden encontrar facilmente un camino entre los
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espacios del cristal y pasar a formar parte de la superficie. Por ello, se

denominan iones determinantes del potencial.

3. Disociaciéon o ionizacién de grupos superficiales. Este es el
mecanismo mediante el cual la mayoria de los polimeros de Iatex
adquieren carga. Asi, los grupos acidos como el sulfato o el carboxilo
son responsables de la carga negativa de las redes de polimero
anidnico. Cuando el pH estd por encima del pKa de disociaciéon de
estos grupos, la mayoria de ellos estardn ionizados, generando la
carga negativa. En el caso de los oxidos, los grupos superficiales
anféteros MOH  pueden generar carga positiva o negativa,
dependiendo del pH; los iones H* y OH- serdn, por lo tanto, los iones

determinantes del potencial para los oxidos.

4. Red de carga incompleta: susfitucion isomorfica. Este es el
mecanismo fipico, casi exclusivo, de adquisicion de carga por los
minerales de arcilla: parte de los cationes Si4t y Al3* de la estructura
ideal son sustituidos por otros iones de menor carga vy,
practicamente, el mismo tamano. Como consecuencia de esto, el
cristal podrd estar cargado negativamente y esta carga estructural
habrd de ser compensada por cationes superficiales, faciimente

infercambiables en disolucion (126).

Cualquiera que sea el mecanismo (y hay situaciones en las que
participa mds de uno de ellos), la carga neta superficial debe estar
compensada por iones en torno a la particula de modo que se mantenga
la electroneutralidad del sistema. La carga superficial y su contracarga
compensadora en disolucion forman la doble carga eléctrica (DCE). A
pesar de ufilizarse la palabra “doble”, su estructura puede ser muy
compleja, no totalmente resuelta en la mayoria de los casos, y puede
contener tres o mds capas, que se extienden a lo largo de distancias

variables desde la superficie del sélido.
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Cerca de la superficie o sobre ella, se pueden encontrar cargas
responsables de la carga superficial . En su proximidad inmediata, podrian
localizarse los iones capaces de sufrir adsorcion especifica: la distancia al
solido serd del orden de un radio idnico, dado que se puede suponer que han
perdido su capa de hidratacién, al menos en la direccidén de la superficie del
solido. Liamemos a a la carga superficial en un determinado plano de dtomos,
localizados a una distancia g desde el sélido (Fig. 15). Si aceptamos que la
interfase tiene una geometria plana, y que x es la distancia externa normal a
esta, podemos decir que la regidon enfre x = 0 y x = £ estd libre de carga, y
podemos identificar un condensador cuyas placas son la superficie y el plano

. Si Ci es su capacidad especifica (por unidad de drea):

)
WO_Wi:FO (12)

i

donde w es el potencial en la superficie del sdlido. Los iones responsables de
no sélo desarrollardn interacciones electrostdticas con la superficie: de hecho,
a menudo superan la repulsion eléctrica y son capaces, por ejemplo, de
aumentar la carga positiva de una superficie de cardcter ya positivo. Es
habitual decir que las interacciones desconocidas son de naturaleza quimica,
a pesar de que este no es, estrictamente hablando, siempre el caso. Hay una
amplia variedad de situaciones, desde la formacion de uniones quimicas
(covalentes) a interacciones mas débiles como la atraccién de van der Waals,
los enlaces por puentes de hidrogeno, las fuerzas hidréfobas-hidréfilas, etc.
(124). Debido a la ausencia habitual de informacién sobre la parte mds interna
de la atmdsfera idnica, el fratamiento a menudo no estd exento de hipdtesis y

suposiciones mdas o menos realistas.
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Fig. 15. Representaciéon esquemadtica de la distribucién de potencial en una interfase cargada
negativamente.

A partir del plano x = f4 se localizan los iones que solo poseen
inferacciones electrostaticas con la superficie y ademds, estdn sujetos a
colisiones con las moléculas del disolvente: de hecho estdn distribuidos en un
cierfo volumen cuya densidad de carga es p(x), aunque en la prdactica se
infroduce una densidad superficial de carga difusa o4, localizada en x = fq, de

acuerdo con la expresion:
o, = j p(x)dx (13)
Ba

para una interfase plana, o:

oo

Jrzp(r)dr (14)

1
6, =—
4 (a+[3d)2 g
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para una interfase esférica de radio a, siendo r la coordenada radial con

origen en el centro de la particula.

Debido a la electroneutralidad:
6,=-0, -0, (15)

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

1. La distribuciéon volumica de carga que se extiende desde x = fq

se denomina capa difusa o parte difusa de la doble capa.

2. La region enfre x = 0y x = B4 se denomina a menudo capa de
Stern, parte interna de la doble capa o parte densa de la doble
capa.

3. El plano x = g es el plano interior de Helmholtz (PIH) y a x = fq se le
llama plano exterior de Helmholtz (PEH). ElI PEH identifica el

comienzo de la capa difusa.

La capa difusa puede describirse matemdaticamente de una manera
simple: la condicidén de equilibrio para los iones en esta capa puede

escribirse (125):
—ez,Vy —k,7VInn, =0, i=1,.., N (16)

donde el primer término corresponde a la fuerza electrostdtica sobre los
iones i (carga ez, concentracidn ni) y el segundo es la fuerza

termodindmica. La integraciéon de la Ec. 16 bajo la condicidon n, =n(eo)

para y = 0, da lugar a la distribuciéon de Boltzmann:

n,(F) = n! (o) expl- ez y (7)1 k,T] =1, N (17)
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donden! () es la concentracidon de los iones i lejos de la particula, ks es la
constante de Boltzmann, y T es la temperatura absoluta. Finalmente, la
ecuacion de Poisson nos dard la relacion entre el potencial y las

concentraciones iénicas:

VA(F) =~ ()= Zezinﬂoo)exp{—%ﬂ )

rs—0 rs

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

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

de Gouy-Chapman de la capa difusa.

Debe estar claro que no hay una solucidon general a esta ecuacion
en derivadas parciales, excepto en determinados casos, tales como (127,
128):

Una interfase plana, con potencial bajo. En este caso:
Y=y, (19)

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

espesor de la capa difusa. Su valor es:

b

K—l _ 8mSOkBT (20)

TN
PO
i=1

Para hacerse una idea de los valores fipicos de x!, es Util la siguiente
formula prdctica para un electrolito 1:1 (N=2,z1=1,z2=-1) en agua a 25
°C como disolvente: k' = 0.308 c'/2 nm, si ¢ es la concenfracion molar de

electrolito; n1 = n2 = 103 Nac para un electrolito 1:1.
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Una interfase plana, en un electrolito simétrico z-valente (z1 = -z2 = z)

par un potencial arbitrario ya:

1+ e “tanh 4
y(x) = 21n| LT € _tanh(y, 9) (21)
1—e “tanh(y,/4)
donde y es el potencial adimensional:
zey
= 22
y kT (22)

y puede darse una expresion similar para yad.

Una interfase esférica (radio a) a potenciales bajos (aproximacion
de Debye):

W) =, (L) (23)

mientras que deben aplicarse soluciones numéricas o expresiones
analiticas aproximadas en otros casos. Esto se ilustra en la Fig. 16, donde se
comparan las Ecs. 19 y 21 para la interfase plana; y en la Fig. 17, donde la
solucion aproximada (Ec. 21), se representa junto a resulfados numeéricos
(129).

Potencial (mV)

Fig. 16. Distribucion del potencial en una interfase plana, calculado mediante la férmula
aproximada de Debye-HlUckel [Ec. 19, (---)] y el cdlculo completo [Ec. 21, (-)],para los
valores de w4 indicados. Electrolitos monovalentes.
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Fig. 17. Potencial adimensional en torno a una particula esférica en funcion de la distancia
reducida a la superficie, para electrolitos monovalentes. DH: aproximacion de Debye-
HUckel; NUM: cdlculo totalmente numérico (127).

3.4.3. Fendmenos electrocinéticos. Potencial zeta.

Supongamos que se aplica un campo eléctrico paralelamente a la
interfase sélido/disolucion de la Fig. 15, y que la superficie sélida estd fija
en nuestro sistema de coordenadas. De lo expuesto anteriormente, debe
haber quedado claro que el liquido adyacente al sélido tiene una carga
eléctrica neta, opuesta a la de la superficie. Parte de los iones de este
liquido probablemente estardn unidos fuertemente a la superficie
mediante fuerzas atractivas de corto alcance y pueden considerarse
inmoviles (esto es una aproximacion; tales iones pueden ser moviles y, en
tal caso, no es raro que su movilidad tenga un valor préximo al del ndcleo
de la disolucion); lo mismo se admitird con respecto al liquido en esta
region. Sin embargo, los iones y el liquido externo podrdn ser desplazados
por el campo externo: de hecho la fuerza eléctrica actuard sobre los iones
(principalmente, contraiones) y arrastrard liguido en su movimiento. Se
producird un movimiento relativo entre el sdlido y el liquido: este es el

fundamento del fendmeno electrocinético.
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El potencial existente en el limite entre las fases movil e inmovil es
conocido como potencial electrocinético o potencial zeta ({). La
localizacién exacta (distancia B¢ en la Fig. 15) del también llamado plano
de cizalladura o plano de deslizamiento es un tema de investigacion y, de
hecho, incluso la existencia de este plano y del mismo potencial zeta son
estrictamente una abstracciéon (130), ya que se basan en la aceptacion
de que la viscosidad del medio liquido varia discontinuamente desde
infinito en la capa de Stern, a un valor finito en la atmdsfera difusa. Una
posible forma de salvar, al menos formalmente, esta incertidumbre es
suponer una variacion gradual de la viscosidad n desde la superficie hasta
el inicio de la parte difusa (128, 130), pero la verificacion experimental
cuantitativa de tal variacion no es accesible. Como todos los tratamientos
del fendmeno electrocinético se basan en la existencia del potencial zeta,
admitiremos el modelo de la variacion de la viscosidad como
razonablemente aceptable. Esto significa que las técnicas electrocinéticas
nos dardn informacion sobre el potencial zeta, donde quiera que este
localizado. Tratar de extraer mads informacion es peligroso y muy

dependiente del modelo de doble capa elegido (128).

Los avances recientes de la teoria de los fendbmenos electrocinéticos
(131-136) nos han permitido relacionar los efectos electrocinéticos
observados no sélo con el potencial zeta, sino también con oftros
paradmetros de la doble capa y con la existencia de una capa de Stern
con iones capaces de moverse bajo la accidn de campos externos. Este
numero creciente de pardmetros a determinar requiere para su estimacion
una investigacion experimental bien planificada y, a menudo,

experimentos utilizando diferentes técnicas electrocinéticas.

3.4.3.1. Electroforesis: teoria elemental.

Los diferentes fendmenos electrocinéticos pueden distinguirse
mediante las fases movil-inmaovil, la naturaleza del campo aplicado y la

magnitud que debe ser determinada experimentalmente. Comentaremos
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brevemente la técnica de la electroforesis, por ser la que hemos

empleado en nuestra investigacion.

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

es conductora y tiene una permitividad eléctrica mucho menor que la del
medio de dispersion. Por el momento, también aceptaremos que la
concentracion de electrolito es muy baja y que a es también muy
pequeno, por lo que se da la siguiente desigualdad entre el grosor de la

doble capa (Ec. 20) y el radio:
K'>>a o kxa<<] (24)

es decir, estamos en la aproximacion de la doble capa gruesa (o de
HUckel). Debido a que la atmdsfera de iones se extiende a lo largo de
estas grandes distancias, la densidad de carga en su interior serd muy
peqgquena vy, por lo tanto, el campo aplicado no provocard casi ningun
movimiento de liquido en torno a la particula. Como resultado, las Unicas

fuerzas que actuardn sobre ésta son las fuerzas de arrastre de Strokes (FS) y
la electrostatica (FE) Como la particula se mueve a velocidad constante

(velocidad electroforética, v, ), la fuerza neta debe ser nula:

F, =—6mnav
Fp = QE,.
Fi+F, =0 (25)

En estas ecuaciones, n es la viscosidad del medio de dispersion, y Q

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

- 0 =
= E 2
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Si recordamos que el potencial en la superficie (137), bajo la

condicion de la Ec. 24, es:

__ 1 @
Via)= 4me €, a (27)

la identificacion de V(a) con el potencial zeta ({), da lugar a:
\76 2 Srvso C -~ (28)

o la movilidad electroforetica (pe):

2 grveo C (29)

6

a la que se conoce como féormula de HUckel.

Consideremos la situacidn opuesta, para la que también existe una

solucién analitica, correspondiente a la doble capa delgada:
K'<<a o xa>>] (30)

En este caso, los iones de la doble capa apantallan la carga
superficial en una distancia corta, lo que significa que, como hemos
descrito antes, se pierde la electroneutralidad en esta regiéon. El campo
provocard, por lo tanto, movimientos del liquido cargado que afectardn al
propio movimiento de la particula: la solucidn en este caso es mds

complicada pero todavia posible.

Hasta el momento seguimos aceptando una partficula esférica con
un potfencial superficial constante ({); otra suposicion importante es que la
conductividad superficial de la doble capa eléctrica es lo suficientemente
pequena como para tener una influencia despreciable en la distribucion

del potencial inducido por el campo. El problema se resuelve mejor si se
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utiliza un sistema de referencia centrado en la esfera. Como en el
laboratorio, el liquido no se mueve lejos de la particula, la utilizaciéon de un
sistemma de coordenadas fijo a la parficula generard una velocidad del

liquido igual a —v,a grandes distancias.

La Fig. 18 es un esquema de la situacion descrita. Admitiendo la
situacion de doble capa, la velocidad tangencial del liquido a una
distancia r de la superficie de la particula [lo suficientemente grande
cuando se compara con el grosor de la doble capa, pero pequena
cuando se compara con el radio de la particula (a >>r - a >> k)], puede
estimarse si se conoce para una interfase plana, y ademas es mucho mds
sencillo que el problema general. De hecho, la distribucidn de la
velocidad tangencial del liquido con respecto a una interfase sélida plana
con un potencial igual a ¢, bajo la accién de un campo tangencial Et (123,
125, 131) es:

v,(x) = —%K —yWlE, (31)

donde x =r - a, y y(x) es la distribucion del potencial de la doble capa en
equilibrio. La Ec. 31 describe la distribucidbn x de la velocidad
electroosmodtica, y para distancias que exceden el grosor de la doble
capa, cuando wy(x) — 0, la velocidad se denomina velocidad

electroosmética (Vy):

_ €,& , =
Vo=, (32)

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

capa de nuestra particula esférica, podriamos escribir:

vs(6)=-= LE,(0) (33)
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donde v4(8) es la velocidad tangencial del liquido proximo a la superficie

de la particula, fuera de la doble capa plana y en una posicidn

caracterizada por el dngulo 6 con la direccién del campo, donde el

campo tangencial es E, ().

Teniendo en cuenta que el potencial dy(F) debido al campo

externo en torno a la esfera viene dado por (137, 138):

3

Sy(F)=—E_rcos— E‘”C; COS 00 (34)
r

el campo tangencial sera:

=3 E sin® (35)

2%
E (e):_l_\" r=a 2

r 00

Fig. 18. Esquema del flujo de liquido en torno a una particula esférica cargada
negativamente. Lejos de la interfase, el liquido se mueve con una velocidad constante

-9,
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Por otfro lado, fuera de la doble capa, la fuerza eléctrica neta sobre
el liquido es cero y, como no se aplica gradiente de presion, el flujo de

liquido debe tener una naturaleza potencial (139):

V(F)=-Vo(F) (36)

donde ¢ es el potencial de velocidad. Como se trata de un fluido

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

Laplace:

V=0 (37)

La velocidad normal del liquido (la componente radial de V¢) debe

ser cero en la superficie de la particula:

V.0

r

=0 (38)

r=a

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

potencial eléctrico:

V3oy =0

(39)
VVS\II r:a: 0

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

debe fener una dependencia de la posicion similar a la de éy (Ec. 34):

3
%vm-f (40)

=S
1]
|
|
8
=Y
|
N |—

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

que E“w era el campo externo uniforme). Utilizando las Ecs. 33, 35 y 40:
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_%% r:a:—%\/msine:\/s :—%Q[—%Emsine} (4])

por lo tanto, la velocidad del liquido lejos de la particula podrd ser:

_ €,.& , =
V, =—oNOCE (42)
n

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

electroosmosis.

Volviendo al laboratorio, la velocidad electroforética de la particula

serd v, =—-v_:

o *

v, =8’nﬁcém (43q)

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

electroforética:
€€,
M, == (430)
n

A partir de toda esta deduccién, estard claro que la Ec. 43b es
valida para cualquier geometria a condicion de que (140, 141):

1. La particula dispersa adquiera carga superficial, que se
compensa mediante un exceso de carga de signo opuesto en el
medio.

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

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

que el grosor de la doble capa.

90



3. Sintesis y estudio de un sistema transportador de farmaco.

4. La particula no sea conductora.

5. Los efectos de la conductancia superficial sean despreciables.

6. La constante dieléctrica y la viscosidad del medio sean
independientes de la posicidn (ver, sin embargo, las Refs. 141-
144).

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

equilibrio de la doble capa.

3.4.3.2. Electroforesis: tratamientos mds elaborados.

Henry (145) fue el primer autor que elimind la restriccion 3 anterior, y
resolvid el problema para esferas (fambién para cilindros infinitos) de
cualquier radio a, es decir, cualquier valor xa, aunque para pequenos
potenciales zeta, ya que se acepta que la Ec. 23 determina la distribucion
de potencial en la doble capa en equilibrio. Restringiéndonos al caso de

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

w =3 G () (44)
donde:
flxka)=1+ ('i‘;) -5 ('jf;) +o (45)

Una formula aproximada para f(ka) ha sido publicada por Ohshima
(138).

Una contribucidon crucial para entender y evaluar la movilidad
electroforética y, en general, la fisica del fendmeno electrocinético se
debid a Overbeek (141, 146); Booth (147-149) también elabord una teoria
que siguid lineas similares, para esferas en ambos casos. Estos autores,

fueron los primeros en considerar que durante la migraciéon electroforética
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la doble capa pierde su simetria original, y se polariza: la distribucion del
potencial fuera del equilibrio no es la simple adicién del creado por el
campo externo en tforno a la esfera no conductora y el de la doble capa
eléctrica en equilibrio (150). El problema matemdtico es mucho mas
complejo, y hasta la aparicion de los ordenadores sélo estaban disponibles
teorias aproximadas (bajo {, gran «ka; Refs.: 141, 146-149). Los primeros
tratamientos (numéricos) del problema, vdlidos para valores arbitrarios del
radio, el potencial zeta, o las concentraciones idnicas, fueron elaborados

por Wiersema y cols. (151) O'Brien y White (121).

Como no es relevante describir estos tratamientos, simplemente
mostraremos algunos resultados en la Fig. 19. La validez de la formula de
Smoluchowski para valores elevados ka y potenciales zeta de bajos a
moderados es claramente apreciable; también es evidente que el
tfratfamiento de Henry es vdlido para { bajo, independientemente del

grosor de la doble capa.

ue(ums'1/ch'1)

o L A ] A ] A ] A ] A ] A ] A
25 50 75 100 125 150 175 200

¢ (mV)

Fig.19. Movilidad electroforética vs. potencial zeta para particulas esféricas de radio a =
100 nm y para xa =1, 25y 100 en disoluciones de KCI. Linea discontinua (---): ecuacién de
Smoluchowski; lineas discontinuas-punteadas (- -): formula de Henry (145); lineas continuas

(-): teoria de O Brien y White (121).
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3.4.4. Metodologia experimental.

La determinacién de las movilidades electroforéticas de los distintos
tipos de particulas se llevd a cabo utilizando un dispositivo Malvern
ZLetasizer 2000 (Malvern Instruments, Reino Unido), basado en el andlisis de
la autocorrelacion de la luz Idser dispersada por las particulas en
movimiento. Este aparato permite determinar pe con errores del 5 % o
menores, y la temperatura es mantenida constante (hasta + 0.2 °C)

utilizando un mdédulo Pelfier.

Las suspensiones estudiadas tenian una concentracion de particulas
aproximada del 0.1 %. Antes de preparar la suspension se fijaba la
concenfraciéon de electrolito deseada y se ajustaba, en su caso, el pH con
HNOs o KOH. Debido a la laboriosidad del ajuste de ciertos pH, la
preparacion de las suspensiones se realizd cuando estos eran estables, ya
qgue las diferentes particulas habrian estado demasiado fiempo en
disolucion antes de medir, con el consiguiente riesgo (fendmenos de
oxidaciéon y de degradacion, principalmente) para la estabilidad de sus
propiedades eléctricas superficiales (104) . Las medidas se realizaron a 25
°C, 24 horas después (excepto en los estudios de estabilidad),
comprobando vy reagjustando, si procedia, previamente el pH. Los datos
presentados son el promedio de 9 determinaciones, cambiando la muestra

cada fres.

3.4.5. Resultados y discusion.

Debido a que las propiedades de los 6xidos son extremadamente
sensibles a las variaciones del pH, y esto no es predecible en el caso del
polimero debido a la naturaleza de los grupos responsables de su carga
(grupos de acido acrilico libres), primero centraremos nuestro estudio en el
efecto del pH sobre la movilidad electroforética (ue) y el potencial zeta ({)

de las particulas.
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La Figura 20 muestra ambos pardmetros en funcion del pH bajo una
fuerza iénica constante (KNOs 10-® M), para las particulas con una relacion
mondmero/nucleo magnético 4/3. La teoria de O'Brien y White (121) se
utilizé para convertir los valores de pe a {. Como puede observarse, las
particulas de hierro carbonilo presentan un punto isoeléctrico o pH de
potencial zeta zero bien definido en las proximidades del pH = 4.5.
Debemos realizar una breve reflexion sobre el origen de la carga
superficial de las particulas metdlicas y su dependencia con el pH. En un
exhaustivo estudio sobre los puntos isoeléctricos de diversos metales, Kallay
y cols. (152) demostraron las similitudes existentes entre los puntos
isoeléctricos de metales y los de sus correspondientes oxidos. Estas
similitudes se basan en que la carga superficial de la interfase
metal/soluciéon es originada por una delgada capa anfotérica de oxido
cuya formacidn no puede evitarse en ambientes oxidantes. En particular,
el punto isoeléctrico del hierro es similar al de la hematites (a-Fe203). Como
es bien sabido que este oxido tiene un potencial zeta cero, para un punto
isoeléctrico entre 7 y 8 (153), puede esperarse que las particulas de hierro
presenten una carga superficial positiva al pH de la sintesis de las

particulas compuestas (pH ~ 4).

Este comportamiento no se aprecia en las particulas de polimero, las
cuales presentan una carga superficial neta negativa en todo el intervalo
de pH estudiado. Sélo a pH inferiores a 3 los datos revelan la presencia del
pH de potencial zeta cero. Esto es debido al menor grado de disociacion
de los grupos acrilicos libres a este pH (154). Estas grandes diferencias
entre el comportamiento electrocinético de los nuUcleos y el polimero
convierten a la electroforesis en una herramienta muy Util para comprobar
cualitativamente la eficacia del recubrimiento. De hecho, la Fig. 20
muestra claramente que las particulas compuestas de cualquier
composicion presentan un comportamiento casi idéntico a las de polimero
puro. El recubrimiento polimérico oculta muy eficazmente el nudcleo
magnético, haciendo que la superficie de las particulas compuestas sea
indistinguible de la de las parficulas de polimero, hecho que se ha

observado en otros trabajos de nuestro grupo de investigacion (104).
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Para confirmar los resultados descritos, realizamos la determinacion
de la movilidad electroforética de nuestros fres tipos de particulas en
funcion de la concentracion de KNOs a pH = 5 constante, siguiendo la
misma metodologia. Los resultados de este andlisis se representan en la
Fig. 21, y de nuevo la similitud entre la electrocinética del polimero y de las
particulas compuestas, y las diferencias respecto al hierro carbonilo se
observan claramente, al igual que ha ocurrido en otros trabajos de nuestro

grupo de investigacion (104).

2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 20. Movilidad electroforética (a) y potencial zeta (b) del hierro carbonilo (m), del
polibutilcianoacrilato () y de las particulas compuestas [de diferentes proporciones de
peso inicial mondmero/hierro carbonilo: 4/3 (V), 4/2 (A) y 4/1 (o)] en funcién del pH, y en
presencia de KNO3 103 M.
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Figura 21. Movilidad electroforética (a) y potencial zeta (b) del hierro carbonilo (m), del
polibutilcianoacrilato () y de las particulas compuestas [de diferentes proporciones de
peso inicial mondmero/hierro carbonilo: 4/3 (V), 4/2 (A) y 4/1 (o]] en funcién de la
concentracion de KNO3z y a pH 5.
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3.5. EVALUACION DE LAS
PROPIEDADES TERMODINAMICAS
SUPERFICIALES.

3.5.1. Generalidades.

En este capitulo pretendemos describir la metodologia para la
identificacion y cuantificacion de las interacciones en la interfase
particula/medio acuoso, usando una teoria termodindmica de la tensidon
superficial o energia libre de los sdlidos. Con este fin usaremos un modelo
termodindmico que incluye las interacciones de van der Waals y dcido-base
entre las particulas, o entre ellas y el medio de dispersion. El modelo permite
caracterizar el sélido mediante tres componentes de su energia libre
superficial: ytW (Lifshitz-van der Waals, representativa de las interacciones no
polares o dispersivas de la interfase), x* (aceptor de electrones o dcido de
Lewis) y % (donante de electrones o base de Lewis). Estas dos Ultimas
conftribuciones (polares) contienen informacién sobre interacciones de corto
alcance, a las que se suele llamar fuerzas de solvatacion, estructurales o, en

caso de medio acuoso, fuerzas de hidratacion.

Se estimard asi la importancia de las contribuciones no electrostaticas al
balance total de la energia de interaccion entre las particulas de los sistemas
analizados. Para llevar a cabo esta estimacion, se utilizardn datos
experimentales de los dangulos de contacto formados por liquidos
seleccionados con nuestros tres fipos de sistemas (nucleo magnético,
recubrimiento polimérico y particula compuesta). Ademds, la caracterizacion
termodindmica superficial serd de utilidad en la confirmacion de la eficacia
del recubrimiento para las diferentes proporciones iniciales mondmero/hierro
carbonilo (4/3 a 4/1).
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3.5.2. Interacciones superficiales.

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

significativos. De enfre ellas vamos a considerar, como mas significativas, dos:

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

particulas.

e Ofras interacciones no dispersivas (fuerzas de solvatacion,
esfructurales y de hidratacién) denominadas en generdl,
interacciones no-DLVO: electron-donante/electron-aceptor, o
dcido-base de Lewis (AB). El modelo tedrico que nos permitird

analizarlas es el desarrollado por van Oss y cols. (155).

3.5.2.1. Interacciones dispersivas.

Van der Waals fue el primer autor que sugirid que en los liquidos y gases
no ideales, existe entre dtomos y moléculas una interaccion de naturaleza
diferente de la electrostdtica, a la que posteriormente se denomind
interaccion de van der Waals. Mds adelante, numerosos investigadores
analizaron la naturaleza de esta forma de interacciéon: Keesom (156), Debye

(157) y London (158). Segun estos autores, cuando dos dtomos o moléculas se
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encuentran en el vacio, se pueden considerar tres contribuciones diferentes a

la interaccidon de van der Waals:

a)

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

potencia del momento dipolar (u):

4
: 6 (46)
kTl

Keesom —

siendo ks la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y

| la distancia interatémica (159).

Interacciones enfre dipolos permanentes y dipolos inducidos en ofros
adtomos o moléculas (fuerzas de induccion de Debye). La energia de
Debye es proporcional a la polarizabilidad () y al cuadrado del

momento dipolar (u):

2

Ve = ——n (47)

Debye l 6

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

energia caracteristica (hv) y al cuadrado de la polarizabilidad (a):

2
3o hv (48)

London == 4 l6

Como vemos, el conjunto de estas fuerzas dispersivas entre dtomos o

peguenas moléculas disminuye muy rdpidamente con la distancia entre

particulas (), dada su dependencia con 6 en el vacio.

99



3. Sintesis y estudio de un sistema transportador de farmaco.

Las interacciones de London son universales y aparecen entre
cualqguier par de dtomos o moléculas en fase condensada, siendo en este
caso su contribucidon muy superior (160) a las de Keesom y Debye, que
requieren que haya dipolos permanentes (161, 162). En efecto, Chaudhury
(163) demostré que, macroscopicamente, las interacciones en fase
condensada son principalmente de dispersion (London-van der Waals),
siendo la contribucion neta de las ofras dos formas del orden del 2-3 % del
total de la energia de interaccion dispersiva. En todo caso, se ha
demostrado, usando el planteamiento de Lifshitz (164), que para sistemas
macroscopicos, las interacciones van der Waals-Keesom y van der Waals-
Debye se pueden tratar de igual forma que las interacciones van der
Waals-London (162). Por eso, todas ellas se pueden agrupar dentfro del
conjunto de interacciones electrodindmicas, denominadas genéricamente

interacciones Lifshitz-van der Waals (LW).

Debe recordarse que aunque las interacciones dispersivas son
débiles en comparacion con las electrostaticas responsables del alcance
ibnico o del covalente, se ha podido comprobar que afectan de forma
considerable a un variado conjunto de fendmenos relacionados con los
sistemas de particulas coloidales, tales como adhesidn, adsorcion,
agregaciéon de particulas en suspension o estructura de macromoléculas
condensadas, como polimeros o proteinas (165). Resumiendo, las
caracteristicas esenciales de estas interacciones son:

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

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

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

sistemas fisicos se ve afectada por la presencia de otros cercanos.

Matemdticamente, es posible obtener mediante un término global, la
contribucidn a la tensidon superficial de todas las interacciones de tipo
dispersivo. Se realiza mediante la teoria de Lifshitz de la atraccion entre

sistemas macroscopicos (166, 167) y se denomina componente LW o Lifshitz-
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van der Waals (%) a la componente de la tension superficial o energia libre

superficial asociada a estas interacciones.

3.5.2.2. Interacciones no-DLVO.

Hay una serie de fendmenos, relacionados con la estabilidad coloidal,
gue no se pueden explicar sélo mediante la interaccién electrostdtica entre
dobles capas eléctricas y las fuerzas de van der Waals. Asi, por ejemplo, el
hinchamiento espontdneo de arcillas secas cuando estdn en contacto con
agua (168). Tampoco se explica por qué las dispersiones de silice no coagulan
en el punto isoeléctrico en el seno de disoluciones salinas concentradas (169).
En nuestro grupo de investigacion se han encontrado comportamientos
similares en suspensiones ZnS (170) o de Iatex de etilcelulosa (171), y en general
aparecen en la bibliografia numerosas observaciones de esta naturaleza en los

Ultimos anos (172, 173).

Por eso, ha sido necesario infroducir las denominadas fuerzas no-DLVO
(cuyo alcance es del orden de pocos nanometros), entre las que se incluyen la
repulsion “hidréfila”, la atraccion “hidréofoba”, los enlaces de hidrogeno, los
enlaces 7, o la presidn osmotica en suspensiones muy concentradas de
polimeros. De todo este conjunto de fuerzas, las mds conocidas son las que
tienen su origen en la solvatacion de las superficies (por lo que se denominan
“estructurales”), pudiendo ser atractivas (efecto “hidréfobo™), repulsivas
(efecto "hidréfilo”) e incluso oscilatorias. Son interacciones de tipo polar y
pueden llegar incluso a alcanzar un valor dos érdenes de magnitud superior a
las interacciones EL y LW. Anadlizaremos a continuacion los aspectos fisicos

fundamentales de estas fuerzas no-DLVO.

A diferencia de las teorias sobre las fuerzas de van der Waals y de
interaccion entre dobles capas, que son teorias del continuo basadas en las
propiedades macroscopicas del medio liquido (por ejemplo, su constante
dieléctrica, densidad o indice de refraccion), las fuerzas no-DLVO actuan a

pequenas distancias de la interfase, y los valores de estas magnitudes son
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diferentes de los que adquieren en el seno del liguido. Por tanto, el potencial
de interaccion entre moléculas situadas a esas distancias, puede ser muy
distinto del esperado en teorias del continuo [asi, la densidad en el caso de los
liguidos contenidos entre dos paredes muy proximas entre si es oscilatoria, con

una periodicidad del orden de magnitud del tamano molecular (165)].

Si consideramos un modelo liquido formado por moléculas esféricas, su
solvatacion (o estructuracion) en torno a una molécula de soluto o incluso del
propio disolvente vendrd determinada, principalmente, por la geometria de
las moléculas y su capacidad de empaguetamiento. Cuando las interfases
presentes son liquido-liquido o sdlido-liquido, se presentan claras oscilaciones
de densidad, pero en el caso de una interfase liquido-vapor, tales oscilaciones

no existen, como ha demostrado Israelachvili (165).

Si se trata de dos interfases separadas una distancia determinada, el
efecto es aun mds notable. Sélo con consideraciones geométricas, sin tener en
cuenta interacciones afractivas entre las moléculas de disolvente vy las
paredes, las moléculas se ven forzadas a acomodarse entre las dos superficies,
siguiendo un cierto ordenamiento, que origina la fuerza oscilatoria de
solvatacion. Este comportamiento ha sido estudiado en los trabajos del grupo
de Israelachvili (174-176).

La situacion es mucho mds compleja en los sistemas fisicos reales, pues
las moléculas de liquido no son esféricas; interaccionan mediante potenciales
anisétropos y, ademdas, las interfases no son estrictamente lisas (desde un punto
de vista atémico). En el caso de existir interaccion atractiva entre la superficie
y las moléculas de liguido adyacentes, el empaguetamiento molecular
descrito serd mds denso, y la fuerza resultante entre las fases sélidas, aunque
oscilatoria, tiene una componente repulsiva de largo alcance. Si, por el
conftrario, la interaccidon superficie-liuido es mds débil que la interaccion
liguido-liquido, la fuerza de solvatacion oscilatoria tiene una componente

mondtona atractiva.
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La capacidad del agua para formar enlaces de hidrogeno, parece
estar relacionada con las repulsiones hidréfilas y atracciones hidréfobas. En el
primer caso, la intensidad de la repulsion vendria dada por la energia
necesaria para romper los enlaces entfre las moléculas de agua vy la superficie
solida. De igual forma, si la superficie es hidréfoba, el enlace de hidrégeno
entre la misma y las moléculas de agua serd muy débil o inexistente. La
orientacion de las moléculas en las proximidades de tal superficie es
desfavorable desde el punto de vista entropico. Las moléculas de aguag,
prefieren entonces enlazarse entre si y “salir” de la regidén donde se da esta
restriccion, produciéndose asi una reducciéon de la energia libre superficial del

sistema y una atraccion neta entre las superficies solidas.

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

dcido-base (p8).

3.5.2.3. Contribuciones a la energia libre superficial. Teoria de van Oss,Good
y cols.

a) Tension superficial.

Para poder predecir el valor que adquieren las intferacciones ya
descritas en este capitulo [Lifshitz-van der Waals (LW) y dacido-base (AB)] es
necesario hacer previomente una caracterizacion termodindmica de la
superficie. Para ello, consideraremos el proceso reversible de acercar dos
sistemas fisicos en el vacio, formados por un sdlido o liquido, 1, hasta formar
una fase continua (entran en contacto superficies iguales unitarias) (177). Se
denomina energia libre de cohesion (AGc,1) a la variacion de energia libre que
tiene lugar en el proceso, y frabajo de cohesion al opuesto de esta magnitud;
a parfir de ella podremos definir la tensién superficial (o energia libre

superficial) del material 1 (y) de la forma:

AGC,I = _WC,l =2, (49)
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indicando el factor 2 que al unir las dos superficies de los sistemas fisicos

desaparecen dos interfases.

Si se considera un proceso también reversible, igual al anterior, pero con
dos sistemas fisicos de materiales diferentes, 1y 2, se habla de adhesién, siendo
AGa 12 la energia libre de adhesion y Wa 12 el frabajo de adhesion. En este caso,
se destruyen las interfases 1-vacio y 2-vacio, pero se crea la 1-2. Se define

entonces la tension interfacial (y2) mediante:

AGA,lz = _WA,12 =Y —Nh T2 (50)

conocida como ecuacion de Dupré (178).

Cuando se unen dos sistemas fisicos como los descritos, de
materiales diferentes 1 y 3, en un medio liquido 2; desaparecen las
interfases 1-2 y 3-2, y se crea la interfase 1-3, con lo que la ecuaciéon de

Dupré queda de la forma:

AGm =Y = Y2 — Va3 (51)

Esa variacion de energia libre serd una medida de la energia de
interaccién entre los sistemas 1 y 3 en el medio 2. Si 1 y 3 son el mismo

material, 1, en el medio 2:

AG,, =2y, (52)

Este es el caso de interaccidon entre particulas idénticas en

suspensidon en un medio liquido.

La energia libre interfacial estd relacionada con las fuerzas de
interaccion que las superficies de las fases 1 y 2 se ejercen enfre si

(cohesiobn) o con la ofra fase (adhesidon). La caracterizacion
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termodindmica superficial de nuestros sistemas fisicos, nos permitird
determinar los valores de energia libre superficial e interfacial y, a partir de
ellos, evaluar la naturaleza y alcance de las interacciones de origen no

electrostdtico en la interfase.

b) Modelo de van Oss, Good y Chaudhury.

Las investigaciones mas recientes acerca de la tensién superficial y
sus componentes, han sido realizadas por van Oss (179, 180), van Oss y
Good (181), van Oss y cols. (155, 182-185). La ecuacidn que constituye la
base para el desarrollo de su modelo es la que expresa la tensidon
superficial total de cualquier fase, como suma de dos confribuciones o
componentes, que son las asociadas a interacciones Lifshitz-van der Waals
(LW) y dcido-base (AB):

="+ (53)

El siguiente paso es postular una regla de combinacién para
calcular la contribucién del cardcter dcido y bdsico a las energias libres
de adhesion a través de la interfase o a la energia interna de cohesion de

una fase.

La Ec. 53 se puede hacer extensiva a la energia libre de la interfase
1/2:

Yo=Y Y (54)

A confinuacion, se expresard matemdticamente cada uno de los
dos sumandos de la tension superficial de la Ec. 54. Utilizando la regla de

Good-Girifalco (159, 186), el primer término y2t% queda de la forma:

AR N e G P e (55)
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La obtencion del segundo sumando (y2#8) no puede hacerse
mediante la regla anterior, pues como ya indicdé Fowkes (180) no es
aplicable a las interacciones AB, que son esencialmente asimétricas. Se
postula entonces (y esta es la contribucién esencial de estos autores) la
siguiente regla de combinacion para la componente AB de la tension

interfacial:

v =2l viwr s - = =2 - W =) e
donde x* y y representan, respectivamente, la contribucién electron-

aceptor (Gcido de Lewis) y electron-donante (base de Lewis) a la tensidon

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

=200 (57)
Sustituyendo la Ec. 57 en la Ec. 53:
Y= 2N (58)

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

consideracion la Ec. 58, se obtiene:

Yo =1 +1 - 240 ) - 2ylniv) - 2 n ) (59)
gue expresa la tensiéon interfacial entre las fases 1y 2.

Es usual hacer una clasificacion de las sustancias en funcién de los
valores que adquieren las componentes dcido y base de Lewis: bipolares,
si las moléculas se comportan como dcidos y bases de Lewis
simultdneamente; monopolares, cuando una de esas dos componentes
(Gcido o base) es despreciable o nula frente a la otfra; y apolares si se

anulan ambas componentes.
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Como se puede observar, si una sustancia es monopolar, no existe el
termino A8, y la tensidon superficial tofal () es entonces igual al término LW.
No obstante, tales sustancias pueden interaccionar fuertemente con
materiales bipolares y materiales monopolares de polaridad opuesta, a

pesar de la aparente naturaleza apolar de su tensidon superficial.

Ambas interacciones LW y AB entre dos cuerpos idénticos o entre
dos diferentes en el vacio, son siempre atractivas. No obstante, cuando
estdn inmersos en un liquido, puede surgir una interaccién repulsiva. Con
respecto a la interacciéon LW, solamente aquella que tiene lugar entre dos
materiales diferentes 1 y 3, inmersos en un liquido 2, puede ser repulsiva
(160, 187-189), siempre que la componente apolar del liquido (y2t%),

cumpla: itV <ylW < ystW (184, 190).

En cuanto a la componente AB, la interacciéon neta entre dos
cuerpos polares en un medio liguido puede ser repulsiva, siempre y
cuando los dos cuerpos sean del mismo material (180) y se verifique que
los valores de y* y y del liquido estén comprendidos entre los valores de y*

y v del material polar.

El punto importante que queremos resaltar por su significacion en la
determinacién de la energia total de interaccion entre dos particulas
coloidales, es que el conocimiento de ywW y v~ para las fases implicadas
permite calcular dicha energia. En efecto, la energia libre de interaccion
(por unidad de superficie) entre dos particulas de material 1 inmersas en la

fase 2 sera:

8Gs =21, =2V — o | = alyvr + 4w =\ -] (60)

Notese que un valor positivo de AGi2; implicaria una repulsion neta

entre las superficies (presion de hidratacion o interaccién hidrofila).
Teniendo en cuenta que AG/;| es siempre negativo, el cardcter atractivo o

repulsivo de la interaccién, representado por el valor de 4Gi21, dependerd
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de la contribucién acido-base AG/s: . En medio acuoso, la componente AB

de la energia de cohesion del agua, debido a sus enlaces por puentes de
hidrogeno es 102 mJ/m2, valor lo suficientfemente elevado como para
imponer un efecto atractivo neto entre superficies de particulas apolares o

débilmente polares (efecto hidrofobo).

En otras ocasiones, como sucede en especial con las superficies
monopolares (184) (y= %, 8 = 0, usualmente » =0y y # 0), el elevado
valor del cardcter bdsico de estas superficies las hace muy hidréfilas,

existiendo fuertes interacciones repulsivas (presion de hidratacion), por la

presencia del factor (y-p*)!/2, y por tanto se verifica que ‘AGQ‘?‘ >‘AG1L;1V‘ :

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

termodindmica responsable de la misma.

3.5.3. Metodologia experimental.

La tension superficial de un liquido vy la tensiéon interfacial entre dos
liquidos son dos magnitudes a las que se puede tener acceso experimental
de forma directa. Sin embargo, en el caso de los sdlidos, es necesario
recurrir a medidas de otras magnitudes para poder obtener a partir de
ellas los valores de las tensiones superficiales. Junto con la técnica de
penetracion de liquidos en capa fing, la técnica de medida de angulos de
contacto es la mds importante y habitual. Ambas han sido descritas con
detalle en ftrabajos anteriores (170, 191, 192). Sin embargo, nos

centraremos en una breve descripcidon de la técnica de medida de
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dngulos de contacto, ya que es la que hemos utilizado en nuestra

investigacion.

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

plana, homogénea y rigida a escala macroscoépica.

La definiciéon termodindmica del dngulo de contacto viene dada
por la ecuacidn de Young. Para una superficie soélida, de las
caracteristicas mencionadas, sobre la que se deposita una gota de liquido
puro, el dngulo de contacto de equilibrio es una magnitud Unica (193) que

cumple la ecuacién de Young:

Ysv —Yso =Y, COSO (61)
donde pv, %Ly u son, respectivamente, las tensiones interfaciales sélido-

vapor y soélido-liquido vy la tension superficial del liquido. La Ec. 61 se puede

escribir de la forma:

Ys =Yg + 7Y, CO80+T, (62)

donde % es la tension superficial del sélido y 7z es la presion superficial (film

pressure), definida por:

T, =Y —Yov (63)

esto es, la presion bidimensional que ejerce el vapor adsorbido sobre la
superficie solida. En el caso de que x sea superior a x, esta adsorcion

provoca una disminucion de la fensidon superficial del sélido, hasta
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alcanzar, en caso de saturaciéon, el valor de la tensidon superficial del
liquido (194, 195).

Bajo estas condiciones limite, 7= = % - x (196). En el caso confrario,
que corresponde generalmente a soélidos de poca energia superficial,
como los utilizados en este trabajo, & es despreciable y la ecuacion de

Young se puede escribir:

Ys =’YSL+YLCOSG (64)

Un factor importante a considerar, en las medidas de dngulo de
contacto, es el fendbmeno de histéresis. Cuando una gota de liquido se
deposita sobre la superficie de un sdlido, se puede producir (dependiendo
del método utilizado) un avance (la gota se deposita sobre una superficie
seca) o una regresion (una vez depositada la gota, se retrae,
desplazandose sobre zonas ya mojadas) de la gota, siendo los respectivos
dngulos de confacto & (avance) y 6 (retroceso). Se verifica que & es
siempre inferior a 6,. Este fendmeno puede dificultar la estimacion del
verdadero adngulo de contacto, pues existe una gran dependencia entre
la amplitud de la histéresis y el volumen de la gota utilizado. Este efecto se
puede minimizar disminuyendo el volumen de la gota de liquido. Nuestras

medidas experimentales se han realizado sobre el dngulo de avance.

Good (197), justifica el fendmeno de la histéresis como una
consecuencia de las heterogeneidades de la superficie (los dngulos de
avance supondrian una interaccioéon preferente del liquido con las zonas de
menor energia superficial y viceversa). No obstante, un trabajo mds
reciente (198) explica los valores de los dngulos de retroceso como
consecuencia de la disminucion de la energia superficial del sdlido,
causada por la presidon superficial asociada a la adsorcidon del vapor del

liquido utilizado.
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Una vez medidos los dngulos de contacto, es posible determinar las
componentes de la energia superficial del sélido. Sustituyendo en la Ec. 64

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

2UVEYEY 270y, +24YsY; = v, (1+cos8) (65)

Midiendo los dngulos de contacto formados por tres liquidos
diferentes, de los que se conocen las componentes de su tensidon
superficial, se puede establecer un sistema de fres ecuaciones como la Ec.
65, a partir del cual se calculardn los valores de las componentes del

solido. Por lo general, se suelen utilizar dos liquidos polares y uno apolar.

El andlisis termodindmico superficial se ha efectuado en los tres tipos
de particulas sintetizadas: nucleo magnético  (hierro  carbonilo),
recubrimiento polimérico (polibutilcianoacrilato) y particulas compuestas.
Los liguidos empleados son: agua doblemente destilada y desionizada de
calidad Milli-Q (Milli-Q Academic, Millipore, Francia), formamida (Carlo
Erba, Italia) y diiodometano (Merck, Alemania). En la aplicacién del modelo
de van Oss, se utilizaron los datos bibliogrdficos recogidos en la Tabla 4, donde
se especifican los valores de las componentes de la tensidon superficial de los

liguidos de prueba utilizados (181).

Tabla 4. Componentes de la tension superficial de los liquidos utilizados en el
experimento de medida del dngulo de contacto en mJ/m2y a 20 °C (181).

Liquido "W ' Y Y
Agua 21.8 25.5 25.5 72.8
Formamida 39.0 2.28 39.6 58.0
Diiodometano 50.8 0.0 0.0 50.8

La medida de los adngulos de contacto se ha realizado mediante un
telegoniometro Ramé-Hart 100-0.7-00 (USA), que permite observar las gotas de

liguido depositadas sobre un sélido. Este aparato dispone de un conjunto de
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tornillos micrométricos que permiten los desplazamientos verticales vy
horizontales del sustrato, asi como de un limbo graduado para la medida del
dngulo con una precision de + 1°. El uso de una microjeringa Gilson permite

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

La superficie del sdlido a estudiar se obtuvo por compresidon del material
seco en una prensa hidraulica Spepac a una presion fijada de 148 MPa

durante 5 minutos. Los comprimidos obtenidos presentaron un radio de 1.3 cm.

3.5.4. Resultados y discusion.

3.5.4.1. Componentes de la energia libre superficial.

+

Los componentes de la energia libre superficial (v5" ., vs . ¥s) de los

tres fipos de particulas constituyen un grupo de magnitudes fisicas que
pueden también ser analizadas para discernir la eficiencia del

recubrimiento con PBCA. Los resultados se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5. Angulos de contacto (grados) de los liquidos utilizados en las determinaciones en
comprimido con hierro carbonilo, polibutilcianoacrilato (PBCA), y particulas compuestas
obtenidas con diferentes proporciones de peso inicial mondmero/hierro carbonilo.

Solido Agua Diiodometano | Formamida
Hierro carbonilo 27.1+1.7 17.2+0.7 21.5+1.9

PBCA 73.1£1.8 43.6 +2.3 56.9+2.4
PBCA/Fe0 (4/1) 83+3 46 £ 3 58+ 4
PBCA/Fe® (4/2) 84+3 47.9+2.9 57+3
PBCA/Fe® (4/3) 80.3+2.2 442+ 1.8 58.0+2.3

Estos datos de dngulo de contacto ya denotan que existen
diferencias significativas enfre los tres tipos de partficulas. Pero es la
evaluacion de las componentes vys, recogidos en la Tabla 6, la que
proporciona una informacion fisica verez sobre las propiedades

termodindmicas de los tres tipos de superficies.
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Tabla 6. Componentes de la energia libre superficial del hierro carbonilo, del PBCA y de
las particulas compuestas obtenidas con diferentes proporciones de peso inicial

monomero/hierrro carbonilo. 7/§‘w es la componente Lifshitz-van der Waals; 7; (yg) esla
componente electrén-aceptor (electrén-donante). Todos los valores estdn expresados en

mJ/m2.
sélido 7s" 7§ 75
Hierro 48.5+0.2 0.12 + 0.02 468+0.7
carbonilo

PBCA 37.7+1.2 0.04 + 0.02 11.7+0.6
PBCA/Fe® (4/1) | 36.6+1.5 0.29 +0.14 40+05
PBCA/Fe® (4/2) | 35.4+1.6 0.64 + 0.09 27+0.56
PBCA/Fe® (4/3) | 37.4+1.0 0.17 + 0.04 55+0.7

Esta Tabla confirma en gran medida nuestras estimaciones basadas
en las propiedades electroforéticas: en concreto, para cualquiera de las
componentes consideradas, los valores obtenidos para las particulas

compuestas son similares a los del polimero; excepto en el caso de la
componente aceptor de electrones, yJS', la cual manifiesta valores

pequenos en los fres casos. Asi, aunque la componente de Lifshitz-Van der
Waals es la menos afectada (como usualmente es el caso; Ref. 199), su

valor para las particulas mixtas es casi el mismo que para el polimero de
cianoacrilato. La contribuccién electron-donante, y,, muestra un valor

elevado para el hierro carbonilo, a diferencia de los ofros dos fipos de
materiales (como en muchos otros 6xidos inorgdnicos, p.e. hematita, yttria
y magnetita, ver Refs. 104, 199; recordemos la existencia de una delgada
capa superficial en el hierro carbonilo, ya comentada), el cudl es
esencialmente un material monopolar electrén-donante, en el sentido

dado al término por van Oss: puede tener interacciones dcido-base con

fases de cualquier polaridad (", , ambas diferentes de cero) pero las

fuerzas AB no contribuyen a su energia libre de cohesidon. Esto es, en
esencia, similar a lo que ofros autores han obtenido para diferentes
compuestos inorgdnicos (170, 192, 200, 201). Es bastante general el

comportamiento monopolar en los materiales inorgdnicos, aungque Jancruk
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y cols. (195, 196, 202) han encontrado un cardcter bipolar en calconita y

galena.

Por lo tanto, como en el caso de las propiedades electrocinéticas,
este andlisis termodindmico sugiere que el recubrimiento ha sido total,

puesto que los componentes de y, para las particulas mixtas coinciden

casi exactamente con los correspondientes al PBCA, independientemente
de los pesos relativos iniciales del mondmero y del hierro carbonilo

utilizados en la sintesis.

3.5.4.2. Andlisis de la naturaleza hidrofila/hidrofoba.

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

superficial tanto del sélido en suspensién como del liquido.
Consideramos aqui la importancia de los términos LW y AB de la

energia de interacciéon entre las particulas descritas en este frabajo (fase

1) en medio acuoso (fase 2):

AG,, = AG1L2v1v + AGS? (66)
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Haciendo uso de la Ec. 60, pueden obtenerse valores de AGh) vy
AGHE, que se muestran en la Tabla 7. En la misma, se puede apreciar que

para el hierro carbonilo, el intercambio energético debido a Ila
componente LW es bastante menor que el asociado a la componente AB,
siendo ademds negativo. Por tanto, la ariacién de la energia libre de

interaccién total es debida, principalmente, a la componente AB (199).

Tabla 7. Energia libre de interaccién entre las particulas y sus componentes ABy LW en
medio acuoso.

sélido AGpY (md/m2) AGHE(mJ/m?2) AG,,, (mJ/m?2)
Hierro
Carbonilo -10.5+0.3 34+2 23+ 1
PBCA -4.3+0.5 -32+2 -36+2
PBCA/Fe0
-3.8+£0.8 -55+5 -59+5
(4/1)
PBCA/Fe? (4/2) -3.3+x0.4 -58+5 -61£5
PBCA/Fe? (4/2) -42+0.3 -50+ 4 -54+4

El hecho de que sea positiva la contribucidon AB, en el caso del
hierro carbonilo, indica que su naturaleza fuertemente monopolar provoca
una significativa repulsion entre las particulas. La interaccion LW debida a
la contribucidn apolar, siempre atractiva en estos casos, es mucho menos

intensa, provocando por ello un valor neto positivo paraag,,. Por el

contrario, tanto las particulas compuestas como el polimero tienen valores

negativos de AG,,, (atraccion hidrofoba), que se anaden a la atraccion de

van der Waals.

Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se
manifiestan en las caracteristicas hidrofobas/hidrofilas de los diferentes
materiales. De acuerdo con van Oss y cols. (180), puede utilizarse el
siguiente criterio para determinar cuadndo un material puede considerarse

hidréfilo o hidréfobo.

115



3. Sintesis y estudio de un sistema transportador de farmaco.

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

la atraccidén entre si de las particulas, y se consideran hidrofébicas. La

10T

hidrofilia corresponderd a valores positivos de AGg,s . La Figura 22 muestra

los resultados para las tres clases de materiales. Como puede apreciarse,
la naturaleza hidréfila del hierro carbonilo se pierde, al ser recubierta por el

polimero hidréfobo, una clara indicacidon de que dicho recubrimiento ha

sido efectivo (94, 104).
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Figura 22. Valores de AGsis y balance hidréfilo/hidréfobo de los tres tipos de particulas:
hierro carbonilo, polibutilcianoacrilato y particulas compuestas (de diferentes
proporciones de peso inicial mondmero/hierro carbonilo 4/3, 4/2 y 4/1).
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3.6. MECANISMO DE FORMACIéN
DEL RECUBRIMIENTO POLIMERICO EN
LAS PARTICULAS COMPUESTAS.

Disponiendo de toda la informacidon descrita acerca de las
caracteristicas superficiales de los materiales estudiados, pueden darse
algunos argumentos concernientes a los mecanismos mediante los que la
capa de polimero se forma en la superficie del hierro carbonilo. En primer
lugar, podemos hablar de una interacciéon electrostatica netamente
atractiva entre las particulas cargadas positivamente de hierro carbonilo
(Figura 20; obsérvese que la reaccion tiene lugar en condiciones dacidas, y
estas corresponden a una carga superficial positiva) y los carbaniones
cargados negativamente (generados por el atague nucleofilico de los
aniones OH- al mondmero). Esta atraccién puede tender a concentrar a
estos Ultimos en las inmediaciones de la superficie del hierro carbonilo.
Ademads, pueden darse argumentos fermodindmicos: mediante los datos
de la Tabla 6, puede calcularse como sigue la energia libre de interacciéon
enfre el nUcleo magnético (M) y el polimero (P) en medio acuoso (A),

AGwmap, Utilizando la ecuaciéon de Dupré (180):

AGyup =Yup —Yaa —Vra (67)

donde las energias libres interfaciales pueden obtenerse mediante la Ec.
(55) para cada par de interfases implicadas. El resultado del cdlculo es —
4.8 + 0.7 mJ/m?2. Esto significa que las inferacciones de van der Waals y las
dcido-base entre el hierro carbonilo y el polimero son netamente
atractivas. En otras palabras, es termodindmicamente favorable para el
polimero permanecer en contacto con el hierro carbonilo antes que como

entidad aislada en el agua (104).
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4. Capacidad de transporte y liberacion controlada de antineoplasicos.

4.1. INTRODUCCION.

Para que un farmaco antineopldsico actie es condicidon indispensable
gue acceda en concentracion suficiente a todas las células sensibles a él. Si
bien es cierto que estos farmacos pueden actuar mejor que otros métodos
terapéuticos en defterminadas situaciones (grupos de células no visibles por su
tamano, metdstasis multiples e infiltrados en lugares poco accesibles al bisturi o
a las radiaciones), en ofras pueden no hacerlo porque sus caracteristicas
farmacocinéticas se lo impiden, por desarrollarse resistencias celulares o
porque la concentracion eficaz seria tal que implicaria una grave toxicidad
(20). La utilizacion de nanoparticulas de polialquilcianoacrilato como vehiculos
de anticancerigenos ha recibido una especial atencidn en los Ultimos anos. Los
resultados mds espectaculares en quimioterapia antineopldsica experimental
se han logrado cuando el fransportador es administrado dentro del
compartimento donde las células cancerigenas estdn localizadas (203).
Parece ser que el incremento de la accidon de los citostaticos asociados a
estas nanosferas se debe a un aumento de su captacion por las células

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

En concreto, el uso de polialquilcianoacrilatos genera resultados
terapéuticamente significativos en el tratamiento de cdnceres de fipo
resistente y no resistente, de un amplio rango de lineas celulares, ya que se
alcanzan concentraciones adecuadas de principio activo en el tejido
tumoral. Se ha sugerido que el citado incremento de la actividad
terapéutica se debe a:i) la potenciacion de la toxicidad de la droga; ii) la
toxicidad inducida por la alta concentracidon de productos de
degradacidon poliméricos que se genera en la membrana celular, la cudl
induce la inhibicién del crecimiento celular o la muerte celular; vy iii) la
revesion de los fendmenos de multirresistencia a fadrmacos, debida a la
adsorcion de nanopartficulas cargadas en la superficie celular y a la
formacién, cuando tiene lugar la degradaciéon polimérica, de pares

ionicos fdarmaco-poli(acido cianoacrilico), capaces de afravesar la
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membrana celular sin ser reconocidos por la glicoproteina-P (53, 103, 206,
207); la interaccion entre el principio activo y los productos de
degradacion poliméricos también aumenta el paso del fdrmaco a fravés
de la barrera hematoencefdlica (208). Ademds, las nanoparticulas
alcanzan el érgano diana de una manera relativamente sencilla, tras su
inyeccioén intratumoral o intraarterial en las arterias que nutren al fumor, ya
gue las nanoesferas son capaces de sufrir un proceso de extravasacion a
través de la barrera endotelial, debido al incremento en la permeabilidad
de estos vasos sanguineos en la zona tumoral (207, 208). La accidn
antitumoral se incrementa aiun mads si el farmaco antineopldsico se
encuentra localizado no sélo en la superficie de las particulas, sino
también en la red polimérica. Ademds, esta familia de polimeros ha
demostrado una mayor eficacia que ofros polimeros como el alginato, la
poli(lactida) y la poli(lactida-co-glicolida) (53). Sin embargo, es discutida su
eficacia in vivo. De hecho, cuando se administran por via infravenosa son
captadas por el higado unos minutos después debido al proceso de

opsonizacion (209).

La utilizacidn de un sistema de liberacion modificada constituido por un
nucleo magnético (hierro carbonilo) y un recubrimiento polimérico
biodegradable (polibutiicianoacrilato) podria  permitir el  transporte
magnéticamente controlado de farmacos anticancerigenos de diversa
naturaleza (como el 5-fluorouracilo o su profdrmaco el ftorafur) hasta el érgano
diana de interés. De esta manera, a los principales beneficios derivados del
uso de estos sistemas ya comentados (15, 210), se sumarian los derivados de la
mejora de los problemas de estabilidad (cardiotoxicidad de los productos de
degradaciéon generados en el medio bdsico de los viales inyectables; Ref. 211)
y de la concentracion del 5-fluorouracilo y el ftorafur en el lugar diana (mejora
del perfil farmacocinético: rdpida metabolizacién, vida media muy corta; Ref.
90). También se solucionaria la posible aparicion de resistencias, al localizarse
el antineopldsico en elevada concentracion en las inmediaciones de la célula
cancerosa y facilitarse su accién por el efecto sinérgico de los productos de

degradacioén poliméricos.
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En el presente capitulo realizaremos, en primer lugar, un estudio de la
absorbancia optica de las disoluciones de 5-fluorouracilo y de ftorafur con el
objetivo de determinar el coeficiente de absorcion molar, mediante la
preparacion de una curva de calibrado que relacione la absorbancia con la
concentracion de farmaco, y de lograr la validacion del método analitico
espectrofotométrico. Realizaremos una justificacion de la metodologia de
medida empleada en la determinacion de la incorporacion de farmaco en las
particulas compuestas, la cual estd basada en la aplicacién de la extension
de la ley de Beer a mezclas de sustancias absorbentes. En la metodologia de
medida de la cantidad de farmaco vehiculizado por las particulas vy liberado
por éstas, tenemos en cuenta el efecto de los residuos de la sintesis y de los
productos de degradacion sobre la absorbancia de los sobrenadantes, ya que
afectan considerablemente las determinaciones de farmaco en solucién. Dos
son los mecanismos identificados de incorporacion de fdarmaco por las
particulas mixtas: la absorciéon o englobamiento en la matriz polimérica (al
anadirse el fdrmaco durante el proceso de formacion de las nanosferas), y la
adsorcion superficial (fras la incubacidon de las nanoparticulas en una solucién
de fdrmaco), detectable mediante determinaciones de la movilidad
electroforética y medidas espectrofotométricas. Entre los factores que
afectan a la vehiculizaciéon de 5-fluorouracilo y ftorafur por las particulas
compuestas, el pH y la concentracién de anticancerigeno son los mds
importantes. Ademds, debemos controlar la acidez del medio para evitar
la formacion de macroagregados poliméricos o precipitados solidos. Las
condiciones 6ptimas de vehiculizacion de fdrmaco fueron utilizadas para
realizar los estudios de liberacidn in vitro de principio activo desde las
particulas compuestas (a pH = 2 y 7.4), estudidndose la influencia en ésta
del mecanismo de incorporacion de fdrmaco por las particulas y la
cantidad de fdrmaco vehiculizada. Se comprobd que la cinética de
liberaciéon de ambos principios activos estd controlada por el pH del medio

de liberacién y la cantidad de farmaco vehiculizada.
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4.2. DETERMINACION ESPECTRAL DE
LA ABSORCION.

4.2.1. Fundamentos tedricos.

Las medidas de absorcidon de la radiacion ultravioleta y visible
encuenfran una enorme aplicacion en la identificacion y determinaciéon
cuantitativa de una gran variedad de especies inorgdnicas y orgdnicas. La
espectroscopia de absorcion molecular se basa en la medida de la
fransmitancia T o de la absorbancia A de disoluciones que se encuentran en
cubetas tfransparentes que tienen un camino dptico de b cm. Normalmente, la
concentracién de un analito absorbente estd relacionada linealmente con la

absorbancia como recoge la siguiente ecuacion:
5
A=-logT =10g;=8bc (68)

donde A es la absorbancia, T es la transmitancia, P y Po son las intensidades
tfransmitida e incidente, respectivamente, ¢ es la absortividad molar, b es el
camino optico de la radiacion y ¢ es la concentracion del analito absorbente.

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

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

absorbancia total para un sistema multicomponente viene dada por:
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Ay =A+A +..+A =Ebc,+Ebc, +...+ € bc, (69)

donde los subindices se refieren a los componentes absorbentes 1, 2,..., n. La
mayor exactitud de un andlisis de este tipo se alcanza cuando se seleccionan
longitudes de onda en las que las diferencias entre las absortividades molares

sean grandes.

Se han enconfrado pocas excepciones a la generalizacion de que la
absorbancia estd relacionada linealmente con el camino 6ptico. Por ofra
parte, con frecuencia se han hallado desviaciones de la proporcionalidad
entfre la medida de la absorbancia y la concentracion cuando b es constante
(212). En algunas ocasiones estas desviaciones estdn relacionadas con el
fundamento de la ley y representan limitaciones propias de la misma. Otras
veces surgen como consecuencia de la forma en que se realizan las medidas
de absorbancia (desviaciones instrumentales) o como resultado de cambios

quimicos asociados con cambios de concentracion (desviaciones quimicas).

Recuérdese que la ley de Beer describe de forma correcta el
comportamiento de absorcién de un medio que contiene concentraciones de
analito relativamente bajas. A concentraciones altas, generalmente superiores
a 102 M, la distancia media entre las moléculas responsables de la absorcion
disminuye hasta el punto en que cada molécula altera la distribucion de carga
de las moléculas vecinas. Esta interaccion, a su vez, puede alterar la
capacidad de las moléculas para absorber la radiaciéon de una determinada
longitud de onda. Como la magnitud de la interaccidon depende de la
concentracion, la aparicién de este fendmeno da lugar a desviaciones de la
linealidad entre la absorbancia y la concentracion. Aungue, normalmente, el
efecto de las interacciones moleculares no es significativo para
concentraciones inferiores a 102 M, entre ciertos iones o moléculas orgdnicas

grandes aparecen algunas excepciones.

La absorcion de radiaciéon ultravioleta o visible resulta, generalmente, de
la excitacion de los electrones de enlace; como consecuencia, los picos de

absorcion pueden correlacionarse con los tipos de enlaces de las especies
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objeto de estudio. La espectroscopia de absorcidn molecular es, por tanto,
vdlida para identificar grupos funcionales en una molécula. Mds importantes,
sin embargo, son las aplicaciones en la defterminacion cuantitafiva de

compuestos que contienen grupos absorbentes.

El espectrofotémetro utilizado en nuestro trabajo (Dynko, Spectrometer
8500 UV-Vis, Dinamarca) estd equipado con una ldmpara de deuterio, que
produce un espectro continuo Ufil para la regiéon comprendida entre 180 y 375
nm, y ofra de wolframio, Ufil para la regidon de longitudes de onda
comprendida entre 350 y 1100 nm, con el objetivo de poder obtener un
espectro que cubra desde los 180 nm hasta los 1100 nm. La cubeta utilizada es
de cuarzo, transparente en la regidon espectral de interés, y con un camino
Optico de 1T cm. Su mantenimiento es critico para la calidad de las medidas,
por lo que la limpieza completa antes y después de su uso es fundamental, y

se realizd siempre con agua destilada y acetona.

4.2.2. Absorbancia 6ptica de las disoluciones de 5-
fluorouracilo y ftorafur.

Las primeras etapas de un andlisis espectrofotfométrico son el
establecimiento de las condiciones de trabajo y la preparacion de una curva
de calibrado que relacione la absorbancia con la concentraciéon de la
especie a estudiar. Las medidas de absorbancia espectrofotométricas se
hacen normalmente a una longitud de onda correspondiente a un pico de
mdxima absorcidén, ya que el cambio en la absorbancia por unidad de
concentraciéon es mayor en este punto, logrdndose asi una mdxima
sensibilidad. Ademds, bajo estas circunstancias se puede esperar una buena
observancia de la ley de Beer y las medidas son menos sensibles a las

incertidumbres que surgen de las limitaciones del instrumento (213).

Si bien la metodologia seguida en la sintesis de las nanoparticulas

compuestas determina las condiciones de frabajo (el farmaco estard disuelto
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en un medio de polimerizacién acuoso acidulado), un aspecto crucial previo
es la clarificacion de las condiciones de preparacién y conservacion de las
disoluciones de 5-fluorouracilo. Este estudio se realizd prestando especial
atencion a las concentraciones de fadrmaco y el pH de las disoluciones
utilizados. El 5-fluorouracilo (Sigma-Aldrich, Alemania) es un polvo cristalino
blanco, inodoro, con un peso molecular de 130.08 g/mol y estable al aire. Su
profdrmaco, ftorafur (Sigma-Aldrich, Alemania), es un polvo blanco, inodoro,
con un peso molecular de 200.2 g/mol y estable al aire. El cardcter fotosensible
de las disoluciones de ambos fdarmacos (214), determina que deban
prepararse con gran diligencia bajo las minimas condiciones de iluminacion
posibles. Debe tenerse también en cuenta, ya que limita las condiciones de
trabajo, el problema de estabilidad del 5-fluorouracilo a pH bdsico, que
desemboca en la formacién con el tiempo de fluoroacetaldehido y dcido
fluoromalonaldehidico como productos de degradacién. La metabolizacion in
vivo del primero conduce a Ila formacion del agente cardiotéxico

fluoroacetato (211).

En nuestro estudio, el primer paso es preparar una curva de calibrado
de ambos farmacos, a partir de una bateria de disoluciones (concentraciones
molares: 105, 3105, 5-10%5, 7-10%, 8.5-10%, 104, 1.5:104, 2:10+4, 2.5:104, 3104, 5-10-
4,7-104, 103, 3103, 5-103, 7-10% y 102) con una concentracion fijada 104 M de
HCI, ya que esta es la concentracion utilizada en la sintesis optima de las
particulas mixtas. De esta manera, determinaremos la longitud de onda de
mdaxima absorbancia y se realizard el cdlculo del coeficiente de absorcion
molar, fundamental en los estudios de incorporacion vy liberacion in vitro de
farmaco por las particulas compuestas. Transcurridas 24 horas desde su
preparacion, se procedid a la determinacion del espectro de absorcion
ultravioleta-visible de cada una de ellas, realizando un barrido de longitudes
de onda desde 1100 a 180 nm, con intervalos de 1.0 nm. Se utilizO como
blanco en la calibraciéon previa del aparato una disolucion 104 M de HCI para
eliminar las posibles interferencias en el espectro de los fdrmacos generadas

por el medio de disolucion.
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Los resultados de este estudio, en el caso del 5-fluorouracilo, se recogen
en la Fig. 23, donde sélo se observa senal por debajo de los 325 nm vy se
aprecia coémo la absorcion aumenta al aumentar la concentracion de
farmaco en el medio. Son claros los dos picos en el espectro de las
disoluciones de 5-fluorouracilo, si bien el Unico que presenta una longitud de
mdaxima absorbancia invariable a diferentes concentraciones es el que
aparece a 266 nm. Por lo tanto, descartamos el pico que se genera a menor
longitud de onda vy los espectros obtenidos a concentraciones superiores a
5-104 M, ya que a partir de esta concentracion es patente la tendencia de los
dos picos a fundirse en uno, hecho que se produce a una concentracion de
3108 M. Ademds, se aprecia un espectro iregular a estas altas
concentraciones que hace imposible plantear cualquier tipo de medida, si no
es mediante la realizaciéon de una adecuada dilucidn de la muestra, y la
longitud de onda de mdxima absorbancia decrece de forma muy acusada al
aumentar la concentracién, por lo que pierde validez en la determinaciéon del
coeficiente de absorcion molar. Esta desviacion manifiesta de la ley de Beer
podria justificarse por el hecho de que aunque, normalmente, el efecto de las
interacciones moleculares no es significativo para concentraciones inferiores a
102 M, el 5-fluorouracilo puede pertenecer al grupo de moléculas orgdnicas

donde aparecen algunas excepciones (105, 215).
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Absorbancia

200 225 250 275 300 325

Fig. 23. Espectro de absorcion UV-Vis de disoluciones de 5-fluorouracilo con una
concentracién 104 M de HCI. Las concentraciones molares de anticancerigeno en orden
creciente de absorbancia son: 1075, 3105, 5-105, 7-105, 8.5-105, 104, 1.5-10%4, 2-104, 2.5-10%,
3:104 5-104, 7-104, 103, 3103, 5103, 7-103 y 102

La determinacion del coeficiente de absorcion molar (¢) se realizd
ajustando los datos de absorbancia y concentracion mediante el método de
los minimos cuadrados. El resultado obtenido fue ¢ = 7330 + 90 L -mol'-cm. En
la Fig. 24 se muestran los datos y la recta de ajuste. Es destacable como los
valores de absorbancia a diferentes concentfraciones, obtenidos para la

longitud de onda de mdxima absorbancia cumplen la ley de Beer.
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Absorbancia
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Fig 24. Determinacién del coeficiente de absorcidn molar de las disoluciones de 5-
fluorouracilo para la longitud de onda de mdaxima absorbancia (266 nm).

La pérdida de la linealidad absorbancia-concentracion se produce
cuando los picos del espectro tienden a fusionarse en uno, a concentraciones
de 5-fluorouracilo superiores a 5104 M. A estas elevadas concentraciones, se
hace preciso realizar una adecuada dilucidon de las muestras para poder

realizar las estimaciones de absorcidn, adsorcidn vy liberacién in vitro.

En cuanto a los resultados obtenidos para el ftorafur, en la Fig. 25 se
pueden observar los espectros de absorcidon de las diferentes soluciones de
Ftorafur, los cudles sdlo se aprecian a longitudes de onda infreriores a ~ 320 nm.
A pesar de que el espectro estd constituido por 2 picos, sélo el que aparece a
271 nm permanece estable a esta longitud de onda en un amplio margen de
concentraciones (hasta ~ 3104 M), y serd el que utilicemos en nuestro estudio;
ademds, este pico se deforma y tiende a desaparecer, fusiondndose con el
pico de menor longitud de onda, a concentraciones superiores a 0.3 mM. No

podemos dar una explicacion clara sobre el origen de estas deformaciones, si
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bien se han descrito desviaciones de la ley de Beer a concenfraciones
inferiores a 102 M (105, 215).

Absorbancia

Fig.25. Espectro de absorcién UV-Vis de disoluciones de ftorafur con una concentracion 104
M de HCI. Las concentraciones molares de anticancerigeno en orden creciente de
absorbancia son: 10, 3:10, 5:10, 7-10, 8.5-10, 104, 1.5-104, 2104, 2.5-104, 3104, 5-10%,
7:104, 103, 3103, 5103, 7-103 y 102

La determinacion del coeficiente de absorcion molar (¢) se realizd
ajustando los datos de absorbancia y concentracion, corresponcientes a
concenfraciones inferiores a 3104 M, mediante el método de los minimos
cuadrados. El resultado obtenido fue ¢ = 8070 + 140 L' mol'-cm-'. En la Fig.
26 se muestran los datos y la recta de ajuste. Es destacable cémo los
valores de absorbancia a diferentes concentraciones, obtenidos para la

longitud de onda de mdxima absorbancia cumplen la ley de Beer.
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Absorbancia
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Fig. 26. Determinacién del coeficiente de absorcién molar de las disoluciones de ftorafur para
la longitud de onda de mdxima absorbancia (271 nm).

La pérdida de la linealidad absorbancia-concentracion se produce
cuando los picos del espectro tienden a fusionarse en uno, a concentraciones
de Ftorafur superiores a 3:104 M. A partir de esta concentracion, se hace
preciso realizar una adecuada dilucidn de las muestras para poder hacer las

estimaciones de absorcién, adsorcién y liberacién in vitro.

Por otfro lado, se observd que en las disoluciones de 5-fluorouracilo y de
Ftorafur con una concentracion superior a 0.1 M se formaban cristales en las
primeras 24 horas. Este hecho ha sido descrito previamente para
concentraciones altas de 5-fluorouracilo (105, 216). De esta manera, decidimos

no realizar ningun ensayo ufilizando concentfraciones superiores a 0.01 M.

Con el objetivo de estudiar el espectro de ambos farmacos en la
amplia gama de pH dcidos que se utilizardn en los ensayos de absorcion, y
en el pH utilizado en los estudios de liberacion in vitro (pH = 7.4),

investigamos la influencia de la concentracion de H* y del tampdn NaOH-
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KH2PO4 de pH = 7.4 en las propiedades de absorbancia optica de las
disoluciones de b5-fluorouracilo y ftorafur. Preparamos para ello, una
bateria de soluciones de ftorafur 104 M con concentraciones crecientes
de HCI, para obtener un rango de pH enfre 1y 5, y con un pH = 7.4, fijado
con el tampdén NaOH-KH2PO4 preparado. Tras 24 horas, se determind el
espectro de absorciéon segun la metodologia previamente descrita. El
andlisis de los espectros obtenidos, sirvid para comprobar la estabilidad de
las soluciones de ftorafur y de 5-fluorouracilo en todos los pH investigados,
y la independencia del coeficiente de absortividad molar con respecto a

los pH estudiados.

4.2.3. Validaciéon del método espectrofotométrico.

El método espectrofotométrico utilizado para el andlisis de la
cantidad de fdrmaco vehiculizado o liberado por las particulas
compuestas, fue previamente validado, verificando su exactitud, precision
y linealidad (217). Como las soluciones de 5-fluorouracilo y de ftorafur son
estables en todo el margen de pH investigados y se ha demostrado la
validez de sus respectivos coeficientes de absortividad molar para todos
estos valores de pH, se prepararon 6 réplicas de soluciones estadndar de
cada uno de los farmacos, de concentracidon entre 10° y 102 M, en
presencia de HCI 104 N o tampdén NaOH-KH:POs de pH = 7.4. Las
concentraciones de fdrmaco por encima de 3104 M fueron
adecuadamente diluidas, al igual que se hace en los experimentos de
absorcién, adsorcion vy liberacion, con el objetivo de poder trabagjar en el

rango de linearidad absorbancia-concentracion de farmaco.

En la Tabla 8 se recogen los valores de absorbancia de las
soluciones de 5-fluorouracilo en funcién de su concentracidon. Mostramos
los valores medios de absorbancia y las desviaciones estandar (D.E.) para
cada una de las concentraciones, asi como el coeficiente de variacion

(C.V.). Los valores bajos de los coeficientes de variacion (< 5 %, en todos
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los casos) indica la adecuada precision del método. La linearidad de la
relacion absorbancia (A)-concentraciéon molar (C) es adecuada [A = (0.02
+ 0.02) + (7330 £ 90) - C], con un coeficiente de correlacion r = 0.999. El ajuste

lineal es estadisticamente significativo, con una probabilidad superior al 99.9 %.

Tabla 8. Absorbancia (media £ D.E.) de las soluciones de 5-fluorouracilo para cada una de las
concentraciones indicadas, en presencia de HCI 104 N. Las concentraciones por encima de
5-104 M fueron adecuadamente diluidas hasta 104 M, antes de realizar la medida. EI C.V. se

calculéd mediante cociente entre la D.E. y el valor medio.

Concentracion (M) Absorbancia C.V. (%)
105 0.0758 £ 0.0016 2.07
3:10% 0.224 + 0.001 0.29
5-10% 0.371 £0.007 1.99
7-10°5 0.493+£0.013 2.61
104 0.771+£0.015 1.91
1.5-10+4 1.141 £ 0.041 3.53
2-104 1.547 £ 0.035 2.24
2.5-10+4 1.898 £0.015 0.78
3-104 2.247 £0.015 0.66
5:104 (=104 0.749 £ 0.006 0.77
103 (—104) 0.773 £ 0.004 0.57
5-103 (=104 0.771+£0.016 2.09
102 (—104) 0.741 £ 0.025 3.36

Con el propdsito de comprobar la exactitud del método analitico,
utilizamos los datos de absorbancia de las concentraciones de la Tabla 8
(“concentraciéon actual” en la Tabla 9), para obtener las concentraciones
estimadas para cada una de las é réplicas. Las concentraciones medias y
sus D.E. quedan recogidas en la Tabla 2 como “estimadas”. Como antes,
los bajos valores de los C.V. y sus errores relativos son una clara indicacion

de la exactitud del método espectrofotométrico.
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Tabla 9. Comparacion de las concentraciones "actuales” de 5-fluorouracilo en solucidon con las
concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las determinaciones espectrofotométricas.
Las concentraciones por encima de 5-10+4 M fueron diluidas hasta 104 M, antes de realizar la
medida. Los valores “estimados” son la media (£ D.E.) de las é réplicas experimentales. Los
errores relativos se calcularon mediante el cociente [(estimado — actual)/estimado], también se
muestran los C.V.

Actual (M) Estimada (M) Error relativo C.V. (%)
(%)

105 (10.28 £0.21)-10¢ 2.72 2.09
3-10% (3.04 £0.01)-10° 1.28 0.28
5105 (5.02+0.11)-10°5 0.42 1.99
7-10°5 (6.69 £0.17) 105 4.61 2.61

104 (1.045+£0.017) -10# 4.31 1.67

1.5-10+4 (1.55+0.055)-10+4 3.11 3.56
2-104 (2.09 + 0.05) -10# 4.72 2.25
2.5-10+ (2.58 + 0.02) -10# 2.91 0.78
3-104 (3.05+0.02)-10# 1.58 0.66
5-104 (—104) (1.02+0.01)-10* 1.58 0.77
103 (—104) (1.05+0.01)-10* 4.58 0.59
5-103 (—104) (1.045 £ 0.023) -10# 4.31 2.13
102 (—104) (1.01 £0.03)-10* 0.59 3.33

Con respecto al ftorafur, en la Tabla 10 se recogen los valores de
absorbancia de sus disoluciones en funcidn de la concentracion. Para
cada una de las concentraciones, mostramos los valores medios de
absorbancia y las desviaciones estdndar (D.E.), asi como el coeficiente de
variacion (C.V.). Los valores bajos de estos coeficientes (< 5 %, en todos los
casos) indican la adecuada precision del método. La linearidad de la
relacion absorbancia (A)-concentfraciéon molar (C) es adecuada [A = (0.03
+0.03) + (8070 £ 140) - C], con un coeficiente de correlacion r = 0.999. El ajuste

lineal es estadisticamente significativo, con una probabilidad superior al 99.9 %.
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Tabla 10. Absorbancia (media = D.E.) de las disoluciones de ftorafur para cada una de las
concentraciones indicadas, en presencia de HCI 104 N. Las concentraciones por encima
de 5-104 M fueron adecuadamente diluidas hasta 104 M, antes de medir. El C.V. se calculd

mediante cociente entre la D.E. y el valor medio.

Concentracion (M) Absorbancia C.V. (%)
105 0.0819 £0.0016 1.95
3-10% 0.2588 + 0.0021 0.81
5-10% 0.422 + 0.003 0.81
7-10°5 0.591 + 0.006 1.07
104 0.867 + 0.008 0.96
1.5-10+4 1.286 +0.012 0.92
2-104 1.723 £ 0.022 1.25
2.5-10+ 2.06 £0.04 1.80
3-104 2.46 £0.03 1.14
5-104 (—104) 0.862 +0.010 1.18
103 (—104) 0.866 + 0.021 2.41
5-108 (—104) 0.861 £0.010 1.21
102 (—104) 0.857 £ 0.024 2.86

Para comprobar la exactitud del método analitico, utilizamos los
datos de absorbancia de las concentraciones de la Tabla 10
(*concentracion actual” en la Tabla 11), para obtener las concentraciones
estimadas para cada una de las 6 réplicas. En la Tabla 11 recogemos las
concentraciones medias y sus D.E. como “estimadas”. Como anftes, los
bajos valores de los C.V. y sus errores relativos son una clara indicacion de

la exactitud del método espectrofotométrico.
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Tabla 11. Comparacion de las concentraciones “actuales” de ftorafur con las
concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las medidas espectrofotométricas. Las
concentraciones por encima de 5-104 M fueron adecuadamente diluidas hasta 104 M, antes
de medir. Los valores "estimados” son la media (x D.E.) de las 6 réplicas. Los errores relativos
se calcularon mediante el cociente [(estimado — actual)/estimado], también se muestran los

C.v.

Actual (M) Estimada (M) Error relativo (%) C.V. (%)
105 (9.95+0.20)10¢ 0.50 1.99
3-10° (3.14+0.03)-10° 4.44 0.98
5-105 (5.13+0.04)-10° 2.53 0.76
7-105 (7.18 £0.08) -105 2.51 1.12
104 (1.050 + 0.014) -10+4 4.76 1.35
1.5-104 (1.562+£0.017)-104 3.85 1.08
2-10+ (2.09 £0.03) -10 431 1.44
2.5-104 (2.51 £0.04) -104 0.40 1.67
310 (2.99 £0.04) -10* 0.33 1.34
5-10 (—104) (1.04 +0.02) 10 3.85 1.91
103 (—104) (1.05+0.03) -10# 4.76 2.65
5:103 (—104) (1.053 + 0.009) -104 4.76 0.91
102 (—104) (1.04 +0.03) 10 3.85 3.06

En cuanto a las 6 réplicas preparadas a pH = 7.4 (NaOH-KH2PO4) que
contenian una cantidad conocida de 5-fluorouracilo o ftorafur, se obtuvieron
resultados similares, como mostramos a continuacidén, con lo que queda
demostrada la  exactitud, precision vy linealidad del método

espectrofotométrico a este pH.

La Tabla 12 contiene los valores de absorbancia de las soluciones de 5-
fluorouracilo en funcion de su concentfracion, los valores medios de
absorbancia y las desviaciones estdndar (D.E.) para cada una de las
concentraciones, asi como el coeficiente de variacion (C.V.). En todos los
casos, el coeficiente de variacion tiene un valor < 5 %, lo que indica la
adecuada precision del método. La linearidad de la relacion absorbancia (A)-
concentraciéon molar (C) es adecuada [A = (0.01 £0.01) + (7570 £ 85) - C], con
un coeficiente de correlacion r = 0.999. El gjuste lineal es estadisticamente

significativo, con una probabilidad superior al 99.9 %.
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Tabla 12. Absorbancia (media + D.E.) de las soluciones de 5-fluorouracilo para cada una de las
concentraciones indicadas, en presencia tampdén NaOH-KH2PO4 de pH = 7.4. Las
concentraciones por encima de 5-104 M fueron adecuadamente diluidas hasta 104 M, antes de
realizar la medida. El C.V. se calculd mediante cociente entre la D.E. y el valor medio.

Concentracion (M) Absorbancia C.V. (%)
105 0.0799 £ 0.0012 1.51
3105 0.235 £ 0.001 0.43
5-105 0.362 + 0.008 2.21
7-105 0.524 £0.013 2.48
104 0.762£0.015 1.97
1.5-104 1.132 £ 0.031 2.74
2-104 1.539 £ 0.031 2.74
2.5-104 1.893+£0.011 0.58
3-104 2236 £0.018 0.81
5-104 (=104 0.737 £0.011 1.49
103 (—104) 0.756 + 0.007 0.93
5-103 (—104) 0.769 £0.015 1.95
102 (—104) 0.733 £ 0.021 2.86

La exactitud del método analitico fue comprobada utilizando los
datos de absorbancia de las concentraciones de la Tabla 12
(“concentraciéon actual” en la Tabla 13), para obtener las concentraciones
estimadas para cada una de las 6 réplicas. Las concentraciones medias y
sus D.E. quedan recogidas en la Tabla 13 como “estimadas”. Como antes,
los bajos valores de los C.V. y sus errores relativos son una clara indicacion

de la exactitud del método espectrofotométrico.
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Tabla 13. Comparacidén de las concentraciones "“actuales” de 5-fluorouracilo en solucion con las
concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las determinaciones espectrofotométricas.
Las concentraciones por encima de 5-10+4 M fueron diluidas hasta 104 M, antes de realizar la
medida. Los valores “estimados” son la media (£ D.E.) de las é réplicas experimentales. Los
errores relativos se calcularon mediante el cociente [(estimado — actual)/estimado], también se
muestran los C.V.

Actual (M) Estimada (M) Error relativo C.V. (%)
(%)

105 (1.06 £ 0.05) -10° 5.66 4.72
3-10° (3.11 £0.02) ‘10 3.54 0.64
5-10° (4.78 £0.08) -10° 4.59 1.67
7-10% (6.92+0.12)-10° 1.16 1.73

104 (1.01 £0.02) 104 0.99 1.98
1.5-104 (1.49 £0.06) -104 0.67 4.02
2-104 (2.03 £ 0.04) -10* 1.48 1.98

2.5-104 (2.51 £0.03) 104 0.39 1.19
3104 (2.95£0.04) 104 1.69 1.36
5-104 (—104) (9.74 £0.02) 104 2.67 0.21
103 (—104) (9.99 £0.03) -104 0.11 0.31
5-103 (—104) (1.02£0.02) 104 1.96 1.96
102 (—10%) (9.68 £0.01) 10+ 3.31 0.11

En cuanto al ftorafur, la Tabla 14 recoge los valores de absorbancia
de sus disoluciones en funcion de la concentfracion. Mostramos los valores
medios de absorbancia y las desviaciones estdndar (D.E.), asi como el
coeficiente de variacién (C.V.), para cada una de las concentraciones.
Los valores bajos de estos coeficientes (< 5 %, en todos los casos) indican
la adecuada precision del método. La linearidad de la relacidon
absorbancia (A)-concentracion molar (C) es adecuada [A = (0.02 £ 0.02) +
(8205 £ 105) - C], con un coeficiente de correlacion r = 0.999. El ajuste lineal es

estadisticamente significativo, con una probabilidad superior al 99.9 %.
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Tablal47. Absorbancia (media + D.E.) de las disoluciones de Ftorafur para cada una de las
concentraciones indicadas, en presencia tampon NaOH-KH2PO4 de pH =7.4. Las
concentraciones por encima de 5-104 M fueron adecuadamente diluidas hasta 104 M, antes
de medir. El C.V. se calculd mediante cociente entre la D.E. y el valor medio.

Concentracion (M) Absorbancia C.V. (%)
105 0.0849 + 0.0011 1.29
3105 0.253 £ 0.002 0.79
5-105 0.402 + 0.004 0.99
7-105 0.584 + 0.005 0.86
104 0.861 £ 0.004 0.46
1.5-10+ 1.266 +£0.011 0.87
2-104 1.713+£0.022 1.28
2.5-104 2.05+0.03 1.46
3-104 2.44+0.03 1.23
5104 (—>104) 0.865+0.011 1.27
103 (—104) 0.859 £0.01¢6 1.86
5-108 (—104) 0.858 £ 0.009 1.05
102 (—10%) 0.862 £0.019 2.21

La exactitud del método analitico fue estudiada utilizando los datos
de absorbancia de las concentraciones de la Tabla 14 (“concentfracion
actual” en la Tabla 15), para obtener las concentraciones estimadas para
cada una de las 6 réplicas. En la Tabla 15 recogemos las concentraciones
medias y sus D.E. como “estimadas”. Como antes, los bajos valores de los
C.V. y sus errores relativos son una clara indicacion de la exactitud del

método espectrofotométrico.
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Tabla 15. Comparacidén de las concentraciones “actuales” de ftorafur con las
concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las medidas espectrofotométricas. Las
concentraciones por encima de 5-104 M fueron adecuadamente diluidas hasta 104 M, antes
de medir. Los valores "estimados” son la media (x D.E.) de las 6 réplicas. Los errores relativos
se calcularon mediante el cociente [(estimado — actual)/estimado], también se muestran los
C.V.

Actual (M) Estimada (M) Error relativo (%) C.V. (%)
105 (1.03 £0.04)-10° 2.91 3.88
3-10° (3.08 £0.02) -10° 2.59 0.65
5-105 (4.89 £0.03) -10° 2.25 0.61
7-105 (7.12+0.07)-10° 1.68 0.98
104 (1.05+0.01) 104 4.76 0.95
1.5-104 (1.54 £0.02) -10 2.59 1.29
2-10+ (2.09 £0.05) -10 4.31 2.39
2.5-104 (2.49 £0.06) -10# 0.41 2.41
310 (2.97 £0.03) -10 1.01 1.01
5-10 (—104) (1.05 +0.03) 10 4.76 2.86
103 (—104) (1.04 £0.02) -10# 3.85 1.92
5:103 (—104) (1.05+0.01) 104 4.76 0.95
102 (—104) (1.05 +0.04) 10 476 3.81

4.2.4. Metodologia de determinacion de la
incorporacion de farmaco.

La determinaciéon cuantitativa de la incorporacidon  de los
antineopldsicos ftorafur y 5-fluorouracilo por nuestro sistema transportador
mixto, se encuentra limitada por las técnicas instrumentales que tenemos a
nuestra disposicion. La cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) es la
técnica mas utilizada para la cuantificacion de la incorporacion vy liberacion
de principios activos, incluidos estos dos antineopldsicos (218, 219). Sin
embargo, no hemos tenido acceso a esta técnica para la realizacion de
nuestro estudio. Por lo tanto, nos hemos basado en la metodologia utilizada
por otros autores para la cuantificacion del fdrmaco vehiculizado vy liberado
por diferentes tipos de sistemas transportadores coloidales (220, 221). Esta
metodologia ha sido ampliamente estudiada y puesta a punto por nuestro
grupo de investigacion (105, 222, 223) y estd basada en la aplicacion de la ley

de Beer a un medio que contenga mds de una clase de sustancias
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absorbentes. Como ya se ha descrito en la Ec. 69, la absorbancia total para un
sistema multicomponente viene dada por la suma de las absorbancias de
cada una de las especies, siempre que no exista interaccidon entre estas. De
esta manera, se acepta la contribucidn de cada una de las sustancias
presentes en el medio donde se ha producido la polimerizacidn a la
absorbancia total del sistema, o de las sustancias que se han generado en el

proceso de liberacion de los anticancerigenos.

Respecto al proceso de vehiculizacion del fdrmaco, podemos citar
como sustancias susceptibles de confriouir a esta absorcion total el propio
farmaco no incorporado por las nanoparticulas, los residuos de la
polimerizacion del mondémero (fracciones de mondmero que no han
polimerizado, restos de oligdmeros y de productos de degradacion) y los restos
de otros componentes del medio (HCI, responsable del pH del medio, y
dextrano-70, agente estabilizador de la polimerizacion). Por lo tanto, podria
estimarse la cantidad de fadrmaco que no ha sido incorporado por las
nanoparticulas restando a la absorcion total del sistema, la correspondiente al
resto de sustancias presentes (residuos de la polimerizacion del mondémero y
restos de ofros componentes del medio). Y, por diferencia entre la
concentracion inicial y final del antineopldsico en el medio, conoceremos la

cantidad total incorporada por nuestros materiales.

Entre los factores citados, suficientemente estudiados por nuestro grupo
de investigacion, destaca como principal fuente que confribuye a la
absorbancia total del sistema los residuos de la polimerizaciéon del mondmero.
La senal de absorcion en el espectro que generan, crece con la
concentfracion de mondmero de cianoacrilato empleada. Por lo tanto, al
aumentar la cantidad de butilcianoacrilato que se anade al medio, se
generaran residuos de la sinfesis en mayor cuanfia. Asimismo, hemos
comprobado que la absorcidon desarrollada por estos residuos deforma el
espectro del fadrmaco no incorporado por las nanoparticulas. Esta
deformacion aumenta con la concentraciéon de mondmero utilizada, por llevar
asociada una mayor produccion de residuos de sintesis. Un efecto similar, pero

menos intenso, se aprecia también cuando se incrementa en el medio de
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polimerizacion la concentfracion de HCI o de dextrano-70 (105, 222, 223). Es por
ello légico plantear la determinacion de la cantidad de farmaco no
incorporado por las nanoparticulas restando a la absorbancia total del sistema

la correspondiente al resto de especies absorbentes (105, 220-223).

En cuanto al proceso de liberacion de ambos antineopldsicos,
podemos citar como sustancias susceptibles de contribuir a la absorcidon total
del medio de liberacioén, el propio farmaco liberado por las nanoparticulas, 1os
residuos de la degradacioén del polimero y los restos de ofros componentes del
medio (HCI o fampdn NaOH-KH2PO4 de pH = 7.4, segun sea el caso). Por lo
tanto, podria estimarse la cantidad de fadrmaco liberado por las particulas
restando a la absorcion total del sistema, la correspondiente al resto de
sustancias presentes (residuos de la degradacion del polimero y restos de otros
componentes del medio). Entre los factores citados, suficientemente
estudiados por nuestro grupo de investigacion, destaca como principal fuente
que conifribuye a la absorbancia toftal del sistema los residuos de la
degradacién del polimero. La senal de absorcion en el espectro que generan,
crece con la concentracién de éstos en el medio de liberacidon. Asimismo,
hemos comprobado que estos residuos deforman el espectro UV-Vis del
farmaco libarado, la cudl aumenta con la concentracidon de residuos presente
en el medio (222, 223). Es por ello logico plantear la determinacion de la
cantidad de anticancerigeno liberado por las particulas compuestas restando
a la absorbancia fotal del sistema la correspondiente al resto de especies
absorbentes (105, 220-223).
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4.3. INCORPQRACIéN DE LOS
ANTINEOPLASICOS EN LAS
PARTICULAS RECUBIERTAS.

La vehiculizacidon de fdrmaco en las nanoparticulas mixtas puede
realizarse mediante dos métodos: la adicidon del principio activo en el
momento en el que se forman las particulas, quedando éste atrapado
principalmente en la matriz polimérica, o la adsorcion fras la formacion e
incubacion de las nanoparticulas en una disolucion de éste. Es previsible que
la mayor captacion de fdrmaco se consiga mediante el método de
incorporacion (105, 222-224).

4.3.1. Adsorcién de 5-fluorouracilo y ftorafur.

El estudio de la vehiculizacion superficial de los antficancerigenos
seleccionados por las particulas compuestas se centrard en la evaluacion del
grado de unidon a la superficie polimérica de éstas, mediante determinaciones

espectrofotométricas y un estudio electroforético.

4.3.1.1. Andlisis electrocinético de la adsorcion.

La electroforesis puede ser una adecuada herramienta para la
determinacion cudlitativa de la vehiculizacion de fdrmaco por su elevada
sensibilidad, incluso a cambios superficiales minimos atribuibles a la adsorcion
de pequenas cantidades de especies cargadas. En este estudio, realizamos
una determinaciéon cuadlitativa del proceso de adsorcion mediante
determinaciones de la movilidad electroforética de las particulas en
suspensiones diluidas [=0.1 % (p/v)] con diferentes concentraciones de los

farmacos, utilizando el aparato de electroforesis Malvern Zetasizer 2000
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(Reino Unido). Una vez fijadas las diferentes concentraciones molares de 5-
fluorouracilo o ftorafur (105, 5-105, 104, 5-104, 103, 5-103% y 102), y a fin de
descartar la influencia de los iones presentes en la disolucidn, las suspensiones
se dividieron en dos grupos: uno de ellos con una fuerza ionica fijada (KNOs 10-
3 M) y el otro sin fijar una fuerza idnica. Las medidas se realizaron tras 24 horas
de almacenamiento de las suspensiones a 25 °C, protegidas de la luz
ambiental y bajo agitacidon constante, comprobando previamente el pH. Los
datos presentados son el promedio de quince determinaciones, cambiando la

muestra cada tres.

La Fig. 27 muestra la evolucion de la movilidad de las particulas mixtas
con la concentracién de 5-fluorouracilo, en presencia y en ausencia del
electrolito anadido (103 M KNOs, en su caso). De forma general, los valores de
Ue tienden a incrementarse hacia valores mds positivos o progresivamente
menos negativos cuanto la concentracion de 5-fluorouracilo aumenta (Fig.
27). Sin embargo, puede apreciarse un claro efecto de la adicion de KNOs. La
adsorcion de 5-fluorouracilo por las particulas recubiertas, favorecida
electrostaticamente, reduce su carga originalmente negative. Las especies
cargadas  positivamente, responsables de este efecto, provienen
presumiblemente de la protonizacion de los grupos —-NH de la molécula de
farmaco. La presencia de KNOs provoca una reduccion de la movilidad
debido a la compresidon de la doble capa eléctrica. Ademds, el KNOs3
apantalla la atraccidon entre las nanoparticulas compuestas y las moléculas de
farmaco; por lo tanto, la reduccion de la ue al aumentar la concentracion de

5-fluorouracilo es mas significativa cuando no hay KNOs en el medio.
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Fig. 27. Movilidad electroforética (ue) de las particulas recubiertas (m, o) en funcidn de la
concentracién de 5-fluorouracilo, en presencia (simbolos abiertos) y en ausencia (simbolos
cerrados) de KNO3 103 M.

Con respecto a la determinacion cualitativa de la adsorcién de ftorafur
por las particulas mixtas, en la Fig. 28 puede apreciarse un comportamiento
similar al observado en el caso del 5-fluorouracilo: la evolucion de la ue hacia
valores  progresivamente menos negativos, conforme aumenta la
concentracion de ftorafur. La carga originalmente negativa de las particulas
compuestas disminuye debido a la adsorcion electrostdtica de fadrmaco
(especies cargadas positivamente, que pueden provenir de la protonizacion
de los grupos —-NH de la molécula de farmaco). La presencia de una fuerza
ionica constante (KNOs 103 M) provoca una reduccion de la movilidad debido
a una compresion de la doble capa. Ademas, el KNOz apantalla la atraccion
entre las moléculas de fdrmaco vy las particulas mixtas, de tal manera que la
reduccién de la ue de las particulas cuando la concentraciéon de ftorafur

aumenta es mas importante cuando no hay KNOs en el medio.
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Fig. 28. Movilidad electroforética (ue) de las particulas recubiertas (m, o) en funcidn de la
concentracién de 5-fluorouracilo, en presencia (simbolos abiertos) y en ausencia (simbolos
cerrados) de KNO3 103 M.

4.3.1.2. Determinacion espectrofotométrica de la adsorcion.

El segundo método, para estimar la adsorcion de los antineopldsicos
objeto de estudio, es la determinacién de la absorbancia optica de los
sobrenadantes obtenidos tras poner en contacto las particulas sintetizadas con
soluciones de concenfraciones prefijadas de estos principios activos, durante
24 horas, a 25.0 £ 0.5 °C y bajo agitacion mecdnica. Para ello, preparamos
una serie de disoluciones de 5 mL de volumen con diferente concentracion
molar de 5-fluorouracilo o ftorafur (105, 5-10-5, 104, 5-104, 103, 5-103 y 102). Una
vez retirada una muestra del medio para la posterior comparacion, se
procedid a anadir las particulas compuestas en cantidad suficiente como
para tener una concentracion final del 1 % (p/v). Tras 24 horas de contacto se
procedi® a la separacion de los sobrenadantes mediante doble
centrifugacién a 13500 r.p.m. durante 20 minutos, para la determinacion del
espectro de absorcidon de éstos. Todos los experimentos se realizaron por

friplicado.
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Como ya se ha justificado, el cdiculo de la adsorcion de los
antineopldsicos se realizd mediante la comparacion de la absorbancia del
medio de polimerizacion con la correspondiente al sobrenadante obtenido
tras doble centrifugaciéon y tras eliminar la propia de los productos residuales

que puedan interferir.

Los resultados obtenidos, muestran un efecto positivo de la
concentracion de anfineopldsico en el grado de adsorcién de éste por las
particulas recubiertas, tanto en el caso del 5-fluorouracilo como en el del
fforafur. La Fig. 29 muestra la cantidad de 5-fluorouracilo (Fig. 29a) y la
cantidad de ftorafur (Fig. 29b) adsorbida por las particulas compuestas, en
funcidn de la concentracion de fdrmaco en el equilibrio. Como puede
apreciarse en ambos casos, la adsorcion de antineopldsico por las particulas
mixtas aumenta con la cantfidad de principio activo en solucion, sugiriéndose
una saturacion de la adsorcidn en ambos casos para una concentracion
superior a 102 M. La cantidad mdxima vehiculizada por las particulas
recubiertas es 159.69 = 7.33 umol/m?, para el 5-fluorouracilo, y 202.62 + 5.23
umol/m?2, para el ftorafur. Puede observarse, al comparar ambos principios
activos, que las particulas recubiertas adsorben mds cantidad de ftorafur, lo
gue puede explicarse si tenemos en cuenta que este anficancerigeno es mads
lipdfilo que el 5-fluorouracilo, por lo que su adsorcidn en una superficie
hidréfolba como la del recubrimiento polimérico se encuentra mds favorecida
(94, 154, 222, 223, 225).
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Fig. 29. Densidad de adsorcién, I, de 5-fluorouracilo (a) y de ftorafur (b) por las particulas
recubiertas, en funcién de la concentracidn de principio activo en el equilibrio.
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4. Capacidad de transporte y liberacion controlada de antineoplasicos.

4.3.2. Absorcién de 5-fluorouracilo y ftorafur.

Una vez estudiada la adsorcidon de ftorafur y de 5-fluorouracilo en la
superficie de las particulas recubiertas, nos centraremos en el estudio de la
contribuciéon del, a priori, principal método de vectorizacion de fdrmacos en
este tipo de nanoparticulas: la incorporacion en el momento en que se
produce su formacion. Para ello, analizaremos la influencia de los principales
factores que influencian esta captacion de farmaco en la matriz de las
particulas y que también determinan la polimerizacidon del mondmero
butilcianoacrilato. Estos son la concentracion de fdrmaco, de dextrano-70, de
HCl y de butilcianoacrilato en el medio. De esta manera, pretendemos
determinar las condiciones 6ptimas que permiten una incorporacion maxima
de los antineopldsicos y desarrollaremos una sintesis optimizada de las

particulas recubiertas con 5-fluorouracilo o con ftorafur incorporado.

4.3.2.1. Efecto de la concentracion de butilcianoacrilato.

La capacidad de captacidon de farmaco por parte de las particulas
compuestas, se encuentra condicionada por la reducida longitud de la
cadena alquilica (radical butilo) del mondmero butilcianoacrilato, por lo tanto
es esperable un menor grado de vehiculizacidon en comparacion con la
utilizaciédn como recubrimiento de los nucleos magnéticos de otros miembros
de la misma familia con sustituyente alquilico de mayor longitud (224). Diversos
estudios han puesto de manifiesto que la estructura de los polimeros de esta
familia consiste en un nucleo poroso rodeado por un anillo mas homogéneo
(50, 226, 227), lo que nos hace intuir que el principal medio de incorporaciéon
de los anticancerigenos ftorafur y 5-fluorouracilo se desarrollard mediante un
atrapamiento mecdnico. De esta manera, no se alterard la actividad del
farmaco tras su unidn a las nanosferas como ocurre con la ampicilina (228). Por
otro lado, es de esperar una mayor vehiculizaciéon de ftorafur que de 5-
fluorouracilo por el menor cardcter hidréfilo del primero, lo que determinard
una mayor afinidad por incorporarse en una matriz de naturaleza hidréfoba

como la del butilcianoacrilato (105, 154, 218). En cuanto a la influencia de la
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4. Capacidad de transporte y liberacion controlada de antineoplasicos.

concentraciébn de mondmero empleada, estudios recientes sobre la
incorporaciéon de 5-fluorouracilo y ftorafur en polimeros de diferente naturaleza
(Eudragit®, poli-lactida-co-glicolida, policaprolactona y poli-
alguilcianoacrilato), han revelado que no se incrementa la vehiculizaciéon al
aumentar la cantidad de polimero y si existe un aumento de la formacion de

aglomerados poliméricos inservibles (105, 218, 222, 223).

El estudio de la influencia de la concentracion de butilcianoacrilato
adicionada al medio de polimerizacion sobre el grado de incorporacion de
los dos antfineopldsicos, se realizé siguiendo la rutina de sintesis de las particulas
compuestas descrita anteriormente, modificada por la introduccién en el
medio de polimerizacion de una concentraciéon 104 M de 5-fluorouracilo o
fforafur, segun el caso. La concenfracion de mondmero utilizada fue: 1,2y 3%
(p/v). Una vez preparado el medio de polimerizacion y antes de anadir el
mondmero, se retird una pequena cantidad de cada uno de los medios para
determinar su espectro de absorcion en las mismas condiciones que el
sobrenadante obtenido fras centrifugar dos veces dicho medio (a 13500 rom y
durante 25 minutos) una vez finalizada la sintesis. La metodologia seguida para
determinar la cantidad de antineopldsico vehiculizado es la descrita vy
justificada anteriormente. Los experimentos fueron repetidos tres veces con

cada una de las concentraciones de mondémero.

En términos absolutos, las cantidades absorbidas de 5-fluorouracilo y de
fforafur por las particulas compuestas se incrementan al aumentar la
concentracion de mondmero adicionada al medio, concretamente desde
0.12 hasta 0.37 micromoles en el caso del 5-fluorouracilo, y desde 0.26 hasta
0.74, en el caso del ftorafur. Sin embargo, no ocurre I1o mismo si analizamos la
absorcién relativa de fdrmaco vehiculizado por las nanosferas: en torno a los
0.2 umol/g en el caso del 5-fluorouracilo y en torno a los 0.5 umol/g en el caso
del ftorafur, sin importar que la concentracidon de butilcianoacrilato

adicionada al medio se incremente hasta el 3 % (p/v) (Fig. 30).
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Fig. 30. Cantidad absorbida (umol/g) de 5-fluorouracilo (m) y de ftorafur (e) por las particulas
recubiertas en funcion de la concentraciéon de butilcianoacrilato.

Por lo tanto, se puede deducir que el Unico efecto que provoca el
incremento de la concentraciéon de mondmero adicionado, es un aumento de
la cantidad de nanoparticulas poliméricas puras generadas como residuo de
la sintesis, y este aumento serd el responsable del incremento de la
vehiculizaciéon en términos absolutos, pero no inducird que las particulas
compuestas porten una mayor cantidad de fdrmaco. De esta manera, no es
necesario emplear una elevada concentracion de butilcianoacrilato para
lograr la mejor densidad de absorcién (105). Por ofro lado, puede observarse al
comparar ambos principios activos, que las particulas recubiertas vehiculizan
mds cantidad de ftorafur, lo que puede explicarse si tenemos en cuenta que
este anticancerigeno es mds lipdfilo que el 5-fluorouracilo, por lo que su
afinidad por el entorno hidréfobo de la matriz polimérica del recubrimiento es
mayor (94, 154, 222, 223, 225).
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4.3.2.2. Efecto de la concentracion de dextrano-70.

El empleo de agentes tensioactivos o estabilizadores permite optimizar
las caracteristicas de las particulas obtenidas al lograr una mejora de las
caracteristicas morfolégicas y de tamano, una mejor vehiculizaciéon de
principios activos y una proteccion frente a los fendmenos de opsonizacion a
nivel fisioldgico, lo que adecua estos sistemas para su administracion
parenteral (13, 224, 229). Estas razones justifican la intfroduccion de un agente
estabilizador en la sinfesis de las particulas compuestas. El agente
seleccionado es el dextrano-70 (dexirano-70 grado clinico, Sigma, US.A.), un
polimero biodegradable y biocompatible, de elevado peso molecular, neutro,
hidrosoluble y con una buena estabilidad a temperatura ambiente y pH entre
4y 10 (230). Se trata de un polvo blanco, higroscopico, y con peso molecular
de 68000 Da, que ha sido ampliamente utilizado para facilitar la incorporacion
de fdrmacos de diferente naturaleza por polimeros de la familia de los
poli(alquilcianoacrilatos), incluidos los antineopldsicos doxorrubicina y
metotrexato (53, 105, 229). Su infroduccidon en el medio de polimerizacion antes
de adicionar el mondmero pretende provocar la apertura de las cadenas
poliméricas, generdndose un espacio dentro de la matriz polimérica donde
pueda incorporarse el fdrmaco. Ademds, ha demostrado ser Ufil en la
obtencion de distribuciones poliméricas homogéneas y con uniformidad en los

tamanos (229).

Para el estudio de la influencia de la concentraciéon de dextrano-70 en
el medio de polimerizacion sobre el grado de vehiculizacion de los
antineopldsicos, se siguid la rutina de sintesis y el procedimiento de
determinacion de los principios activos ya descritos vy justificados, con la Unica
variacion de la infroduccién en el medio de polimerizacion de este agente
estabilizador y una concentfracion 104 M de ftorafur o 5-fluorouracilo, segun el
caso. Las concentraciones [% (p/v)] de dexirano-70 utilizadas fueron: 0, 1y 2.
Los experimentos fueron repetidos tres veces con cada una de las

concentraciones de dextrano-70.
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No se aprecid una influencia estadisticamente significativa en la
vehiculizacion de ambos fdrmacos, al aumentar la concenfracion de
tensioactivo en el medio de polimerizacidon, ya que los valores de densidad de
absorciéon obtenidos en las sintesis sin este agente estabilizador, son muy
similares a los logrados con su participacion (en torno a 0.2 umol/g en el caso
del 5-fluorouracilo, y, en torno a 0.5 umol/g en el caso del ftorafur) (Fig. 31). Sin
embargo, este agente desempena un papel crucial en la formacion de las
particulas mixtas cualitativa y cuantitativamente, debido a la combinaciéon de
sus acciones iniciadoras y estabilizadoras en la formacidn de la cubierta
polimérica, las cudles son similares a las de otros agentes muy utilizados en
estos casos, como el polietilenglicol. Esto es atribuible a su cardcter de
estabilizador polihidroxilico, que provoca que en el medio exista una mayor
concentracion de especies iniciadoras de la polimerizacion (sus grupos OH y

los iones OH- de la disociacion del agua) (231).

De esta manera se justifica que, con concentraciones de dexitrano-70
inferiores al 1 % (p/v), se generen suspensiones que coagulan faciimente y en
las que predomina la formacion de macroagregados y precipitados sélidos
de polimero y de particulas compuestas, lo que determina la necesidad de
realizar una filfracidon previa de la suspension para obtener el tamano de
particulas deseado, reduciéndose el rendimiento del proceso de sintesis. Sin
embargo, el uso de concentraciones 2 1 % (p/v) conduce a la formaciéon
de dispersiones estables sin macroagregados sedimentados. Queda claro,
por tanto, que con la infroduccion de este agente estabilizador se optimiza la
obtencidon de las particulas compuestas, sin que para ello se merme la

capacidad de carga de farmaco.
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Fig. 31. Cantidad absorbida (umol/g) de 5-fluorouracilo (m) y de ftorafur (e) por las particulas
recubiertas en funcion de la concentracién de dextrano-70.

4.3.2.3. Efecto de la concentracion de HCI.

El mecanismo de formacién del recubrimiento polimérico, mediante el
método de emulsidon/polimerizacion, es un proceso anidnico iniciado por bases
covalentes presentes en el medio de polimerizacidon. La cinética del proceso
estd determinada por las cantidades relativas de los grupos -OH alcohdlicos
del agente tensioactivo y de los iones OH- formados fras la disociacion de las
moléculas de agua. Al incrementarse la acidez del medio, la velocidad de
polimerizacién decrece. Por lo tanto, podemos decir que el pH determina
tanto la velocidad de polimerizacion como la absorcion de principio activo
(48, 105, 220, 231). Como el ftorafur y el 5-fluorouracilo tienen un cardacter
esencialmente no iénico, la polimerizacion del mondmero con una cinética
rdpida permitird lograr una maxima vehiculizacién de fdrmaco por las
particulas recubiertas. Sin embargo, una polimerizacidon excesivamente rapida
puede provocar la formacién de macroagregados o precipitados solidos (105,
229).
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Nuestro objetivo es analizar la influencia de la concentracion de HCl en
el medio de polimerizacién sobre el grado de vehiculizacion de 5-fluorouracilo
y de ftorafur por las particulas mixtas. Asimismo, investigaremos las condiciones
adecuadas de pH para obtener un rendimiento optimo de particulas
compuestas adecuadas para la via parenteral. De esta manerq,
determinaremos el pH apropiado que permita cumplir ambos objetivos. Los
experimentos se realizaron fijando unas concentraciones de HCl entre 104y 10-
2 N y unas concentraciones de ftorafur o 5-fluorouracilo entre 104 y 102 M,
manteniendo el resto de condiciones de la sintesis de las particulas
compuestas, y seguiremos el procedimiento de cuantificacion ya descritos y
justificados. Los experimentos fueron repetidos fres veces con cada una de las

concentraciones de principio activo y para cada uno de los pH fijados.

La Fig. 32 recoge la densidad de absorcion (umol/g) de los
anticancerigenos 5-fluorouracilo y ftorafur por las particulas compuestas. En
ambos casos, puede apreciarse que esta absorcion se ve claramente
afectada por el pH del medio de polimerizacion, independientemente de la
concentraciéon de farmaco empleada: al decrecer la [OH], la absorcidn cae,
debido a que la cinética de polimerizacion es mds lenta. Esta mejor absorcidn
al utilizar pH menos dcidos también se obtiene con ofros fdrmacos, como el
ciprofloxacino (105, 220). Podemos explicar este efecto si tenemos en cuenta
el mecanismo de polimerizacidn previamente descrito: una rdpida
polimerizacion (valores altos de pH) permite una mejor captaciéon de farmaco.
Aungue nuestros datos indican que la mayor absorciéon se logra a un pH ~ 4
utilizando la mayor concentracion de farmaco (102 M), 46.3 £ 1.1 ymol/g en el
caso del ftorafur y 38.2 + 1.5 umol/g en el caso del 5-fluorouracilo, y que ésta
va disminuyendo progresivamente con el pH hasta situarse entorno a 0.52 +
0.03 umol/g en el caso del ftorafur y 0.16 + 0.03 umol/g en el caso del 5-
fluorouracilo, cuando la [HCI] = 102 M; como puede apreciarse al comparar
las Figs. 32a y 32b existen diferencias en cuanto al anticancerigeno empleado.
Las particulas mixtas absorben mads ftorafur, debido a que este
anticancerigeno es mas lipodfilo que el 5-fluorouracilo, por lo que su absorcidn
en el recubrimiento hidréfobo polimérico estd favorecida (94, 154, 222, 223,
225).
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Fig. 32. Densidad de absorcion (umol/g) de 5-fluorouracilo (a) y de ftorafur (b) por las particulas
compuestas, en funcién de la concentracion de HCI.
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4.3.2.4. Efecto de la concentracién de anticancerigeno.

La influencia de la concenfracidon de principio activo presente en el
medio de polimerizacion sobre su incorporacidn en la matriz de
poli(alguilcianoacrilatos) es un fendmeno muy estudiado que, de forma
general, implica un efecto positivo del aumento de la concenfracion de
farmaco sobre la eficacia de la vehiculizacion (218, 220, 222, 223, 232, 233).
Este efecto es predecible en las particulas constituidas por un ndcleo
magnético (en nuestro caso: hierro carbonilo) y un recubrimiento de
polialquilcianoacrilato (en nuestro caso: polibutilcianoacrilato) (105). En cuanto
a la incorporacion por ofros fransportadores, son muchos los sistemas
ensayados desde liposomas hasta  nanoparticulas de  Eudragit®,
policaprolactona o poli-lactida-co-glicolida, observdndose una baja eficacia
de incorporacion debido a las caracteristicas del fdrmaco ya comentadas
(218, 234).

El andlisis de la influencia de la concentracion de 5-fluorouracilo y de
ftorafur sobre su incorporacién por las particulas recubiertas se realizd
siguiendo la rutina de sintesis y el procedimiento de determinacion
espectrofotométrico ya descritos vy justificados. Para ello, la Unica variable que
se infrodujo en la metodologia de polimerizacion fue la concenfracion de
estos antineopldsicos. Las concentraciones molares utilizadas fueron: 104, 5-10-
4,103, 5-10% y 102 Los experimentos se repitieron fres veces con cada una de

las concentraciones molares de fdrmaco.

La Fig. 33 muestra la cantidad de 5-fluorouracilo y de ftorafur absorbido
por las particulas mixtas en funcidén de la concentracion de farmaco en el
equilibrio. Como puede apreciarse, la absorcidén de 5-fluorouracilo y de ftorafur
aumenta con la concentracién de farmaco presente en el medio de
polimerizacion, sugiriéndose una fendencia a la saturacion  para
concenfraciones superiores a las ensayadas. Por lo tanto, existe una mayor
eficacia en la captacién mecdnica ya que mds fdrmaco es susceptible de ser

afrapado en la red polimérica.
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Fig. 33. Densidad de absorcién (umol/g) de 5-fluorouracilo (a) y de ftorafur (b) por las particulas
compuestas en funcién de la concentracion de éstos.
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De esta manera, los valores de densidad de absorcion obtenidos, en el
caso del 5-fluorouracilo, pasardn de 0.31 £ 0.03 umol/g para la concentracion
inicial menor (104 M), a 43.33 + 1.37 umol/g cuando la concentracion inicial
utilizada es 102 M; y, en el caso del ftorafur, pasardn de 0.69 + 0.02 umol/g para
la concentracion inicial menor (104 M), a 58.13 £ 1.34 pymol/g cuando la
concentracion inicial utilizada es 102 M. Como se ha explicado anteriormente,
las particulas compuestas absorben mds ftorafur, debido a la mayor hidrofobia
de este antficancerigeno en comparacion con el 5-fluorouracilo (94, 154, 222,
223, 225). Por ofro lado, no existe ningun efecto apreciable de la
concentracion de farmaco sobre el aspecto de la suspension de nanosferas

gue se obtiene.
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4.4. LIBERACION DE LOS

ANTINEOPLASICOS DESDE LAS

PARTICULAS RECUBIERTAS.

Una vez estudiadas y determinadas las condiciones optimas de

vehiculizaciéon de los fdrmacos antineopldsicos 5-fluorouracilo y ftorafur en las

nanoparticulas compuestas, mediante dos métodos: i) la adicién de los

principios activos en el momento en el que se forman las particulas; vy ii) la

adsorcion tras la formacidon e incubacion de las nanoparticulas en una

disolucidon de éstos; pasaremos a aplicarlas para la obtencidn de las particulas

gue se utilizardn en los ensayos de liberacion in vitro. Estas condiciones son:

Método de adsorcion: las particulas sintetizadas se ponen en
contacto con una solucién de 5-fluorouracilo o de ftorafur con una
concentracion 102 M, durante 24 horas, a 25.0 £ 0.5 °C y bajo
agitacion mecdanica. La concentracion final de las particulas mixtas
serd del 1 % (p/v). De esta manera, la cantidad vehiculizada por las
particulas recubiertas es 159.69 = 7.33 umol/m?2, en el caso del 5-
fluorouracilo, y 202.62 = 5.23 umol/m?2, en el caso del ftorafur. Con el
objetivo de estudiar el efecto de la cantidad de fdrmaco
vehiculizada sobre la cinética de liberacion, se obtuvieron
parficulas mixtas utilizando una concentracién 103 M de 5-
fluorouracilo o de ftorafur en el medio de contacto; logradndose
de esta forma la adsorcidn de 44.37 + 2.97 umol/m2, en el caso
del 5-fluorouracilo, y de 52.72 + 1.09 uymol/m2, en el caso del

ftorafur.

Método de absorcion: sintesis de las particulas compuestas bajo las
siguientes condiciones: i) adicion del principio activo antes de
anadir el monémero; ii) 2 horas de polimerizacién, para asegurar
la adecuada formacién de las particulas mixtas cargadas de

antineopldsico; iii) una concentraciéon de hierro carbonilo en el
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medio de polimerizacion del 0.75 % (p/v); iv) la concentracion de
mondmero anadida al medio de polimerizacion serd del 1 %
(p/v), ya que concentfraciones mayores soélo provocan un
aumento de la cantidad de residuos de la sintesis, principalmente
particulas poliméricas puras; v) una concenrtacion de dextrano-
70 del 1 % (p/v) (su presencia juega un papel decisivo en la
formacion de particulas compuestas estables, homogéneas vy
con una distribucion de tamanos estrecha); vi) una
concentracion de HCI 104 N, ya que concentraciones inferiores
inducen la formacion de particulas inadecuadas para la
administracion parenteral, y un pH excesivamente dcido reduce
la vehiculizacion de farmaco; y vii) una concentracion 102 M de
5-fluorouracilo o de ftorafur en el medio de polimerizacién, si
bien, podrian utilizarse en principio concentraciones mayores, ya
gue no se ha alcanzado todavia la saturacién del proceso. Bajo
estas condiciones, la absorciéon obtenida, en el caso del 5-
fluorouracilo, es de 43.33 =+ 1.37 umol/g y. en el caso del ftorafur, de
58.13 + 1.34 ymol/g. Sin embargo, con el objetivo de estudiar la
influencia de la cantidad de principio activo vehiculizada sobre la
cinética de liberacion, se obtuvieron particulas recubiertas
utilizando una concentracién 103 M de 5-fluorouracilo o de
ftorafur en el medio; logrdndose de esta forma la absorcion de
5.99 £ 0.19 umol/g, en el caso del 5-fluorouracilo, y de 10.64 £ 0.56

umol/g, en el caso del ftorafur.

4.4.1. Efecto del pH del medio de liberaciéon y de la

cantidad de farmaco vehiculizado sobre la
cinética de liberacion.

El estudio de la liberacidon de los antficancerigenos ftorafur y 5-

fluorouracilo fue realizado a las particulas con fdrmaco vehiculizado tras

un proceso de adsorcion, con soluciones de principio activo con una
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concentraciéon 102 6 103 M; y, también, a las particulas sintetizadas en un

medio de polimerizacion con una concentracion de farmaco 1026 103 M.

En ambos casos, las suspensiones de particulas recubiertas se
cenftrifugaron a 13500 rom durante 3 minutos, con el objetivo de eliminar el
farmaco no incorporado. Las particulas recubiertas (1.5 g) fueron suspendidas
en un medio de liberacidon constituido por 10 mL de tampdn NaOH-KH2PO4
(oH = 7.4) o por 10 mL de una solucion de HCI (pH = 2). La temperatura fue
mantenida a 37.0 £ 0.5 °C en todo momento, y los ensayos se realizaron
por triplicado. Las muestras tomadas del medio (1.5 mL) a un intervalo de
tiempo prefijado (0.08, 0.16, 0.33, 0.5, 0.66, 0.83, 1, 1.5, 2, 3, 6, 12 y 24
horas), fueron centrifugadas a 13500 rom durante 15 minutos para realizar
el andlisis de su absorbancia 6ptica a 271 nm. Un volumen igual de la
solucion tampodn correspondiente, mantenido a la misma temperatura, fue
anadido al medio de liberacion tras cada toma de muestra con el objetivo
de mantener las condiciones sink. Todo resto de particulas presente en las
muestras retiradas del medio de liberacion, fue retornado inmediatamente
a éste tras la centrifugaciéon y andlisis de la concentracion de principio
activo. La misma metodologia de medida utilizada en la estimacion de la
vehiculizaciéon de farmaco (105, 220-223), fue empleada en los ensayos de

liberacion.

La Fig. 34 muestra la liberacion de 5-fluorouracilo desde las particulas
recubiertas (hierro carbonilo/polibutilcianoacrilato) en funcidon del tiempo, en
un medio de incubacién con un pH = 7.4 o con un pH = 2. Si el pH del medio
de liberacion es 7.4 (Fig. 34a), puede apreciarse un proceso bifdsico e
independiente de la canfidad de principio activo vehiculizado: en primer
lugar, una fase de liberacion répida (alrededor del 85 % en los primeros 50
minutos), mientras que el 15 % restante se libera lentamente durante los
siguientes 70 minutos. Esta rapida primera fase de liberacion, probablemente
signifique la pérdida de 5-fluorouracilo asociado a la superficie o débilmente
atrapado (adsorbido en los poros superficiales) (235). Sin embargo, la
liberacion mds lenta que se produce durante la segunda fase, puede deberse

a la difusion de farmaco a través de la matriz de la cubierta polimérica, a la
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degradaciéon de esta cubierta polimérica, o a ambos procesos, ya que se ha
demostrado que el proceso de liberacidon es consecuencia directa de la
degradacién de la matriz polimérica mediante erosion superficial (101, 154,
236). Este perfil bifasico, caracteristico de la  familia de los
poli(alquilcianoacrilatos), sugiere que la mayor parte del 5-fluorouracilo se
encuentra adsorbida en la superficie de las particulas mixtas, en lugar de en su
matriz polimérica, como ha sido comprobado en fdrmacos de muy diversa
naturaleza (53, 227, 237, 238). Los resultados obtenidos fambien muestran que
la canfidad acumulativa de farmaco liberada se acrecenta ligeramente al

aumentar la cantidad de farmaco vehiculizado (235).

La liberacion de 5-fluorouracilo desde las particulas cargadas
mediante el proceso de adsorcion, es casi completa tras 30 minutos. Esta
rapida cinétfica de liberacion sugiere que el principio activo se encuentra
adsorbido exclusivamente en la superficie externa de las particulas mixtas.
Ademas, un incremento de la cantidad de 5-fluorouracilo vehiculizada
induce un aumento de la cantidad acumulativa de farmaco liberado
(235).
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Fig. 34. Liberacién de 5-fluorouracilo (%), adsorbido o absorbido, desde las particulas
recubiertas (m, o) en funcién del tiempo de incubacién en una solucién tampdn NaOH-
KH2PO4 (pH =7.4) o en un medio de dispersion de pH =2, a 37.0 £ 0.5 °C. La concentracion
de fdrmaco fijada en el medio de adsorcion o de polimerizacién es 103 M (simbolos
huecos y lineas punteadas) o 102 M (simbolos llenos y lineas continuas).

Cuando el pH del medio de liberacidén se encuentra fijado en 2, se
obtienen unos perfiles de liberaciéon (Fig. 34b) similares a los obtenidos a pH

= 7.4 (Fig. 34a), con la excepcion de que se observa una velocidad de
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liberacidbn mucho mas lenta: se logra la liberacion del 85 % del total
vehiculizado tras unos 90 minutos, y el 15 % restante se libera lentamente
durante los siguientes 90 minutos. La significativa aceleracion de la
velocidad de erosion superficial al aumentar el pH del medio de
liberacion, es consecuencia del papel crucial que juegan los iones OH- en
la hidrdlisis de la cadena lateral alquilica del recubrimiento polimérico: el
incremento de la concentracion de iones hidroxilo al aumentar el pH,
induce un mayor ataque hidrolitico a las uniones C-C poliméricas, 1o que
provoca una degradacion mdas rapida y, como consecuencia, una mayor
velocidad de liberacidon de principio activo (236-239). El resto de las
caracteristicas de este proceso bifdsico, descrita previamente al discutir
los datos obtenidos a pH = 7.4, se mantienen iguales. Por otro lado, la
liberaciéon de 5-fluorouracilo desde las particulas cargadas mediante el
proceso de adsorcion es también mas lenta a este pH y, de hecho, puede

considerarse completa tras 60 minutos.

Recogemos en la Fig. 35 la liberacion de ftorafur desde las particulas
compuestas en funcién del tiempo, en un medio de incubacién de pH=7.4 6
2. Cuando el medio de liberacion tiene un pH = 7.4 (Fig. 350), se observa un
proceso bifdsico independientemente de la cantidad de fdrmaco
vehiculizada: en primer lugar, una etapa de liberaciéon rapida (alrededor del
85 % en los primeros 60 minutos), mientras que el 15 % restante se libera
lentamente durante los siguientes 120 minutos. La rapida cinética de liberacioén
apreciada en la primera fase, probablemente signifique la pérdida del ftorafur
asociado a la superficie o débilmente atrapado (adsorbido en los poros
superficiales) (235). Sin embargo, la lenta cinética asociada a la segunda fase
del proceso de liberaciéon, puede deberse a la difusion de farmaco a través de
la matriz de la cubierta polimérica, a la degradacion de esta cubierta
polimérica, o a ambos procesos, ya que se ha comprobado que la liberacion
es consecuencia directa de la erosion superficial de la matriz polimérica (101,
154, 236). Este perfil bifdsico, caracteristico de la familia de los
poli(alguilcianoacrilatos), sugiere que la mayor parte del ftorafur esta
adsorbida en la superficie de las particulas compuestas, como ha sido

estudiado en principios activos de muy diversa naturaleza (53, 227, 237, 238).
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Los resultados también muestran que la cantidad acumulativa de farmaco
liberada se acrecenta ligeramente al aumentar el contenido en pricipio activo

presente en las particulas recubiertas (235).

La liberacion de ftorafur desde las particulas cargadas mediante el
proceso de adsorcidon, es casi completa tras 60 minutos. Esta rdpida
cinética de liberacion sugiere que el fdrmaco se encuentra adsorbido
exclusivamente en la superficie externa de las particulas compuestas.
Ademas, un incremento de la cantidad de ftorafur vehiculizada induce un

aumento de la cantidad acumulativa de antineopldsico liberado (235).

Al fijar el pH del medio de liberacion en 2, se obtfienen unos perfiles
de liberacion (Fig. 35b) similares a los obtenidos a pH = 7.4 (Fig. 35a), con
la excepcion de que se aprecia una cinética de liberacion algo mds lenta:
se logra la liberacion del 85 % del total vehiculizado tras unos 120 minutos,
y el 15 % restante se libera lentamente durante los siguientes 240 minutos.
La significativa influencia del pH del medio de liberacion sobre la
velocidad de erosidon superficial, es consecuencia del papel crucial que
juegan los iones OH- en la hidrdlisis de la cadena lateral alquilica del
recubrimiento polimérico: el incremento de la concentracién de iones
hidroxilo al aumentar el pH, induce un mayor ataque hidrolitico a las
uniones C-C poliméricas, lo que provoca una degradacion mds rdpida vy,
como consecuencia, una mayor cinétfica de liberacion del fadrmaco (236-
239). El resto de pardmetros caracteristicos de este proceso bifdsico,
descritos previaomente al discutir los datos obtenidos a pH = 7.4, no se
alteran. Por otro lado, la liberacidén de ftorafur desde las particulas
cargadas mediante adsorcidon es también mds lenta a este pH y, de

hecho, puede considerarse completa tras 90 minutos.
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Fig. 35. Liberacion de ftorafur (%), adsorbido o absorbido, desde las particulas mixtas (m, o)
en funcioén del tiempo de incubacién en una solucion tampdn NaOH-KH2PO4 (pH =7.4) o
en un medio de dispersion de pH =2, a 37.0 £ 0.5 °C. La concentracidn de principio activo
fijiada en el medio de adsorcidn o de polimerizacién es 103 M (simbolos huecos y lineas

punteadas) o 102 M (simbolos llenos y lineas continuas).
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5. Conclusiones.

El principal objetivo de este trabajo de investigacion es la consecucion,
bajo condiciones optimas, de un sistema fransportador de fdrmacos
anfineopldsicos (5-fluorouracilo y ftorafur) consistente en nanoparticulas
formadas por un nlcleo magnético y un recubrimiento polimérico
biodegradable. Del mismo se pueden extraer, en resumen y de forma

principal, las siguientes conclusiones:

1. Sobre la sintesis de las nanoparticulas compuestas.

Se ha puesto a punto un procedimiento reproducible de sintesis de
particulas coloidales esféricas de composicidn mixta, formadas por un ndcleo
magnético (hierro carbonilo) y un recubrimiento polimérico

(polibutilcianoacrilato) biodegradable.

Para optimizar las condiciones de la sintesis, se analizé el efecto de la
relacion de pesos inicial mondmero/nucleo magnético sobre las particulas
compuestas obtenidas, y se concluyd que la relaciéon 4/3 es la dptima para la

realizacion de la sintesis de las particulas compuestas.

De esta manera, se ha logrado el diseno de un sistema de liberacion
modificada de farmacos constituido por un nucleo magnético, responsable
del pequeno tamano, morfologia esférica y propiedades magnéticas de las
particulas obtenidas; y por un recubrimiento polimérico, muy apropiado para

el transporte vy liberacién modificada de fédrmaco.

2. Sobre la estructura, la composicion quimica y las propiedades

magnéticas.

El andlisis del espectro de infrarrojos constituye una nueva prueba de la
eficacia del recubrimiento, ya que permitié la identificacion de los grupos

funcionales del polimero en las particulas compuestas. Las bandas del
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espectro de las particulas compuestas son menos intensas debido a la

presencia de una menor cantidad de polimero en éstas.

Los espectros de 'H-RMN y BC-RMN de las particulas poliméricas,
permitieron la identificacion de los diferentes grupos funcionales del polimero
y, junto con el espectro de infrarrojos, constituyen una prueba de la obtencidon
de las particulas de polibutilcianoacrilato por polimerizacion del mondmero

correspondiente.

El andlisis de las propiedades magnéticas mediante la determinacion de
la curva de primera imanaciéon y el ciclo de histéresis del hierro carbonilo y de
las particulas compuestas, permitié apreciar cémo el recubrimiento polimérico
reduce la imanacioén de la muestra. Sin embargo, el comportamiento del

hierro carbonilo y de las particulas compuestas es muy similar.

Por lo tanto, de este apartado puede concluirse que nuestras particulas
compuestas cumplen el requisito que buscdbamos: su superficie es
comparable a la del polimero, pero tienen la propiedad de ser magnetizables,

por lo que constituyen un vehiculo ideal para el transporte de farmacos.

3. Sobre las propiedades eléctricas superficiales.

El estudio comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los
tres tipos de particulas mediante electroforesis constituye una nueva prueba
de la eficacia del recubrimiento. Este oculta muy eficazmente el nucleo
magnético, haciendo que la superficie de las particulas compuestas sea

indistinguible de la de las particulas de polimero.

4. Sobre la termodindmica superficial.

Utilizando un modelo termodindmico aplicable a la interfase

solido/liquido, ha sido posible llevar a cabo una completa caracterizacion
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termodindmica superficial de las particulas sintetizadas. Para ello, se ha
readlizado la determinacion experimental del dngulo de contacto, sobre

comprimidos, del agua, de la formamida y del diodometano.

El modelo permite caracterizar el sélido mediante fres componentes de
su energia libre superficial: W (Lifshitz-van der Waals, representativa de las
inferacciones no polares o dispersivas en la interfase), x* (aceptor de

electrones o dcido de Lewis) y 5 (donante de electrones o base de Lewis).

La diferente naturaleza de las superficies de hierro carbonilo,
polibutilcianoacrilato y particulas compuestas, se manifiesta en los cambios
sufridos por las interacciones interfaciales entre el sélido y los liquidos de
ensayo, y en general, en las diferentes confribuciones a la energia superficial

total de cada tipo de sdlido.

Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se manifiestan
en las caracteristicas hidrofobas/hidrofilas de los diferentes materiales. La
naturaleza hidréfila del hierro carbonilo se pierde al ser recubierto por el
polimero hidréfobo, o que se considera una prueba anadida de la eficacia

del recubrimiento.

5. Sobre el mecanismo de formacién del recubrimiento polimérico en

las particulas compuestas.

Empleando la informacion obtenida del estudio electrocinético vy
termodindmico de nuestros materiales, hemos justificado el mecanismo de
formacion de la capa de recubrimiento polimérico sobre los nucleos
magnéticos. Esta se genera como consecuencia de la atraccién
electrostatica entre las particulas de hierro carbonilo cargadas positivamente y
los carbaniones de polimero con carga negativa, lo que induce Ila
concentracién de los Ultimos en las inmediaciones de la superficie del hierro
carbonilo. El recubrimiento polimérico termina de forjarse gracias a que las

interacciones dacido-base y de van der Waals son netamente atractivas. Es
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decir, termodindmicamente es mds favorable para el polimero permanecer en

contacto con el hierro carbonilo que estar aislado en el agua.

6. Sobre la capacidad de transporte y liberacion controlada de los

farmacos antineopldsicos 5-fluorouracilo y ftorafur.

Para la determinacién de la incorporaciéon de principio activo por las
particulas compuestas, se ha disenado un procedimiento original que permite
esta cuantificacion de forma reproducible, fundamentado en técnicas
espectrofotométricas. Este método estd basado en la correccidén de los valores
de absorcidon obtenidos tras el ensayo de vehiculizacion, mediante la
eliminaciéon de las absorbancias generadas por los residuos de la sintesis y los
productos de degradacion de las particulas. Este método ha sido validado y
utilizado también en la cuantificacion de la cantidad de fdrmaco cedida al

medio en los ensayos de liberacion.

Las condiciones Optimas de vehiculizacion de los fdrmacos
antineopldsicos 5-fluorouracilo y ftorafur en las nanoparticulas compuestas han
sido estudiadas y determinadas, mediante dos métodos: i) la adicidn de los
principios activos en el momento en el que se forman las particulas; vy ii) la
adsorcién fras la formacion e incubacion de las nanoparticulas en una
disolucidon de éstos. Estas condiciones han sido empleadas para la obtencion
de las particulas a utilizar en los ensayos de liberacidn in vitro de

antineopldsico.

El andlisis de la incorporacion superficial de 5-fluorouracilo y de ftorafur
por las particulas recubiertas, mediante técnicas espectrofotométricas vy
electroforéticas, pone de manifiesto la contribucion de la adsorcién superficial
al proceso de vehiculizacidon de estos principios activos. Se ha observado un
efecto positivo de la concentracion de antineopldsico en el medio de

contacto sobre la cantidad adsorbida por las particulas mixtas.
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De la contribuciéon de las variables de la sintesis sobre la absorcion de
estos dos anticancerigenos, cabe destacar el papel desempenado por el pH
del medio de polimerizacidén y por la concentracion de farmaco. Un pH
moderadamente dcido (pH = 4) permite una rdpida cinética de
polimerizacion, lo que induce una mayor captacion mecdnica de
antineopldsico. Por ofro lado, al incrementarse la concentracidon de
anficancerigeno, mayor cantfidad de éste se encontrard disponible para ser
captada. En cuanto a la concentracion de mondmero, su aumento no
conlleva una mejora de la vehiculizacion vy si el incremento de la formacion de
residuos de la sintesis de particulas compuestas. La presencia de dextrano-70
en el medio no afecta a la vehiculizacién, pero si a la calidad de la suspensidon

obtenida para uso parenteral.

Los estudios de liberacion de 5-fluorouracilo y de ftorafur revelan, en
ambos casos, un perfil de cesidon de fdrmaco bifdsico que se encuentra
marcadamente afectado por el pH del medio de liberacidon y la cantidad de
farmaco vehiculizado. En cuanto al pH, el incremento de la concentracion de
iones hidroxilo al aumentar éste, provoca una degradaciéon mds rapida del
recubrimiento polimérico de las particulas y, como consecuencia, una mayor
velocidad de liberacidon de principio activo. En cuanto a la cantidad de
fdrmaco cargado, los resultados obtenidos muestran que la canfidad
acumulativa liberada aumenta ligeramente con la cantidad vehiculizada por

las particulas compuestas.

Podemos concluir, por tanto que el procedimiento de vehiculizacién de
los antficancerigenos mediante absorcidon permite obtener una mayor
incorporacion de fdrmaco en las particulas y una cinética de liberacion

menor, en comparacion con la metodologia de adsorcién superficial.
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