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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Sistemas transportadores de farmacos.

A veces se considera que la ciencia de las interfases y de los
sistemas coloidales es una parte de la Fisicoquimica con interés sobre
todo académico. Estas ideas, sin embargo, se han ido desechando en
los ultimos afos dado que, en la practica, la fenomenologia de las
superficies e interfases se infiltra en muchas areas de la tecnologia,
que van desde el desarrollo y fabricacion de nuevos productos hasta
fendomenos con implicaciones en la Biologia y la Ciencia del Medio

Ambiente. Con todo, muchos aspectos de importancia critica de la
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ingenieria de sistemas coloidales se considera que estan subexplotados
o mal entendidos. Conseguir la integracion de un conocimiento bien
fundamentado de la ciencia de las superficies con su aplicabilidad en
procesos tecnologicos puede suponer, segun muchos autores, un paso
importante en el desarrollo de nuevas técnicas en muy diversos

campos.

Como es sabido, la actividad biologica de una sustancia
terapéuticamente activa (un farmaco) depende, ante todo, de Ia
naturaleza de su interaccion con el tejido u o6rgano diana. Para que la
interaccion se produzca, es necesario, en primer lugar, que el farmaco
esté en el sitio deseado en cantidad suficiente como para conseguir la
respuesta buscada: lo que significa que el agente terapéutico deberia
liberarse en un lugar concreto del organismo y a una velocidad
controlable. Esto se puede conseguir si la sustancia activa se formula
adecuadamente antes de la administracion. Por ejemplo, la misma
cantidad de principio activo puede tener un efecto diferente cuando
viene formulada como solucion oral de cuando se encuentra en forma
de capsulas o comprimidos, debido a las diferencias en la velocidad a
la que el principio activo es absorbido por el tubo digestivo en estos
casos. La preparacion de medicamentos a partir de las sustancias
activas puras es, por ello, un extenso e importante campo dentro de las
ciencias farmacéuticas, que incorpora elementos de la ingenieria y
ciencia de los materiales, de la quimica fisica, de la ciencia de los
polimeros, de la quimica de las soluciones y de la bioquimica, entre

otros (Craig, 1994).
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Cuando un farmaco se administra a un paciente, debe atravesar
una serie de membranas lipidicas hasta llegar al lugar donde se
necesite su accion. El mecanismo de transporte a través de las barreras
bioldgicas es todavia objeto de debate, aunque suele admitirse que la
mayoria de los farmacos las atraviesan por difusion pasiva. Por otro
lado si bien muchos farmacos pueden formularse para diversas vias de
administracion, la oral es la més frecuentemente usada, puesto que
permite la absorcion satisfactoria de un amplio nimero de principios

activos.

Sin embargo, una gran variedad de fadrmacos no pueden
administrarse por via oral, pues la cantidad inalterada absorbida a
través de la membrana del tracto gastrointestinal es demasiado
pequefia como para producir un efecto terapéutico. Como resultado de
estas y otras dificultades, muchos firmacos deben administrarse por
rutas alternativas, como la via de administracion parenteral, la topica,
la inhalatoria, la rectal o la intranasal, entre otras. La administracion
parenteral es particularmente importante porque evita muchos de los
problemas asociados con la liberacion oral de farmacos. Aparte la
distribucion de los principios activos inyectados dependeré de la ruta
de administracion; en este sentido aunque la administracion
intraarterial suele indicarse a menudo como un método para
direccionar los farmacos a los 6rganos diana, diversas dificultades
asociadas con esta ruta limitan su utilizacién. En concreto, el espesor
de las arterias, la alta presion de la sangre en las mismas y el
considerable riesgo asociado a la administracion de la inyeccion,
hacen preferibles las vias de administracion intravenosa, intramuscular

o subcutanea en la mayoria de los casos.
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No obstante, hay ocasiones en las que las formas de
administracion  convencional (tabletas, capsulas, disoluciones
inyectables, etc.), son inapropiadas. A menudo, las formas de
dosificacion convencionales requieren una administracion repetida
con objeto de mantener la concentracion de farmaco en la sangre a un
nivel suficientemente alto como para asegurar un efecto terapéutico.
La administraciéon crénica puede resultar un inconveniente para el
paciente, conduciendo a un pobre cumplimiento del régimen de
dosificacion prescrito. Ademds, una administracion repetida puede
provocar considerables fluctuaciones en los niveles plasmaticos de
farmaco entre dosis, causando a veces efectos toxicos secundarios a
una repuesta inadecuada al principio activo cuando las
concentraciones plasmaticas se encuentran por encima del nivel
terapéutico. Un método para solucionar estos problemas es el
desarrollo de sistemas de liberacion controlada (también Ilamada
liberacion modificada), en los que el farmaco es liberado desde la
forma de dosificacion a una velocidad constante (o casi constante)
durante un periodo prolongado de tiempo. Estas formas de
dosificacion pueden ser administradas por via oral en dispositivos
tales como las matrices poliméricas, desde las que el farmaco se
difunde lentamente, o como granulos esferoidales recubiertos por una
pelicula polimérica insoluble. Alternativamente, los sistemas de
liberacion controlada pueden formularse para administracion
parenteral, por ejemplo, como sistemas acuosos de particulas para via
intravenosa o como suspensiones aceitosas para uso intramuscular.
También se han disefiado preparaciones de liberacion modificada para

la administracion topica, nasal, vaginal o inhalatoria.
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Una aproximacion relacionada es el desarrollo de sistemas
transportadores direccionales de farmacos. Aunque es deseable que el
principio activo difunda al interior del tejido de interés, una
proporcion significativa de aquel se distribuira hacia otras regiones del
cuerpo, lo que lleva asociado dos importantes inconvenientes: en
primer lugar, el farmaco puede actuar en otros d6rganos o tejidos
ademas del diana, aumentando la probabilidad de efectos adversos, v,
en segundo lugar, la concentracion del principio activo en el lugar de
accion puede ser baja, dando lugar a una pobre accién. Por lo tanto, se
hace patente la necesidad de dirigir el firmaco hacia el tejido u 6érgano

de interés en lugar de permitir una libre circulacion sistémica.

Los sistemas transportadores se utilizan para liberar el
principio activo en un area especifica del cuerpo (direccionalidad) y
para retardar y prolongar su liberacion (liberacion modificada). De
entre ellos, los sistemas dispersos se han utilizado extensamente con
ambos propositos, principalmente para la direccionalidad. De forma
general, son sistemas constituidos por suspensiones acuosas de
particulas de origen polimérico que contienen principios activos,
normalmente administradas por via parenteral. Las caracteristicas que
debe cumplir un sistema coloidal para poder ser utilizado por via

parenteral son (Craig, 1994):

= Deben facilitar que el farmaco se acumule selectivamente
en el lugar de accion requerido, con concentraciones

residuales muy pequefias en la circulacion sistémica.
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= Las particulas portadoras deben ser capaces de transportar
una cantidad apropiada de farmaco porque si no lo hacen,
la dosis requerida puede ser demasiado grande como para

una administracion practica.

= El farmaco debe liberarse a una velocidad adecuada en el

lugar de accion.

= El coloide debe ser estable in vitro y en su transito al lugar

requerido in vivo.

= El sistema debe presentar una toxicidad e inmunogenicidad
minimas, ademas de ser biodegradable para prevenir su

acumulacion organica.

= El sistema debe ser relativamente simple de producir a

nivel industrial.

= [as autoridades sanitarias deben reconocer los materiales

que constituyen el coloide como no téxicos.

Los sistemas coloidales se administran principalmente por via
parenteral como se ha indicado, pues, generalmente, las particulas no
son absorbidas intactas por otras rutas como la gastrointestinal. Tras
su administracion como sistema inyectable, el destino de las particulas
coloidales en el sistema circulatorio dependerd de la via de

administracion y del tamafio y caracteristicas superficiales de las
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particulas (Allen y Cullis., 2004; Arruebo y cols., 2007; Craig, 1994;
Duran y cols., 2008; Pankhurst y cols., 2003).

En cuanto al tamafio de las particulas transportadoras, se sabe
que si éste excede de 7 um se acumularan en los pulmones, ya que a
este nivel se localiza la primera red de capilares que las particulas se
encuentran. Las particulas de pequefio tamafio pasaran esta red y seran
retiradas de la circulacion sanguinea principalmente por el sistema
inmune. Las células y los tejidos responsables de la eliminacion fisica
de las particulas de la circulacion sanguinea constituyen el Sistema
Fagocitico Mononuclear (SFM) (van Furth, 1970). Los principales
tejidos asociados con el SFM son el higado, la médula ésea y el bazo,
de los cuales el primero es normalmente el mas importante. Por
ejemplo, se ha comprobado (Bradfield, 1980) que después de inyectar
por via intravenosa globulos rojos de oveja en ratones, el 90 % es
retenido en el higado, el 5 % en el bazo y un porcentaje infimo en la
médula 6sea. Dentro del higado, las células de Kupffer son las
principales responsables de la eliminaciéon por fagocitosis de las
particulas, aunque los hepatocitos y las células endoteliales también
desempeflan un cierto papel. También hay macréfagos en los
pulmones, pero estos tienden a estar asociados con la membrana
alveolar en la interfase aire-membrana mas que en los capilares
alveolares, por lo que este no es un lugar significativo en la

eliminacion de las particulas de la circulacion sanguinea.

El SFM constituye el principal obstdculo para al uso de los
sistemas coloidales transportadores de farmacos, pues cualquier

coloide inyectado serd rapidamente retirado de la circulacion en el
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primer minuto posterior a la inyeccion. Sin embargo, este
inconveniente se puede convertir en una ventaja si el objetivo es tratar
cualquier enfermedad de este sistema. En concreto, la lepra, la
tuberculosis y la leptospirosis conllevan una infeccion de las células
macrofagas, por lo que es tedricamente posible direccionar el farmaco
a esas cé€lulas incorporandolo en particulas coloidales (Fidler y cols.,
1982). Una forma de evitar el SFM consiste en suprimirlo, de modo
que los coloides inyectados permaneceran en la circulacion durante
periodos de tiempo prolongados, aunque este método es en si mismo
peligroso por la inmunodeficiencia asociada que se genera en el

paciente (Poste y Kirsh, 1983).

Cuando se inyecta una particula coloidal en el torrente
sanguineo, diversos componentes de la sangre se adsorben sobre la
superficie de ésta, proceso conocido como opsonizacion (Silverstein y
cols., 1978). Los mecanismos involucrados son complejos pero, en
general, se cree que moléculas flexibles como las proteinas no
globulares y los polisacaridos se adhieren a la particula mediante un
gran nimero de enlaces, comparativamente débiles, por molécula. Se
cree que moléculas mas rigidas, como las proteinas globulares, sufren
un reordenamiento estructural al adsorberse sobre la particula
circulante, posiblemente por ruptura de enlaces tipo van der Waals
entre las partes hidréfobas del interior de la molécula. Esta ruptura de
enlaces incrementa la flexibilidad de la proteina como un todo,
aumentando también, como consecuencia, la entropia del sistema y

haciendo irreversible el proceso de adsorcion.
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Después de la opsonizacion, las particulas son reconocidas por
el SFM y se produce la fagocitacion por los macrofagos. Se cree que
aunque es dificil prevenir la eliminacion de las particulas opsonizadas,
es posible evitar el proceso de opsonizacion alterando las
caracteristicas superficiales de las particulas. El proceso de
reconocimiento puede estar relacionado con el tamafio, la carga
superficial y la naturaleza quimica del coloide (Bradfield, 1984; Hsu y
Juliano, 1982). Las particulas con tamafio comprendido entre 300 nm
y 2 um, tienden a localizarse en las células de Kupffer del higado,
mientras que las que tienen un didmetro entre 100 y 300 nm tienden a
hacerlo en los hepatocitos (Tomlinson, 1983). Se ha sugerido que las
particulas cargadas negativamente son retenidas preferentemente a
nivel hepatico, mientras que las cargadas positivamente se acumulan a
nivel pulmonar (Illum y Davis, 1982). Sin embargo, se debe tener en
cuenta que la carga superficial de una particula antes de la inyeccion
no sera necesariamente la misma que cuando esté circulando en la
sangre, una vez que haya tenido lugar el proceso de opsonizacidn; por
lo tanto, debe tenerse una gran cautela en la interpretacion de los
resultados. A pesar de que, tal y como se ha sugerido, todos los
coloides adquieren una carga superficial negativa cuando han sido
inyectados, hay cierta confusion sobre el papel de la carga inicial de la
particula en el proceso de opsonizacion (Wilkins y cols., 1979). En
general, las particulas hidréfobas tienden a ser eliminadas a una mayor
velocidad que las hidrofilas (van Oss y cols., 1975), por lo que una de
las posibles consecuencias de la opsonizacion puede ser el hacer que
las particulas se vuelvan mas hidrofobas y, por lo tanto, que haya mas

probabilidad de que sean atrapadas y eliminadas por el SFM.
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En la fase de opsonizacion estan implicados determinados
componentes de la sangre (opsoninas) que interaccionaran con la
superficie del coloide, haciéndolo menos hidréfilo y, por lo tanto, més
susceptible de ser captado por el SFM. Por ello, a pesar de ser dificil,
es posible prevenir (o retrasar) el proceso de opsonizacion mediante la
modificacion de las caracteristicas superficiales de las particulas. La
utilizacion de tensioactivos para recubrir las particulas coloidales
permite hacer que sean madas hidrofilas, lo que retrasara su
reconocimiento por el SFM y generara una estabilizacion estérica que

reducird la adhesion particula-macrofago.

Otro problema asociado con la direccionalidad del principio
activo es que, aunque el SFM sea evitado, las particulas también
deben ser capaces de abandonar la circulacion para acceder al érgano
diana. Evidentemente, las particulas usadas como transportadores de
farmacos no pueden simplemente difundir a través de las membranas
capilares del mismo modo que lo hacen las moléculas, mucho mas
pequetias. Sin embargo, si las particulas son retenidas de forma fisica
en la red capilar del 6rgano y se produce la liberacion lenta del
farmaco, la extravasacion de éste no es un problema, ya que difundira
a través de los capilares mientras las particulas quedan atrapadas en el

sistema sanguineo (Maeda y cols., 2003).

1.1.1. Transportadores magnéticos coloidales de

farmacos.

Dentro de los diferentes sistemas coloidales disefiados para el

transporte especifico de farmacos destacan, por sus grandes

10




Margarita Lopez-Viota Gallardo

posibilidades, los transportadores magnéticos coloidales. La
Tecnologia de Transportadores Magnéticos surgid en los afios 40 en el
contexto de la purificaciéon de las aguas residuales; dentro de las
aplicaciones bioldgicas de esta tecnologia destacan: el tratamiento de
aguas residuales, la inmovilizacion enzimatica, la separacion
magnética por afinidad de biomoléculas, la seleccion de un tipo de
células entre una poblacion celular, el transporte de fairmacos y los

biosensores (Dekker, 1989; Miyabayashi y Mattinason, 1988).

También en el campo biomédico se han propuesto numerosas
y prometedoras aplicaciones de los coloides magnéticos de tamafo
submicrométrico y nanométrico. Algunas de estas son: la terapia
celular (separacion y etiquetado celular), el tratamiento de tumores
mediante hipertermia, imagen por resonancia magnética (como
agentes de contraste), la reparacion de tejidos y, particularmente, el
transporte de farmacos (Arias y cols., 2001, 2007; Pankhurst y cols.,
2003; Tarjat y cols., 2003; Gupta y Gupta, 2005).

Los principales beneficios de estos sistemas dentro del campo
terapéutico son la eliminacion de reacciones adversas que
frecuentemente derivan de la distribucién sistémica de los farmacos y
la posibilidad de reducir la dosis precisa de un agente terapéutico por
peso corporal, disminuyendo los posibles efectos adversos derivados
de las dosis tradicionales. Ademas, se solucionan los problemas de
inestabilidad en los fluidos biolégicos o in vivo del farmaco. De esta
manera, podriamos pensar, por ejemplo, en la utilidad de estos
sistemas en la terapia antiparkinsoniana, como vehiculos que faciliten

el paso de la levodopa a través de la barrera hematoencefalica para
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poder llegar a su lugar de accion en el cerebro y evitar la degradacion

de ésta en el resto del organismo. Por otro lado, el reconocimiento y la

eliminacion del sistema coloidal por el SFM se verian retrasados, al

estar concentradas las particulas en un lugar determinado del

organismo por accion de un campo magnético, lo que impediria su

libre distribucion y llegada al higado.

Las caracteristicas que idealmente debe tener un transportador

magnético de fArmacos son (Senyei y cols., 1978):

12

Pequefio tamafo (inferior a 1.4 pm), para permitir la
distribuciéon a nivel capilar y la perfusiéon uniforme al

organo o tejido diana.

Una respuesta magnética adecuada a los campos y
gradientes magnéticos externos alcanzables técnicamente, a

la velocidad de flujo presente en los sistemas fisiologicos.

Capacidad para transportar una amplia variedad de agentes
terapéuticos en cantidad suficiente como para permitir el
transporte de cantidades activas bioldgicamente, sin hacer
que el organismo se cargue demasiado de material

magnetizable.

Velocidad controlable (o predecible) de liberacion del

farmaco en el lugar deseado.




Margarita Lopez-Viota Gallardo

Propiedades superficiales que permitan una maxima

biocompatibilidad y una minima antigenicidad.

Biodegradabilidad, y minima toxicidad de los productos de

degradacion.

La accién del principio activo liberado por un transportador

magnético coloidal en el lugar diana puede desarrollarse mediante

varios mecanismos (Belikov y Kuregyan, 2001):

El farmaco es liberado del sistema transportador detenido
por el campo magnético en la pared del vaso, y ejerce su

accion segun el mecanismo habitual.

El principio activo (de caracter enzimatico) actiia al mismo
tiempo que estd unido al sistema transportador

inmovilizado en la pared del vaso.

El fidrmaco es transportado junto con el sistema
transportador desde el vaso sanguineo directamente al

tejido o a las células diana.

Los sistemas transportadores magnéticos de farmaco pueden

diferenciarse en dos categorias principales segin el origen de su

recubrimiento (Pouliquen y Chouly, 1999):

» Celular: Eritrocitos, neutréfilos y linfocitos.

> Sintético:

= Particulas

13




Capitulo 1. Introduccion

«  Cépsulas

= Vesiculas

La utilizacion de microtransportadores celulares magnéticos
fue sugerida inicialmente por Zimmerman y Pilwat, (1976). En este
sentido, los eritrocitos pueden comportarse como microrreservorios de
un sistema de liberacion lento y la técnica preferida para su obtencion
es la didlisis hipotdnica (Iannone y cols., 1991; Lewis y Alpar, 1984;
Miiller y cols., 1996).

Las nanocapsulas magnéticas pueden prepararse mediante la
polimerizacion del correspondiente monomero [p.ej.:
alquilcianoacrilato (Okon y cols., 1994) o glutaraldehido (Ibrahim y
cols., 1983)] en presencia de las particulas magnéticas. La matriz de
tipo microcapsula magnética se prepara mediante la adicion de una
mezcla acuosa caliente de albimina (Gupta y cols., 1994) o almidén
(Hung y cols., 1990; Mosbach y Schroder, 1979), particulas de
magnetita y el farmaco, en una fase oleosa en agitacién continua, y
enfriando a una temperatura de menos de 20 °C. El tamafio de
particula obtenido puede controlarse y la ultrasonicacion permite la
preparacion de microcapsulas en el rango de tamafo de 0.2 a 2 um. La
preparacién de las microcépsulas reservorias se realiza, entre otros
métodos, mediante coacervacion. De esta manera, se obtienen
microcapsulas grandes (200 a 500 um) y las particulas magnéticas

presentes en la mezcla inicial pueden tener hasta 1.6 um.

Las emulsiones magnéticas O/A se obtienen mediante la

utilizacion de una dispersion de magnetita en 4cido oleico o en oleato
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de etilo (Mosbach y Schroder, 1979; Morimoto y cols., 1982;
Morimoto y Akimoto, 1983) como fase dispersa. Proteinas como la
caseina, la albiimina sérica bovina o la gelatina pueden utilizarse como
estabilizadores en la fase continua acuosa. Los liposomas magnéticos
(Morimoto y Akimoto, 1983; Kiwada y cols., 1986) se preparan
mediante la evaporacion de una dispersion en cloroformo o éter de un
lipido y particulas de magnetita, y la hidratacion de la capa
lipido/magnetita con un sistema tamponador. Los componentes
magnéticos mas utilizados son el hierro, la magnetita y la ferrita de

bario, altamente dispersados.

1.1.2. Algunos ejemplos.

Los farmacos utilizados en el transporte magnéticamente
controlado pueden clasificarse segiin su peso molecular en principios
activos de bajo peso molecular (inferior a 1000 Da) y, en péptidos y
proteinas (superior a 1000 Da). Los anticancerigenos que mas han
sido vehiculizados son la adriamicina (Widder y cols., 1978; Gupta y
cols., 1986, 1988), la doxorrubicina (Widder y cols., 1979; Senyei y
cols., 1981) y la plasmina (Hung y cols., 1990; Mosbach vy cols.,
1979) en albumina; la dactinomicina (Okon y cols., 1994) y el
conjugado poli-L-lisina-metotrexato (Ibrahim y cols., 1983) en
poliglutaraldehido; la mitomicina C (Kato y cols., 1979, 1984) en
etilcelulosa; el 5-fluorouracilo y el ftorafur en
poli(alquilcianoacrilatos) (Arias y cols., 2008a, b, c¢); la metilCCNu
(Morimoto y Akimoto, 1983) en emulsiones; y la inulina (Kiwada y
cols., 1986) en liposomas. Los eritrocitos magnéticos también han

sido utilizados para el transporte local de acetilsalicilato para prevenir
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la agregacion plaquetaria (Samokhin y cols., 1987) y, para el
transporte de diclofenaco sodico para tratar las articulaciones
inflamadas doloridas (Miiller y cols., 1996; Jain y cols., 1994). Entre
los farmacos de elevado peso molecular en los que ha sido ensayado
un guiado magnético externo destaca la insulina, entre otros péptidos
y proteinas utilizados en endocrinologia (Langer, 1983; Kost y cols.,

1985; Saslawski y cols., 1988).

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

intravascular (Gupta y Hung, 1994).

Sin embargo, se ha demostrado el potencial de las
microcapsulas magnéticas en el tratamiento experimental en pacientes
con carcinomas (Kato, 1982; Kato y cols., 1979, 1981; Goldberg y
cols., 1991; Audisio y cols., 1990), tumor de vejiga (Kato y cols.,
1980) y hepatomas (Sako y cols.,, 1986). Las microcapsulas

magnéticas de albumina han demostrado su eficacia en el tratamiento
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del sarcoma de Yoshida inducido en ratas (Widder y cols., 1979,
1983; Morris y cols., 1984).

Por otro lado, la oclusion de los vasos sanguineos de un tumor
mediante embolizaciéon puede permitir la eliminacién de este, sin
necesidad de intervencion quirtrgica. Entre los diferentes agentes
oclusivos, se ha investigado la utilizacion de microparticulas
magnéticas para el tratamiento de los aneurismas intracraneales
(Alksne y cols., 1967) y de los hipernefromas (Turner y cols., 1975).
Se ha demostrado que los coloides magnéticos son superiores a otros
agentes que, principalmente, obliteran los vasos sanguineos
principales e inducen una circulacion colateral. Para alcanzar la
diminuta red vascular de los vasos sanguineos pueden utilizarse
pequefias particulas, pero estas pasaran mas facilmente a través de las
desviaciones arteriovenosas dando lugar a una embolizacion pulmonar
o de otro tipo indeseable (Sako y cols., 1982). La administracién
magnéticamente controlada de particulas de hierro carbonilo (Barry y
cols., 1981), microesferas de ferropolisacarido (Sako y cols., 1982) y
microcapsulas de etilcelulosa magnética (Kato y cols.,, 1984),
representa una alternativa eficaz para confinar las particulas
magnéticas en los vasos sanguineos diana. El efecto terapéutico de los
preparados coloidales para embolizacion puede potenciarse mediante
un calentamiento inducido de las particulas magnéticas (hipertermia)

que calentaran asi selectivamente el tumor (Sako e Hirota, 1986).
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1.1.3. Guiado y localizacion

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

vitro esta determinada por la fuerza magnética que actiua sobre ellos

debido a su imanacion (A% ) y a la existencia de un gradiente de un
gradiente de campo magnético. Por ejemplo, si Z es la direccion en la
que se aplica el campo magnético y se supone que un gradiente esta
establecido en la misma direccion, la fuerza sobre una particula cuyo

momento magnético es L, vale:
F z= U —/ (1)

Cuanto mayor sea la imanacion de saturacion (M) de las
particulas, menor serd el gradiente de campo magnético preciso para la
retencion del microtransportador magnético, y mayor sera la eficacia

del guiado magnético (Charles y Popplewell, 1980).

Para el transporte magnéticamente controlado de farmacos y la
emboloterapia, el transportador magnético sélo quedara retenido en el
organo o tejido 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) (Gupta y Hung,
1994). Se acepta que a velocidades de flujo sanguineo arteriocapilar

de 0.05 — 0.1 cm/s, un campo magnético aplicado de 0.8 T es
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suficiente para permitir la localizacion deseada del 100 % del
transportador magnético que contenga un 20 % de magnetita (Kato y

cols., 1984; Senyei y cols., 1978; Widder y cols., 1978).

En cuanto a la velocidad con que se produce el proceso de
liberacion del farmaco desde el sistema transportador magnético
coloidal, se ha demostrado que esta velocidad puede incrementarse
mas de 30 veces mediante la exposicion del sistema a un campo
magnético externo oscilatorio (Langer, 1983). El mecanismo puede
implicar el desplazamiento de las cadenas poliméricas con o sin la
entrada de agua, la cual induce una mayor disolucion del farmaco

(Kost y cols., 1985; Saslawski y cols., 1988).

Diversos factores influyen en la distribucion tisular de este tipo
de transportadores (Ranney, 1988; Gupta y Hung, 1989). Parametros
como la via de administracion, ya que el destino de las particulas
coloidales en el sistema circulatorio debe ser seguro y eficaz, es decir,
con la minima cantidad de particulas magnéticas transportar un
maximo de fAirmaco hacia el lugar elegido; asi como el tamafo, que
afecta a la biodistribucion de transportadores de farmaco no
magnéticos, influyen igualmente en el guiado de los transportadores

magnéticos (Lubbe y cols., 1999; Morimoto y cols., 1980).

Otra forma de incrementar la respuesta magnética es aumentar
el contenido magnético de las microcépsulas. Sin embargo, esta
aproximacion esta limitada por la reduccion proporcional en contenido

de farmaco (Gupta y Hung, 1988) y, en el caso de los eritrocitos y
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otras c€lulas sanguineas, por la resistencia al shock osmético y a los

fendmenos de turbulencia (Jain y Vyas, 1994).

La evaluacion experimental de la distribucion tisular de este
tipo de transportadores ha sido estudiada en microcapsulas de
albimina que contienen en torno a un 20 % de particulas de magnetita
(Gupta y Hung, 1994). Se ha demostrado que se puede lograr un
incremento de entre 8 y 25 veces en la concentracion de farmaco en el
tejido diana con un tercio de la dosis convencional administrada. Por
ejemplo, comparado con una disolucién de adriamicina administrada
por via intravenosa, se ha demostrado que la administracion
intrarterial de un 1 % de la dosis normal de este fArmaco mediante
microcapsulas magnéticas de albumina en presencia de un campo
magnético de 0.8 T logra la misma concentracion de anticancerigeno
en el lugar diana (Widder y cols., 1978). A excepcion de los polimeros
bioadhesivos y de las microcapsulas de etilcelulosa, todos los
experimentos han sido realizados con campos externos inferiores a 0.4
T y se han observado perfiles farmacocinéticos diferentes segun el
tamafio de particula, el tipo de campo magnético y la profundidad y
permeabilidad del érgano o tejido diana (Gupta y Hung, 1990; Ovadia
y cols., 1983).

En general, el uso de transportadores magnéticos estd
restringido por las dificultades propias del acceso al lugar diana y por
la necesidad de un campo magnético externo (con intensidad de
campo apropiada, gradientes de campo constantes y con la geometria
adecuada), si bien este ultimo inconveniente puede solucionarse con la

utilizacion de implantes magnéticos introducidos en el lugar de accion
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mediante cirugia menor (Duran y cols., 2008; Gupta y Hung, 1989,
1990).

1.2. Antineoplasicos.

1.2.1. Generalidades.

El cancer es en la actualidad, en el entorno occidental, la
segunda causa de muerte, por detrdas de los accidentes
cardiovasculares. En Espana, unas 150.000 personas son victimas del
cancer cada afno y en el mundo son mas de ocho millones (Piédrola-

Gil, 2001).

Se trata de una enfermedad en la que el organismo pierde el
control sobre la capacidad de regulacion del crecimiento celular, lo
que se traduce en una neoplasia o formacién de un gran nimero de
células. Se suele generar una masa sélida de células o tumor primario
que obstruye vasos y oOrganos. Este tumor puede extenderse a otros
lugares del organismo (metastasis), lo que suele ser la causa de la
muerte del paciente. Por ello, el objetivo de la terapéutica
antineoplasica es la eliminaciéon completa de toda célula cancerosa

mediante métodos quirurgicos, radioterapicos y farmacologicos.

El mecanismo que causa el descontrol de la proliferacion
celular en el cancer es un cambio de la informacion o de la expresion
de los genes. Este cambio es consecuencia de factores internos y
externos. Los factores internos consisten en mutaciones puntuales que

afectan a una base, translocaciones, y adicion o eliminacion de una
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base durante el proceso de reparacion celular. Esto provoca una
alteracion en la estructura de proteinas relevantes como, por ejemplo,
el factor de crecimiento. Los factores externos son los virus, las
radiaciones (rompen el ADN mediante la formacion de radicales

libres) y los compuestos quimicos (se unen covalentemente al ADN).

De forma general, los farmacos antineoplasicos actiian
frenando la proliferacion y el crecimiento celular por lo que su diana
son los acidos nucleicos, el ADN o el ARN, o la divisién mitotica vy,
excepcionalmente, su accion es inhibir la sintesis de proteinas. Estos
principios activos no muestran especificidad por las células tumorales;
sin embargo, debido a que estas son las que mas radpidamente se
multiplican, actian mayoritariamente sobre ellas. Por ello mismo, sus
efectos secundarios se centran en las células sanas de crecimiento

rapido.

Los primeros antitumorales que se utilizaron, las mostazas
nitrogenadas, provenian del gas mostaza, utilizado como arma
quimica durante la Primera Guerra Mundial; y otros, como el
cisplatino, se descubrieron por casualidad. La accion citotoxica de las
mostazas nitrogenadas en el tejido linfoide (leucopenia) fue estudiada
en el linfosarcoma en ratones, y a partir de los afios 40 se comenzo6 a
estudiar en humanos naciendo asi la era de la quimioterapia
antineoplasica moderna a partir de los afios sesenta. Los primeros
antimetabolitos en producir remisiones notables fueron los antifolatos
(finales de los afios cuarenta) y también los primeros en curar un
tumor sélido (metotrexato) en los anos sesenta (Hardman y cols.,

2003).

22




Margarita Lopez-Viota Gallardo

El desarrollo de farmacos antitumorales es uno de los campos

que mas ha aportado a la terapéutica en los ultimos treinta afios.

Aunque la diana sea casi siempre la misma, el mecanismo de accion

difiere entre los distintos antineoplasicos. Por esto se clasifican en

varios grupos:

Antimetabolitos. Actuan en la fase de sintesis del ciclo
celular, alterando la sintesis de ADN y de ARN. Son
analogos estructurales de los metabolitos que normalmente

intervienen en los procesos de crecimiento y division.

Productos naturales. Dentro de este grupo se encuentran los
inhibidores de la mitosis, los inhibidores de Ias
topoisomerasas, los antibidticos y las enzimas. Los
inhibidores de la mitosis se unen a la tubulina, bien
inhibiendo la formacion de microtibulos (alcaloides de la
Vinca), o bien exagerandola y haciéndola poco funcional
(taxanos). En cualquier caso, provocan el cese del ciclo
celular en la metafase. Los inhibidores de la topoisomerasa
I son el alcaloide de la planta camptotecina y sus analogos
(topotecan e irinotecan); los que inhiben la toposisomerasa
II son los derivados de la podofilotoxina (etésido y
teniposido) y los antibidticos antraciclinicos (rubicinas).
Los antibidticos tienen varios mecanismos de accion
debido a su diversidad estructural: intercalantes entre
cadenas de ADN, inhibidores de las topoisomerasas y

modificadores de la membrana celular; no suelen ser
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especificos del ciclo celular.  Las enzimas actuan
rompiendo aminodcidos como la L-asparraginasa que

rompe la asparragina.

= Agentes alquilantes. Tienen gran afinidad por el ADN y las
proteinas, y adicionan a estos sus radicales muy reactivos.
Enlazan cadenas de ADN impidiendo su replicacion y la
transcripcion de ARN. Actuan en cualquier fase del ciclo

celular.

= Otros compuestos. En tumores hormonodependientes son
utiles diversas hormonas y sus antagonistas. Existen,
ademas, otras sustancias de naturaleza muy diversa como

los anticuerpos monoclonales y la miltefosina.

Uno de los principales obstaculos para curar la enfermedad
cancerosa es el desarrollo de resistencias a los principios activos
antitumorales por parte de las células neoplasicas. Es posible que,
desde el principio, todas o una fraccion de las células cancerosas sean
intrinsecamente resistentes al farmaco (resistencia de novo). Pero,
también es posible que las células inicialmente sensibles al farmaco
antitumoral, puestas en contacto con éste, desarrollen procesos de
adaptacion utilizando mecanismos de diversa naturaleza, como la
modificacion de una proteina diana, el aumento del proceso de
inactivacion farmacologica, la disminucion de la permeabilidad del
principio activo en la célula, el aumento en la actividad de los
mecanismos de salida o de expulsion del farmaco, o el aumento de la

velocidad de reparacion del ADN alterado.
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1.2.2. 5-fluorouracilo.

El 5-fluorouracilo se comenz6 a tomar en consideracion para
la terapia antineopldsica cuando Waisman (1957) lo ensayo6 en ratas
para tratar la leucemia. Al afio siguiente, Curreri y cols. (1958)
realizaron los primeros ensayos clinicos con este principio activo. A
partir de 1960 se utiliza en tumores sélidos después de los estudios
que realiz6 Wilson en el carcinoma de vejiga (Wilson y cols., 1959).
Ya en los afos 60 se intenta reducir la toxicidad del 5-fluorouracilo

(Lemon y Mozden, 1964).

En la década de los 70 se utilizaba combinado con otros
farmacos como adriamicina o citoxano en el tratamiento del cancer
avanzado de proéstata (Soloway y Tidwell, 1977) y con metotrexato en
el adenocarcinoma mamario (Brown y Ward, 1978). En los afios 80 se
utiliza contra el cancer de ovario combinado también con metotrexato
y cisplatino (Conte y cols., 1985). También en esta década se estudia
su utilizacién en los canceres de cabeza y cuello (Forastiere y cols.,
1987), en el colon-rectal (Weinerman y Orr, 1986) y en el de las
glandulas salivares (Airoldi y cols., 1989). Durante los afios 90 se
extiende su uso en combinacion con otros farmacos contra el cancer
de pecho y en los canceres del tracto gastrointestinal (Teo y cols.,

1995).

El 5-fluorouracilo pertenece al grupo de prioridad 1 en la
clasificacion que establece la Organizacion Mundial de la Salud para

los antineoplésicos (Sikora y cols., 1999) en funcidon de criterios
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avalados cientificamente, segun su utilidad en el tratamiento de
tumores y segun la incidencia global de los tumores que responden a
la terapia. El S5-fluorouracilo se utiliza en la actualidad como
monoterapia o como parte de terapia combinada en los siguientes

casos (Cueto y cols., 2001; Flérez, 2003):

= Tratamiento paliativo (via parenteral) de canceres de
mama, esofago, estobmago, higado, recto, cabeza y cuello,
vejiga, rindn, prostata, cerviz, endometrio y ovario. En
pacientes con cancer de pancreas no curados por cirugia o
radioterapia se utiliza como tratamiento paliativo o como

tratamiento coadyuvante a cirugia o radioterapia.

= Tratamiento (via tdpica) de alteraciones cutaneas
precancerosas o cancerosas como la queratosis solar y
senil, la enfermedad de Bowen, y los epiteliomas malignos

superficiales simples o multiples.

En terapia combinada se puede utilizar por ejemplo junto a
acido polinico en el céncer gastrointestinal o, con ciclofosfamida y
metotrexato o doxorrubicina en el cancer de mama (Cueto y cols.,

2001; Florez, 2003).

Del S5-fluorouracilo hay que resefiar como negativo su
toxicidad y su alta capacidad para generar resistencias. Es por ello,
que el empleo de un sistema de liberaciéon modificada de farmaco, que
podria lograr el transporte guiado del 5-fluorouracilo hasta el 6rgano o

tejido diana, permitiria una reduccion de la dosis neta administrada vy,
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asi, sus efectos toxicos. También se solucionaria la posible aparicion
de resistencias al localizarse el anticancerigeno en elevada

concentracion en las cercanias de la célula tumoral.

% Estructura quimica.
El 5-fluorouracilo es un bioisostero del uracilo que tiene en

posicion 5 un atomo de flaor en lugar de hidrogeno (Figura 1).

0
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H

Figura 1. Estructura quimica del 5-fluorouracilo.
% Mecanismo de accion.

El 5-fluorouracilo, como antineoplasico antimetabolito, acttia
en la fase de sintesis del ciclo celular interfiriendo en la sintesis de
ADN y de ARN. Es un andlogo estructural de la uridina, la cual
interviene en los procesos de crecimiento y de division celular. Actua
como falso sustrato en el proceso de sintesis (fase S del ciclo celular)
de los constituyentes esenciales de los 4cidos nucleicos provocando la
sintesis de un ADN andémalo o incluso la detencion del proceso de

sintesis de acidos nucleicos.
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El més sencillo de los andlogos de la base pirimidinica uracilo
es el 5-fluorouracilo. En su molécula incorpora un dtomo de flaor en
posicién 5 en lugar del hidrogeno. El 5-fluoruracilo actia mediante
dos mecanismos: i) inhibicion de la timidilato-sintetasa; y ii)
incorporaciéon al ARN (Hardman y cols., 2003). Para ello, el 5-
fluorouracilo tiene que convertirse antes en desoxiribonucledtido

(4cido 5-fluorodesoxiuridilico o 5-FAUMP).

Para ejercer su accion citotoxica, el 5-fluorouracilo necesita
sufrir una conversion enzimatica (ribosilarse y fosforilarse) hasta
nucledtido. Existen varios mecanismos para la formacion del
nucledtido 5’-monofosfato (F-UMP) en las células animales. El 5-
fluorouracilo puede ser transformado en fluoridina por Ia
uridinfosforilasa, para seguir hasta F-UMP mediante la uridincinasa o
bien reaccionar directamente con 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP),
en una reaccion catalizada por la orotatofosforribosil-transferasa hasta
dar lugar a F-UMP. Para este tltimo compuesto se cuenta con varias
vias metabolicas, incluida la incorporaciéon de ARN. Una secuencia
reactiva que es crucial para la actividad antineoplasica incluye la
reduccion del nucleétido difosfato por la reductasa de difosfato de
ribonucleotido hasta el nivel de desoxinucleétido y la formacion final
de 5-fluoro-2’-desoxiuridina-5"-fosfato (F-dUMP). El 5-fluorouracilo
también puede ser convertido directamente en 5-FUdR por la
timidinfosforilasa y, en el siguiente paso, a F-dUMP, que es un
potente inhibidor de la sintesis de timidilato por accion de la
timidincinasa. Esta via metabdlica compleja para la formacion de F-
dUMP puede ser esquivada mediante el complejo de

desoxirribonucledsido de fluorouracilo y floxuridina
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(fluorodesoxiuridina o FUdR), que es convertido directamente en

FAUMP por la timidincinasa.

La interaccion entre F-dUMP y la enzima timidilato sintetasa
ocasiona la delecion de TTP (timidin-trifosfato), un constituyente
necesario del ADN. El cofactor de folato 5,19-metilentetrahidrofolato
y el F-dUMP forman un complejo ternario de enlace covalente con el
enzima. Dicho complejo inhibidor se asemeja al estado de transicion
que se forma durante la reaccidon enzimatica normal cuando se
transforma dUMP en timidilato. El complejo fisioldgico evoluciona
hasta la sintesis de timidilato por transferencia del grupo metileno y
dos atomos de hidrogeno tomados del folato para formar dUMP, pero
esta reaccion es bloqueada por el complejo inhibidor, por
estabilizacion del enlace de flior y carbono en F-dUMP. Por este

motivo, se produce la inhibicion sostenida del enzima.

El 5-fluorouracilo también se incorpora en el ADN y en el
ARN. En las células tratadas con éste, el F-dUTP y el dUTP (sustrato
que se acumula tras bloquear la reaccion de la timidilato-sintetasa) se
incorporan en el ADN en lugar del TTP fisiologico agotado. No se ha
precisado la importancia de la incorporacion del F-dUTP y del dUTP
en el acido desoxirribonucleico. Es probable que la incorporacion del
desoxiuridilato, el fluorodesoxiuridilato o ambos compuestos en el
ADN ponga en marcha un proceso de separacion y reparacion. Dicho
proceso puede ocasionar rotura del filamento de ADN, porque para la
reparacion de este acido se necesita TTP, pero falta este sustrato a
consecuencia de la inhibicion de la timidilatosintetasa. La

incorporacion de S-fluorouracilo en el ARN también ocasiona
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toxicidad, al quedar comprometido el procesamiento y las funciones

del ARN.

Existen mecanismos bioquimicos que originan resistencia a los
efectos citotoxicos del 5-fluorouracilo. Estos mecanismos incluyen la
pérdida o reduccion de la actividad de las enzimas necesarias para
activar el 5-fluorouracilo, la disminucion del nivel de la pirimidin-
monofosfato cinasa (que disminuye la incorporacion en el ARN), la
amplificaciéon de la timidilato-sintetasa y la alteracion de la propia
timidilato-sintetasa que no es inhibida por F-dUMP. La respuesta al 5-
fluorouracilo muestra una importante correlacion con bajas cifras de
las enzimas deshidrogenasa de dihidrouracilo y timidinfosforilasa. El
nivel de la timidilato-sintetasa es controlado de forma estricta por un
mecanismo de retroalimentacion autorreguladora por el que el enzima
interactua con su propio ARN mensajero y controla su eficiencia de
traduccion. Este mecanismo permite la modulacion rapida del nivel de
timidilato-sintetasa para la division celular, y también puede ser un
medio importante por el que las células cancerosas se vuelven
rapidamente 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 maximos
del complejo ternario inhibido con la timidilato-sintetasa. La adicién
de folato exdgeno en la forma de 5-formil-tetrahidrofolato (o
leucovorina) intensifica la formacion del complejo y muestra una
mayor respuesta al 5-fluorouracilo. Excepto las reservas insuficientes
de folato intracelular, no se conoce cual de los demas mecanismos (si
existen) conllevan resistencia clinica al 5-fluorouracilo y sus

derivados.
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Ademas de la leucovorina, otras sustancias se han combinado
con 5-fluorouracilo para intensificar la actividad citotéxica por medio
de una modulaciéon bioquimica. Entre las combinaciones mas
interesantes en clinica con el 5-fluorouracilo destacan el metotrexato,
el interferén, la leucovorina o el cisplatino. Existe una interaccion
sinérgica con el 5-fluorouracilo de sustancias que inhiben las primeras
fases de la biosintesis de pirimidina, como el N-fosfonoacetil-L-
aspartato (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 se
utiliza antes pero no después del mismo. La combinacién con
cisplatino y 5-fluorouracilo ha producido una respuesta impresionante
en tumores de las vias aerodigestivas superiores, pero no se conoce en

detalle la base molecular de dicha interaccion.

1.3. Antiinflamatorios.

1.3.1. Generalidades.

La inflamacion no es una enfermedad, pero si un sintoma
frecuente en muchas de ellas, consecuencia de una respuesta defensiva
del organismo ante un estimulo que considera lesivo. Es una reaccion
caracteristica del tejido conjuntivo vascular, mediada por agentes
quimicos, y estereotipada desde un punto de vista morfolégico. El

proceso inflamatorio se caracteriza desde un punto de vista
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morfologico por una constriccion arteriolar transitoria seguida de una
dilatacion arteriolar y venular. El aumento de flujo axial favorece la
acumulacion central de células y la estasis sanguinea. Los leucocitos
se adhieren al endotelio vascular y el aumento de la permeabilidad
vascular favorece su migracion por diapédesis y la formacién de

edema por extravasacion de liquido intravascular.

La inflamacién puede definirse como la sucesion de cambios
que se producen en los tejidos vivos cuando se produce una agresion
de cualquier tipo, siempre y cuando el agente agresor no mate al
tejido, y que tienen su origen en el tejido conjuntivo vascular. La
respuesta inicial, inflamacién aguda, se caracteriza por un inicio
brusco, con manifestaciones muy llamativas en las que
histopatologicamente predominan los fendémenos vasculares y
exudativos. Una vez desencadenada la reaccion, los cambios
subsiguientes van a depender del tipo e intensidad del agente agresor y
del tejido afectado. La inflamacion aguda puede evolucionar como
sigue: resolucion, cicatrizacion con regeneracion o no del parénquima
lesionado, supuracion o inflamacidon cronica. Su duracién es de

minutos a pocos dias (Cotran y cols., 1995; Frolich, 1997).

La inflamacion cronica tiene una duracion mayor y se
caracteriza histologicamente por la presencia de linfocitos y de
macrofagos, y por la proliferacion de vasos sanguineos. Todos los
agentes etiologicos, cuando producen lesion en los diferentes tejidos
del organismo, originan una reaccién caracteristica del tejido
conjuntivo vascular, estereotipada desde el punto de vista

morfolégico, mediada por agentes quimicos, que clinicamente origina

32




Margarita Lopez-Viota Gallardo

manifestaciones locales y, en mayor o menor grado, sistémicas. A esta
respuesta similar ante causas muy diversas, marco de la respuesta

tisular a la agresion, se la denomina inflamacion.

Durante mucho tiempo se considero a la inflamaciéon como una
entidad independiente capaz de producir enfermedad, hasta que se
demostrd que la inflamacién no era una enfermedad en si misma sino
una respuesta saludable del organismo frente a los agentes agresores.
La respuesta inflamatoria estd muy relacionada con el proceso de la
reparacion. La inflamacién es util para destruir, diluir y localizar al
agente agresor y, al mismo tiempo, origina una serie secuencial de
acontecimientos que intentan curar y reconstruir la zona lesionada. En
este sentido, la inflamacion es fundamentalmente una respuesta de
caracter protector cuyo objetivo es librar al organismo del agente

agresor.

No obstante, la inflamacion puede ser perjudicial por su
intensidad. Para que se produzca una respuesta inflamatoria es
necesaria la existencia de un agente agresor capaz de producir una
lesion subletal y que exista la viabilidad tisular para reaccionar y
reparar el dafo ocasionado. Sin embargo, la separacion entre los
efectos directos del agente agresor y los resultantes de la reaccion
tisular es dificil de realizar y, muchas veces, la intensidad de la
respuesta tisular es mas perniciosa que la alteracion originada por el

agente agresor.

La inflamacién no es un proceso unico, sino una serie de

cambios hemodindmicos complejos que se producen en la zona
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lesionada. La respuesta inflamatoria tiene lugar en el tejido conjuntivo
vascularizado e implica a los constituyentes celulares y extracelulares
del mismo, incluyendo al plasma, a las células circundantes y a los
vasos sanguineos. Las células circulantes son los monocitos, los
eosinodfilos, los linfocitos, los polimorfonucleares neutréfilos, los
basofilos y las plaquetas. Las células del tejido conjuntivo son las
células cebadas, los fibroblastos, los macrofagos y los linfocitos
residentes. La matriz extracelular esta constituida por las proteinas
fibrilares estructurales (colageno y elastina) y las glucoproteinas
adhesivas (fibronectina, laminina, coldgeno no fibrilar, entactina,

tenascina), entre otras (Cotran y cols., 1995; Frolich, 1997).

La terapéutica de los procesos inflamatorios se basa en el
empleo de farmacos que interfieren a distintos niveles la secuencia de
eventos que dan lugar a la inflamacion. El tratamiento dependera del
tipo de enfermedad y de la gravedad de la misma. En casos leves y
autolimitados bastard con un tratamiento analgésico o con medidas de
apoyo no farmacoldgicas. Cuando los sintomas son graves o suponen
un riesgo para el paciente, debe iniciarse un tratamiento farmacoldgico

para reducir la inflamacion.

Podemos considerar distintos grupos de farmacos para el
tratamiento de las patologias inflamatorias. Estos se diferencian en el
grado de selectividad con que interfieren el proceso inflamatorio. Los
corticosteroides ejercen el bloqueo menos selectivo del proceso ya que
actuan a un nivel muy alto de la cadena de eventos bioquimicos
implicados en la inflamacion. Los corticosteroides bloquean la

fosfolipasa A,, impidiendo de este modo la generacion de
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prostanoides, lo que justifica no s6lo su accion antiinflamatoria sino
también su efecto inmunosupresor. Los antiinflamatorios no
esteroidicos (AINEs) son inhibidores de la ciclooxigenasa (COX). La
capacidad inhibidora de esta enzima es la responsable de su efecto
analgésico, antiinflamatorio y antipirético. Hay farmacos que act@ian
en procesos especificos como es el caso de los denominados
antirreumaticos especificos o farmacos modificadores de la

enfermedad.

Los citostaticos e inmunosupresores se emplean en las
enfermedades autoinmunes para suprimir la reaccidon inmunoldgica
causante de la inflamacion. El conocimiento de los mecanismos
intimos de la inflamacion, junto con el desarrollo de la Biologia
Molecular, ha conducido a la obtencién de anticuerpos monoclonales

antifactor de necrosis tumoral (TNF) (Cuellar, 1996).

Los analgésicos y antiinflamatorios no esteroidicos (AINEs)
constituyen, sin duda, uno de los grupos de medicamentos mas
empleados en clinica. Baste indicar que entre los 30 principios activos
mas empleados por el Sistema Nacional de Salud de Espafia, 7
pertenecen a este grupo, totalizando un consumo de cerca de 60
millones de envases durante el afio 1998 con cargo a la financiacion
publica (Ministerio de Sanidad y Consumo, 1999). El grupo de los
AINEs ofrece una gama muy extensa de productos equiparables en
eficacia y en incidencia de efectos adversos, y con grandes diferencias
en la respuesta individual incluso entre miembros de una misma

familia quimica. Los AINEs son fairmacos utilizados de forma masiva
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por la poblacion, tanto bajo prescripcion médica como en

automedicacion.

Tal masificacion esta justificada, en parte al menos, por los

siguientes hechos (Cuellar, 1996):
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Producen una respuesta terapéutica relativamente rapida,

previsible y eficiente.

Estan indicados, salvo raras excepciones, como tratamiento
sintomatico en cualquier condicion que curse con dolor

moderado o inflamacion.

Forman parte esencial del tratamiento en numerosas

indicaciones especificas.

Son medicamentos baratos en comparacion con otros

grupos.

Los analgésicos y los antiinflamatorios se utilizan desde
hace mucho tiempo, de ahi que estén incorporados en la

cultura popular.

Los efectos adversos graves que pueden llegar a producir
aparecen generalmente, cuando lo hacen, tras periodos

prolongados de tratamiento.
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En la molécula de todo AINE se localiza un carbono
asimétrico, que se dispone en el espacio en dos formas isoméricas:
dextrogira y levogira. La forma levégira tiene propiedades
antiinflamatorias y analgésicas a nivel central, mientras que la
dextrogira tiene poco efecto sobre las prostaglandinas periféricas. Esto
sugiere, por lo tanto, que la analgesia provocada por los AINEs puede
ser independiente de la sintesis de prostaglandinas. Dentro de los
AINE:s se distinguen dos subgrupos: 7) los inhibidores no selectivos de
la COX (inhiben la COX-1 y la COX-2), los cuales reducen
simultdneamente la fiebre, el dolor, la inflamacién y la funcién
fisioldgica de los prostanoides (inhiben la agregacion plaquetaria y
producen efectos adversos gastrointestinales y renales); y ii) los
inhibidores relativamente selectivos de la COX-2, farmacos que
mantienen los efectos primarios de los AINEs pero que no modifican
sustancialmente la formacion de prostanoides en los tejidos
gastrointestinal y renal, y en las plaquetas. Si bien se ha observado que
con este ultimo grupo se disminuye la incidencia de reacciones
adversas, particularmente las gastrointestinales, todavia no se han
podido establecer claramente los riesgos asociados a un uso crénico

(Cronstein y Weissmann, 1995; Launes, 2003).

Las enzimas ciclooxigenasa-1 y ciclooxigenasa-2 estan
codificadas en genes separados en diferentes cromosomas. La COX-1
estd en el cromosoma 9, y la COX-2 estd en el cromosoma 1. El gen
que codifica la COX-2 contiene regiones caracteristicas de genes de
respuesta rapida, que permiten una rapida sobreexpresion en respuesta
a estimulos inflamatorios, asi como una rapida infraexpresion en

ausencia de una estimulacion continuada. Por el contrario, la
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expresion del gen que codifica la COX-1 se produce de forma natural
en practicamente todos los tejidos sanos y no es sobreexpresado por
los estimulos antiinflamatorios, lo que implica una expresion
constitucional o constitutiva. Aunque ambas enzimas presentan un 60
% de homologia, hay algunas diferencias en la secuencia de
aminoacidos que delimita las zonas activas de las COX, lo que
repercute en la existencia de diferencias en el perfil de inhibicion entre

los AINEs tradicionales y los inhibidores de la COX-2.

1.3.2. Diclofenaco.

El diclofenaco es probablemente el AINE mas ampliamente
utilizado en todo el mundo. Este farmaco fue introducido en la
practica clinica hace mas de 20 afios para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias dolorosas. En la mayoria de los paises, se
encuentra comercializado en forma de sales de potasio; sin embargo,
en el Reino Unido, en México, en EE.UU. y en Espafia también se
puede encontrar en forma de sales de sodio. Este principio activo es
un inhibidor de las ciclooxigenasas COX-1 y COX-2, si bien tiene
mas afinidad por la primera isoforma de la enzima, a la que se asocian
la mayoria de los efectos adversos que presenta. Ademas, disminuye
las concentraciones de 4cido araquiddnico libre o presente en los
leucocitos. El diclofenaco estd indicado en los padecimientos
musculo-esqueléticos, en especial la artritis y los ataques de gota, en
el manejo del dolor causado por calculos renales y vesiculares, y en el
tratamiento de las migrafias agudas. También se puede utilizar en los
dolores menstruales y para tratar el dolor cronico de origen canceroso.

En caso necesario, el diclofenaco se puede combinar con derivados
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opiaceos. Asimismo, existen combinaciones con principios activos
psicoactivos (cloroprotixeno y amitriptilina), que pueden resultar
utiles en algunos pacientes oncologicos. Ademds, la fiebre causada
por la linfogranulomatosis maligna (linfoma de Hodgkin) puede
responder al tratamiento con diclofenaco (Cuellar, 1996).

¢ Estructura quimica

La estructura quimica del diclofenaco, dentro de los AINEs del
tipo acido arilalcanoico, es la caracteristica de un acido arilacético, en

concreto, de un 4cido fenilacético (Figura 2).

Cl

NH
Cl OH

Figura 2. Estructura quimica del diclofenaco.

Dado que, en un principio, la fijacién del acido araquidonico
sobre la ciclooxigenasa se produce a través del grupo carboxilico, la

presencia de este grupo (o de un sustituto isostérico) es imprescindible
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en cualquier molécula que aspire a actuar como competidor del acido
araquidonico. Una vez conseguida la fijacién a la enzima, el interés
reside en bloquearla, ocupando el lugar teéricamente reservado al
sustrato fisiologico. Este lugar es ocupado por un anillo aromatico,
como factor de aproximacién y estabilizacion de la unién a la
ciclooxigenasa. Para actuar como inhibidor competitivo de la
ciclooxigenasa es preciso que entre el grupo carboxilico y el anillo
aromatico exista un eslabon de un 4tomo de carbono. Este es
absolutamente decisivo en la fijacion, ya que la enzima presenta una
gran estereoselectividad, fijando solo aquellos restos carboxilicos
unidos a carbono con, al menos, un atomo de hidréogeno libre. Las
diversas sustituciones en zonas proximas al grupo carboxilico de los
acidos arilacéticos producen efectos importantes sobre la movilidad
del grupo y ello repercute en una fijacion mas o menos intensa a la
ciclooxigenasa. La introduccion de un grupo metilo en el carbono o

incrementa la actividad antiinflamatoria.

Los acidos fenilacéticos son sustancias estructuralmente muy
homogéneas. Casi todos ellos se utilizan como &cido libre (o en forma
de sales inorgéanicas de éste). En algunos casos, se han disefiado
derivados amidicos, como la difenpiramida, o hidroxiamidicos, como
el bufexamac. Dado que se trata de acidos acéticos y, por tanto, no
estan sustituidos ninguno de los dos atomos de hidrégeno en el
carbono a, el anillo aromatico puede estar ocupado en todas sus
posiciones relativas (orto, meta, para). En posicion orto son comunes
las sustituciones de restos electronegativos (nitrogeno u oxigeno),

generalmente unidos a anillos bencénicos secundarios. Cuando hay
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sustitutos en orto, el resto de las posiciones relativas del anillo

aromatico no suelen estar ocupadas.

1.4. Objetivos y plan de trabajo.

1.4.1. Objetivos.

En los apartados anteriores hemos descrito los aspectos
beneficiosos que cabe esperar del empleo de particulas magnetizables
como portadoras de farmacos. En principio el nimero de estos que
podrian utilizarse es muy amplio: s6lo se requiere que sea susceptible
de incorporarse a las particulas sintetizadas y que la dificultad e la
técnica se compense por el beneficio de la liberacion localizada y
controlada en el sitio de accion, sin distribucion sistémica

significativa.

Para el presente trabajo hemos elegido una antitumoral, el 5-
Fluorouracilo (5-Fu), y un antiinflamatorio, el diclofenaco sodico.
Ambos han sido suficientemente descritos en este capitulo, y su

eleccion esta justificada por las siguientes razones:

e El 5-Fu es un antitumoral de probada eficacia.

e Existe experiencia previa en nuestro grupo en lo
referente a su vehiculizacién, liberacion y
caracterizacion en disolucion.

e Nunca se ha ensayado una incorporacién a los sistemas

coloidales descritos en esta Tesis.
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Como hemos descrito anteriormente, el diclofenaco es un
excelente AINE. Nunca se ha probado, que sepamos su eficacia en
formulaciones de liberacion localizada, basadas en portadores
magnéticos y quizas seria ventajoso tal uso dado que, con frecuencia,
la inflamacion esta razonablemente localizada en muchas patologias.
En tales casos podria ser util sin duda la vehiculizacion en las

particulas que proponemos.

Finalmente, el sistema coloidal disefiado para el transporte de
ambos farmacos estd constituido por particulas de composicion mixta,
formados por un nucleo magnetizable (hierro carbonilo) y un
recubrimiento polimérico biocompatible (etilcelulosa). Este constituira
el almacén de farmaco, mientras que el nicleo dara a las particulas
compuestas la posibilidad de magnetizarse y responder a un campo
magnético externo, cuyo gradiente suministrarad la fuerza necesaria

para dirigir y localizar a las particulas.

El estudio sistematico que se describird se resume en los

siguientes objetivos:

1. Sintesis de las particulas coloidales compuestas, formadas
por un nucleo magnético (particula esférica de hierro) y de
un recubrimiento polimérico biocompatible (etilcelulosa).
Nos basaremos en el método de emulsion de un polimero
preformado (Arias y cols., 2007). Las particulas obtenidas
y la caracterizacion en cuanto a su forma, tamafo,
propiedades magnéticas, composicion quimica y estructura.

Se analizaran las condiciones (composicion del medio de
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polimerizacion) en las que se obtenga el mejor
recubrimiento y la maxima homogeneidad en tamafio de

los transportadores.

Estudio comparativo de las propiedades eléctricas
superficiales de los tres tipos de particulas (ntcleo,
polimero y particula recubierta) mediante electroforesis.
Uso de modelos tedricos para evaluar su carga eléctrica
superficial. Control de la misma en funcién de las

caracteristicas ionicas del medio de suspension.

Andlisis comparativo de las propiedades termodinamicas
superficiales de los tres tipos de particulas, mediante la
determinacion del é&ngulo de contacto de liquidos
seleccionados. Uso de modelos tedricos para evaluar dichas
propiedades. Estudio de la naturaleza hidrofila/hidréfoba

de las particulas.

Determinacion de la capacidad de incorporacion del
antineoplasico 5-fluorouracilo y del antiinflamatorio
diclofenaco sodico, por las particulas compuestas mediante

métodos espectrofotométricos y electrocinéticos.
Evaluacion de las cinéticas de liberacion de estos

principios activos por las particulas compuestas. Analisis

de los mecanismos implicados.
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El presente trabajo esta englobado dentro de la linea de
investigacion  “Aplicaciones Biofarmacéuticas de los Fluidos
Magnetorreolédgicos”, del grupo de investigacion “Farmacia Préctica”
(CTS-205), y se encuentra publicado parcialmente en la revista

“International Journal of Pharmaceutics” (Arias y cols., 2007).

1.4.2. Contribucion del trabajo propuesto.

Dentro del campo de la investigacion y desarrollo de los
transportadores magnéticos coloidales, la aportacion principal de esta
Tesis Doctoral es el disefio de un sistema de liberacion modificada de
farmacos con el que se podra lograr el guiado de los principios activos
5-fluorouracilo (antineoplédsico) y diclofenaco soédico (AINE)
mediante control magnético hasta el tejido u 6rgano diana, o su
retencion en dicho lugar. Cabe esperar, utilizando este tipo de sistemas
coloidales, que se reduzcan las reacciones adversas consecuentes a la
distribucion a nivel sistémico y de la poca especificidad de los
principios activos, y que se necesiten dosis netamente inferiores para
conseguir la misma accion terapéutica. Este campo de investigacion es
extenso y se encuentra en constante crecimiento, por lo que el trabajo
que proponemos se centra en algunos aspectos muy concretos del
mismo. Especialmente, pensamos que nuestra investigacion podria

contribuir en los siguientes aspectos:

1. La sintesis del sistema hierro/ etilcelulosa.

2. La determinacion de la estructura y composiciéon quimica

de este tipo de particulas, y su caracterizacion eléctrica y
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termodindmica superficial. Pretendemos mostrar que los
métodos de andlisis fisicoquimico de superficies son muy
sensibles a las transformaciones experimentadas por las
particulas al recubrirlas de polimero o al cargarlas de

farmaco.

3. El andlisis de la capacidad de estas particulas compuestas
como transportadores de principios activos, en concreto del
antineoplasico 5-fluorouracilo y del antiinflamatorio
diclofenaco sodico. Esta es una contribucion esencial de
nuestro trabajo, dado que las particulas sintetizadas podrian
ser excelentes vehiculos de farmacos por su capacidad de
respuesta a campos magnéticos externos o a implantes
magnéticos (localizados en el paciente mediante cirugia
menor), y adecuadas igualmente como sistema de
liberacion basado en la descomposicion de un polimero

biocompatible.

1.4.3. Metodologia y plan de trabajo.

El presente trabajo de investigacion constara, principalmente,

de las siguientes etapas:

1. Sintesis de las particulas compuestas. El método seguido es
totalmente original: consiste en la realizacion de una
emulsion del polimero preformado en una fase acuosa que
contiene en suspension los nucleos magnéticos (Arias y

cols., 2007).
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2. Evaluacién de la efectividad del recubrimiento. Dadas las

diferencias en cuanto a carga superficial (y, especialmente,
en referencia a la dependencia de ésta con el pH y con la
fuerza id6nica) entre el hierro y el polimero, la
determinacion del potencial zeta de los tres tipos de
particulas en funcién del pH y de la fuerza idnica 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 determinacion de los dngulos de contacto
de determinados liquidos patréon permitird evaluar el
caracter hidrofilo o hidrofobo de las particulas: este debe
cambiar de los nucleos a las particulas mixtas, dado que el
hierro es un material hidréfilo y el polimero tiene un
caracter hidréfobo.

Evaluacion de la capacidad de vehiculizacion de farmacos.
Se realizara un estudio de la absorbancia Optica de
disoluciones de 5-fluorouracilo y de diclofenaco sddico de
distintas concentraciones. Mediante calibrado, se obtendra
el coeficiente de absorcion molar lo que nos permitira
evaluar la absorcion y liberacion de los farmacos. Ademas,
se realizard una validacion del método espectrofotométrico
utilizado. Igualmente, se determinard la posibilidad de
adsorcion superficial de farmaco en las particulas ya
formadas. La determinacion del potencial zeta puede ser
una herramienta util en este estudio, ademas de una

aproximacion sumamente original al problema.
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4. Estudio de la liberacion in vitro. Se determinara la cantidad
de 5-fluorouracilo y de diclofenaco sodico liberada y la
cinética de liberacion por parte de particulas compuestas.
Se analizara como puede condicionar la liberacion in vitro

el tipo de unidn farmaco-particula.
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CAPITULO 2

SINTESIS Y
CARACTERIZACION

2.1. Sintesis y estudio morfologico.

La utilidad de los latex en la elaboracion de formas de
dosificacion orales es bien conocida. Este tipo de materiales es
ampliamente utilizado en la obtencion de peliculas poliméricas para el
recubrimiento de principios activos y en la obtencién de comprimidos
matriciales. De esta forma, se obtienen formas farmacéuticas de
liberacion modificada. Los derivados de la celulosa y los polimeros

acrilicos son los que presentan mejores caracteristicas para obtener
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recubrimientos acuosos de formas farmacéuticas. Se han elaborado
formas farmacéuticas de liberacion modificada mediante el
recubrimiento de pequeias microparticulas con soluciones de
polimero y dispersiones, que posteriormente se han comprimido
obteniéndose una matriz. Estos procesos, también han sido utilizados
para enmascarar sabores desagradables, mejorar la estabilidad del
farmaco y, ademads, sirven para separar fisicamente componentes que
son incompatibles en estado so6lido. Ademds, numerosas
formulaciones liquidas y aerosoles han sido elaborados utilizando
estos sistemas (McGinity y cols., 1983; Sheth y Thossouin, 1994). En
la formulacion de preparados oftdlmicos también han sido
ampliamente utilizados los latex, consiguiéndose asi un mayor tiempo
de contacto de la formulacién con la superficie ocular. La elaboracion
de formas farmacéuticas topicas también se ha visto beneficiada por la
utilizacion de estos sistemas, por ejemplo, las formulaciones de
glucocorticoides o de perdxido de benzoilo (Mena y cols., 1994; Ruiz

y cols., 1994).

Como hemos mencionado, las ventajas del uso de la
nanotecnologia en el campo farmacéutico provienen sobre todo de la
versatilidad de los diferentes métodos de sintesis, que permiten
obtener una amplia variedad de nanoparticulas. En particular, es
posible dotar a las particulas de latex de respuesta magnética: la
variedad de polimeros biodegradables y biocompatibles que se han
descrito puede asi aprovecharse en aplicaciones para las cuales la
liberacion localizada y controlada de farmaco pueda considerarse un
avance esencial. Por ello, en este capitulo describimos los métodos de

sintesis y las caracteristicas esenciales de particulas de latex que
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contienen un nucleo magnético. En el siguiente apartado nos referimos
a los nucleos (esferas de hierro de tamafio inferior a la micra) y
posteriormente consideraremos la preparacion del latex de etilcelulosa

y de particulas nucleo/recubrimiento.

2.1.1. Hierro Carbonilo.

Como hemos mencionado, nuestro sistema magnético de
liberacion serd tanto mas adecuado para su uso cuanto mayor sea su
imanacion para campos magnéticos moderados. El nucleo
magnetizable debe tener una susceptibilidad magnética elevada.
Aunque existen materiales con respuesta magnética muy intensa,
tienen elementos pesados (como Nd o Sm) en su composicion, y ello
les hace inadecuados por su toxicidad. Por ello, nos centramos en
particulas ferro- y ferri-magnéticas basadas en el Fe, en particular

hierro metélico y magnetita (Fe; Oy).

A lo largo de los afios, se han puesto a punto numerosos
procedimientos de sintesis de este tipo de particulas. Los métodos
fisicos como la deposicion en fase gaseosa y la litografia de escala
electronica, tienen el inconveniente de su incapacidad para garantizar
la obtencion de un tamafio de particula del orden de nanometros. Entre
los métodos secos para la obtencion de 6xidos de hierro, realizados a
elevadas temperaturas, destacan: la oxidacion de hierro metélico por
agentes oxidantes, la desproporcion de oOxido ferroso y la
descomposicion de diferentes sales férricas o ferrosas. Sin embargo,
son los métodos htimedos, los que mejores resultados proporcionan en

cuanto al control del tamafio, composicion y forma de las
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nanoparticulas. Estos métodos estdn basados en la coprecipitacion de
sales férricas y ferrosas en solucidon acuosa, mediante la adicion de
una base. El control de la morfologia, el tamafio y la composicion se
realiza variando el tipo de sal utilizado, la proporcion Fe*" / Fe¥, el
pH y la fuerza ionica del medio (Gupta y Gupta, 2005; Tarjat y cols.,
2003).

Dentro de los diversos tipos de nanoparticulas obtenidas,
merecen especial mencidon por sus aplicaciones biomédicas [en la
separacion y etiquetado celular (detoxificacion de fluidos bioldgicos),
la reparaciéon de tejidos, el transporte de farmacos, la resonancia
magnética de imagen (como agentes de contraste), la hipertermia y la
magnetofeccion] las nanoparticulas con propiedades
superparamagnéticas. Su pequefio tamafio y su gran area superficial
especifica determina una gran susceptibilidad magnética y un

comportamiento superparamagnético (Gupta y Gupta, 2005).

Como nucleo magnético del sistema transportador de farmacos
que proponemos, utilizaremos el hierro carbonilo (BASF, Alemania)
por su elevada susceptibilidad magnética e imanacion de saturacion.
Se ha elegido el tipo “HQ, carbonyl iron”, el cual se obtiene mediante
un tratamiento del hierro con monéxido de carbono (CO), bajo calor y
presion. El hierro pentacarbonilo [Fe (CO)s] una vez obtenido es
descompuesto en condiciones controladas, produciéndose CO y un
polvo de hierro extremadamente puro en forma de esferas casi
perfectas con un tamafo de particula medio en torno a una micra. La
escasa toxicidad de este hierro (DLso = 50 g/Kg) ha sido corroborada
en diversos estudios (Huebers y cols., 1986; Devathali y cols., 1991;

52




Margarita Lopez-Viota Gallardo

Chua-Anusorn y cols., 1999; Whittaker, 2002). Con respecto a la
biodegradaciéon del hierro utilizado en el presente trabajo de
investigacion, debido a su pequefio tamafio (radio 575 + 160 nm,
véase el apartado de resultados y discusion), la mayoria de las
particulas permaneceran en el organismo, hasta ser eliminadas

principalmente mediante filtracion glomerular (Okon y cols., 1994).

Debido a que su distribucion de tamafios inicial es muy
polidispersa, con una elevada presencia de nucleos por encima de 1
um de tamafo, lo que no es adecuado para la aplicaciéon biomédica
que pretendemos, seguimos el procedimiento de seleccion de tamafios
desarrollado por Arias y cols. (2006) para reducir al maximo la
polidispersion en la distribucion de tamafios y eliminar las particulas
con un tamafio > 1 um. Este método esta basado en una separacion por
gravedad. Brevemente, se realiza en primer lugar la sonicacion de
suspensiones de hierro carbonilo al 0.3 % (p/v) durante 5 minutos
antes de dejarlas bajo la accion de la gravedad dentro de frascos de
cristal de 1 L con un didmetro interno de unos 90 mm. El tiempo
de sedimentacion de las suspensiones fue de 60 minutos y se
recogieron los 10 mm superiores del sobrenadante. La
conductividad de este fue aproximadamente de 1 pS/cm, sin que
hubiera ningtn otro sélido en suspensién mas que el hierro carbonilo.
Las particulas se secaron a 60 °C en un horno de vacio y fueron
almacenadas hasta su uso en un recipiente de polietileno y

conservadas en un desecador.

La determinacion de la forma y del tamano de las particulas de

hierro carbonilo, al igual que se realiza con los otros dos tipos de

53




Capitulo 2. Sintesis y caracterizacion

materiales, implica la utilizacion de un microscopio electronico de
transmision (TEM) (Zeiss EM 902, Alemania), un microscopio
electronico de transmision de alta resolucion (HRTEM) con detectores
de campo claro y de campo oscuro (STEM Philips CM20, Holanda) y
un microscopio electronico de barrido (SEM) (Zeiss DSM 950,
Alemania). Antes de su observacion, y al igual que se realiza con el
resto de materiales, una suspension diluida de las particulas [en torno
al 0.1 % (p/v)] se someti6 a ultrasonidos durante 5 minutos. A
continuacion, se depositaron unas gotas en rejillas de cobre con
pelicula de formvar, las cuales se secaron a 35 °C en un horno de
conveccion. Para terminar, conviene aclarar que las imdgenes de
STEM se obtuvieron mediante un barrido de electrones transmitidos,
empleando dos tipos de detectores: de campo claro (que permite la
formacion de imagenes utilizando unicamente el rayo transmitido) y
de campo oscuro (que permite la formacion de imagenes utilizando
rayos difractados, de tal manera que lo que contribuye a la difraccion

en la imagen aparece oscuro y lo que no contribuye se observa claro).

% Forma y tamaiio de las particulas

Las condiciones establecidas para la seleccion de las particulas
de hierro carbonilo detalladas anteriormente (60 minutos de
sedimentacion y recogida de los 10 mm superiores del
sobrenadante), permiten obtener nucleos magnéticos esféricos con
una minima heterogeneidad de tamafios y el maximo numero de
particulas magnéticas con un diametro inferior a 1 um (Arias y cols.,
2006, 2007). Esto se confirma al observar las fotografias de

microscopia electronica de transmision (TEM) obtenidas en el Centro
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de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada, que
presentamos en la Figura 3. En cuanto al tamafio, se realizaron
medidas sobre 100 particulas de hierro carbonilo para obtener el
histograma de la Figura 4. Su didmetro medio y desviacion tipica,
obtenidos ajustando al histograma wuna distribucion normal

logaritmica, es 570 £ 160 nm.

Figura 3. Microfotografia electronica de transmision

de las particulas de hierro carbonilo. Longitud de barra: 500 nm.

55




Capitulo 2. Sintesis y caracterizacion

15

-
o
1

Frecuencia (%)

|
—_

\
/

T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900
Diametro (nm)

Figura 4. Histograma de frecuencias relativas de didmetros de las particulas
de hierro carbonilo obtenidas. La curva corresponde a una distribucion

logaritmica normal ajustada.

2.1.2. Latex de etilcelulosa.

Se definen los latex como dispersiones acuosas de un polimero
insoluble en agua (Champetier y Monnerie, 1969; Gurny y cols.,
1979). Estas dispersiones coloidales heterogéneas e inestables pueden
clasificarse segiin su método de obtencion en:

= Latex verdaderos: obtenidos por polimerizaciéon de un

monomero emulsionado o disuelto en la fase acuosa.
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= Pseudolatex: obtenidos por emulsion de un polimero

preformado disuelto en un disolvente organico adecuado

Los problemas que presentan los primeros en su aplicacion
biofarmacéutica (limitacion en su preparacion, posibilidad de
reacciones toxicas y ausencia de biodegradacion) han provocado su
desplazamiento en beneficio de los segundos (Gester y cols., 1973).
Para la preparacion de los pseudolatex suelen emplearse polimeros
termoplasticos insolubles en agua, utilizdndose con fines
farmacéuticos la etilcelulosa, el acetoftalato de celulosa y otros
compuestos celuldsicos, por su aceptacion y utilidad en el disefio de
formas de dosificacion de liberacion modificada (Morales y cols.,
2007). Los pseudolatex de etilcelulosa se preparan disolviendo el
polimero en un disolvente adecuado e interponiendo la fase organica
con la acuosa a una temperatura entre 55 °C y 75 °C para formar una
emulsion estable, empleando estabilizadores o emulsionantes como el
laurilsulfato sodico y el alcohol cetilico. Posteriormente, el disolvente
se evapora (de otro modo el material obtenido seria toxico) y se
obtiene una emulsion estable, constituida por particulas esféricas de
aproximadamente una micra de didmetro. Esta técnica presenta la
ventaja de poder utilizarse con derivados que no permiten la
polimerizacion in situ y, por otro lado, evita la aparicion de
monomeros residuales que pueden tener consecuencias toxicas. La
adicion de alcoholes grasos de cadena larga en la sintesis incrementa
la capacidad de los agentes emulsionantes anionicos para dispersar y

estabilizar las emulsiones (Steuernagel, 1989).
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Debido a que el tamafio medio de particula es del orden de
micras, en la técnica de emulsificacion directa la sedimentacion se
produce de manera relativamente rapida, y puede ralentizarse si se
aumenta la viscosidad de la fase acuosa. En el caso de los pseudolatex,
la viscosidad es un parametro independiente del peso molecular del
polimero dispersado. Asi pues, se pueden incorporar grandes
cantidades de polimero (hasta un 30 %) manteniendo una baja
viscosidad. Ademas, el pseudolatex es mucho mas resistente al ataque
microbiano, una propiedad importantisima en soluciones acuosas de
polimeros, que generalmente requieren conservantes o una
preparacion inmediata antes de su uso para evitar la contaminacion

bacteriana (Harris y Ghebre-Sellassie, 1989).

El disolvente puede ser un liquido o una mezcla de liquidos,
algunos de los cudles pueden ser miscibles o solubles en agua, lo que
permite mejorar la solubilidad del polimero. Para conseguir una mayor
eficacia y rendimiento, la solucién resultante del polimero debe
contener una proporcion de sélidos tan alta como sea posible, ademas
de una baja viscosidad. El disolvente es generalmente un alcohol de
bajo peso molecular (butanol), un éter, un hidrocarburo alifatico
(hexano), un hidrocarburo aliciclico, un hidrocarburo aromatico
(benceno) o, incluso, un derivado halogenado (cloroformo). Ademas,
debera ser inerte, salvo cuando sirva como reactivo, agente curativo o
endurecedor de polimeros (como el glicilfenil éter, que actua evitando

el deterioro de polimeros epoxidos).

Respecto a los agentes emulsionantes empleados en el proceso,

pueden ser i6nicos 0 no idnicos, e incluso mezclas de ellos. Ademas,
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deben ser activos en el medio acuoso a concentraciones relativamente

bajas (0.2 — 3 %). Los mas utilizados son:

e Entre los anidnicos, los alquil sulfato sddico (Cig-20), como el

dodecil sulfato sodico.

e De los cationicos, los halogenuros de amonio cuaternario
como el bromuro de hexadecil trimetil amonio o el bromuro

de octadecil piridina.

e Entre los no i6nicos, los acidos grasos de 5 a 50 moléculas de

etileno, como el octafenol y el lauril alcohol.

Otros aditivos utilizados incrementan la estabilidad del
sistema, inhibiendo la sedimentacion de las particulas o su
degradacion. Son inertes y resistentes a la difusion acuosa y a
cualquier proceso de eliminacion del disolvente. Este tipo de aditivos
puede incluirse tanto en la fase acuosa como en la polimérica, antes de
proceder a su mezcla. En cuanto a su estructura quimica poseen un
grupo hidrocarbonado alifatico terminal de al menos 8 atomos de
carbono preferiblemente saturado y lineal. Ademas, el peso molecular
no debe ser demasiado elevado (no mas de 5000 Da). A modo de
ejemplo, se pueden sefialar los n-alcanos (Cjp20 como el n-decano,

utilizado en este trabajo) y los n-alcoholes (Cj4-2).
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% Propiedades del latex de etilcelulosa.

La etilcelulosa es un polimero que se obtiene por reaccion del
cloruro de etilo con un alcali de celulosa (Figura 5). Los productos de
la etilcelulosa pueden obtenerse con diferentes propiedades fisicas,
segln el grado de esterificacion. Su viscosidad, por ejemplo, depende
de la longitud de la molécula de polimero (Rekhi y Jambherkar,
1995).

R=Hor

CH,-CHj

\O/

Figura 5. Estructura quimica del monémero de etilcelulosa.

La etilcelulosa es soluble en una amplia variedad de
disolventes (ésteres, hidrocarburos aromaticos, alcoholes, cetonas,
disolventes clorados, etc.) e insoluble en agua, glicerina y
propilenglicol. Su temperatura de fusion es de 140 °C y depende del
grado de sustitucion del polimero (Rekhi y Jambherkar, 1995).
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Las particulas de latex, presentan una forma practicamente
esférica, lo que nos permite diferenciarlas en funcién de sus
didmetros. Sin embargo, debido a la falta de uniformidad en el
tamafio, ya que son sistemas polidispersos, sdlo puede asignarse un
tamafio promedio al conjunto del latex cuya distribucién de tamafios
estara comprendida entre 10 y 1000 nm. El limite de tamafio superior
proximo a 1 pum viene impuesto por la conveccion térmica y el
movimiento browniano de las particulas. Ambos deben ser lo
suficientemente elevados como para que la velocidad de
sedimentacion de las particulas se compense y no se produzca la
sedimentacioén durante un periodo de tiempo prolongado. Ademas, los
cambios en la distribucidon de tamafios con el tiempo son una medida
de la inestabilidad del sistema (Lehmann, 1980; Quirantes y cols.,
1997). La presencia y la concentracion de emulgente es otro factor
influyente, no sélo en el tamafio de particula, sino también en la
distribucion de tamafios, lo que a su vez afecta a la estabilidad del

sistema (Quirantes y cols., 1993).

Otra caracteristica del latex de etilcelulosa es su capacidad
para formar peliculas, las cuales se utilizan frecuentemente para
controlar la liberacion de principios activos desde formulaciones
farmacéuticas. Las caracteristicas de las particulas de latex
relacionadas con esta aplicacion son la dureza, la concentracion de
plastificante requerida, la solubilidad (dependiendo del pH), la
capacidad de gastrorresistencia y la permeabilidad. Son muchos los
factores que pueden influir sobre estas caracteristicas, como la
distancia de pulverizacion, el flujo del sistema, la presion de

atomizacion, la concentracion de polimero y la temperatura de secado.
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«» Estabilidad del latex de etilcelulosa.

La naturaleza de la interfase entre las particulas de polimero y
la fase acuosa determina, entre otras propiedades, la estabilidad del
sistema. En los latex, las pequefas particulas no tienden a sedimentar
debido a que el movimiento browniano y la conveccion térmica
compensan en gran medida a la gravedad. Sin embargo, en la practica,
la mayoria de las dispersiones contienen algunas particulas de tamafio
grosero que formaran un sedimento débil tras unos meses y que, si son
de un tamafio superior a 1um, generaran sedimento a las pocas horas

(Vanderhoff y El-Aasser, 1988).

La estabilidad del latex esta determinada por factores similares
a los observados en las soluciones coloidales (Lehmann, 1980). En su
formulacion de sistemas deben evitarse el acercamiento de sus
particulas entre si y la ruptura de la pelicula interfacial. A ello
contribuye la repulsion electrostatica entre las dobles capas eléctricas
de las particulas, pero con frecuencia este mecanismo de
estabilizacion por carga no es suficiente, ya sea porque la carga
superficial sea pequefia o porque la concentraciéon de particulas sea
elevada. Otra fuente de desestabilizacion es la elevada fuerza idnica
(tipica de fluidos fisiologicos) que apantalla la capa superficial. Por
todo ello, con frecuencia se recurre a los agentes emulsionantes, los
cuales actiian por uno o varios mecanismos de accion: i) estabilizacion
termodinamica (reduccion de la tension interfacial); i7) formacion de
una pelicula interfacial que actia como una barrera mecanica frente a
la coalescencia; iii) estabilizacion electrostatica (modificacion de la

doble capa eléctrica impidiendo el acercamiento de las particulas);
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iv) estabilizacion estérica (asociada a variaciones en la conformacion
de cadenas poliméricas e interacciones entre estas); y v) modificacién

de las propiedades reologicas.

La etilcelulosa es el mas estable de los derivados de la
celulosa, aunque es sensible a los acidos. Ademas, no es higroscopica,
fotosensible o termolabil. No obstante, sus suspensiones deben
estabilizarse para evitar procesos oxidativos (Rekhi y Jambherkar,

1995).

% Aplicaciones farmacéuticas del latex de etilcelulosa.

En nuestro trabajo de investigaciéon seleccionamos la
etilcelulosa como componente del sistema transportador debido a su
caracter biocompatible, a su estabilidad quimica y a la ausencia de
toxicidad inducida en pacientes. Como hemos indicado anteriormente,
sera el material responsable principal del transporte y de la liberacion

de los farmacos.

La etilcelulosa es ampliamente utilizada como forma de
dosificacion oral para la liberacion modificada de farmacos y como
agente para la quimioembolizacion de o6rganos tumorales, debido a su
capacidad para prevenir la rapida revascularizacion del érea
embolizada (De Merlis et al., 2005; Dubernet et al., 1990; Grattard et
al., 2002; Zinutti et al., 1996). Como consecuencia de su gran
tolerabilidad y de su baja toxicidad, este polimero es muy utilizado
como sistema transportador de farmacos anticancerigenos e induce un

efecto sostenido, habiéndose demostrado su papel positivo en la
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mejora de las expectativas de vida de pacientes tratados (Kato et al.,
1996; Zinutti et al., 1996). Un amplio abanico de principios activos ha
sido vehiculizado en este material, por ejemplo: el 5-fluorouracilo, el
propranolol, la loratadina o el ketoprofeno, por citar algunos ejemplos
(Martinac et al., 2005; Ubrich et al., 2004; Wu et al., 2003; Yamada et
al., 2001; Zinutti et al., 1996).

¢ Procedimiento de sintesis de las particulas de

etilcelulosa.

La obtenciéon de las particulas de pseudolitex se realiza
mediante el proceso de emulsion a partir de un polimero preformado,
celulosa en nuestro caso. El polimero escogido es la etilcelulosa, que
se caracteriza por un contenido en etoxilos del 48 — 49.5 %, y una
viscosidad en tolueno o alcohol de 45 cPs. La sintesis se llevo a cabo
introduciendo algunas modificaciones con respecto a los trabajos
desarrollados por otros autores (Vanderhoff, y cols., 1979), en aras de
lograr una mejora en el resultado obtenido. Partiendo del
procedimiento de sintesis original de un latex de etilcelulosa, de
caracteristicas similares a las del latex comercial Aquacoat®, se
realizaron diversas modificaciones con objeto de elaborar un sistema
lo méas estable posible y de adecuadas -caracteristicas, tanto

organolépticas como de estabilidad, forma y tamafo.
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En concreto, el método de preparacion de las nanoparticulas de

etilcelulosa consistio en (Arias y cols., 2007):

1.

Preparacion de la fase polimérica: se disuelven 4.68 g de
etilcelulosa 9004-57-3 (ICN Ohio, USA) en una mezcla de
disolventes organicos (22.57 g de benceno (Panreac,
Espana) y 4 g de etanol (Panreac, Espafia). Se deja en

reposo durante 24 horas, a temperatura ambiente.

Preparacion de la fase acuosa: disolucion de una mezcla de
emulgentes formadores [0.125 % (p/v) de dodecilsulfato
sodico (NaDS) (Panreac, Espafia) y 0.375 % (w/v) de PEG
4000 (Panreac, Espafia)] en 94 g agua ultrapura (Milli-Q

Academic, Millipore, Francia).

Transcurridas 24 horas, se adicionan a la fase polimérica
0.31 g de n-decano (Panreac, Espana), como disolvente

estabilizador.

A continuacion se calienta la fase acuosa durante 30

minutos a 67 °C en un bano termostatizado.

Acto seguido, se procede a la mezcla de fases bajo
agitacion mecanica a velocidad angular especificada (entre
8000 y 20500 rpm, véase mas adelante) incorporando la
fase acuosa sobre la polimérica, previamente calentada a la
misma temperatura. Esta agitacion continuara durante 48

horas.
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6. Finalmente, se deja evaporar el disolvente organico bajo
agitacion mecanica a 2000 rpm durante al menos 24 horas.
De esta forma, se consigue incrementar el contenido en
solidos del sistema y se evita la presencia de restos de

disolventes organicos.

Tras el proceso de sintesis, se obtuvo una suspension de
aspecto blanquecino, cuya limpieza es un paso basico en la técnica de
elaboracion para eliminar los restos de electrolitos y los agregados
formados durante la sintesis. Este proceso de limpieza consiste en la
realizacion de repetidos ciclos de centrifugacion a 9.000 rpm durante
20 minutos, con una centrifuga de alta velocidad (Centrikon T-124
Koutron, Francia) y redipersion en agua bidestilada. Para asegurar que
la suspension estaba lo suficientemente limpia, se midid la

conductividad del sobrenadante.

Para analizar la influencia de las proporciones iniciales de
NaDS/PEG 4000 en las caracteristicas del latex obtenido,
centrandonos en la forma y tamafio para su aplicacion como sistema
transportador de fairmacos via parenteral, se realizd la sintesis en un
rango de concentraciones entre 4/0 y 0/4 para un total de 0.5 g., a una
velocidad de agitacion durante el proceso de mezcla de las fases
acuosa y polimérica de 9500 rpm. Con el mismo objetivo, se
determind la influencia de la velocidad de agitacion en el proceso de
mezcla de las fases acuosa y polimérica. De esta manera, la sintesis

fue repetida utilizando unas velocidades de agitacion de 8000, 9500,
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13500 y 20500 rpm, para la proporcion inicial de NaDS/PEG 4000:
1/3.

¢ Resultados. Caracteristicas de las particulas obtenidas

Para optimizar los resultados de la sintesis y lograr un mayor
rendimiento y un tamafio de particula adecuado para su administracion
parenteral, se ensayaron en primer lugar, diferentes proporciones de
agente tensioactivo (NaDS /PEG 4000: desde 0/4 a 4/0 hasta un total
de 0.5 g, utilizando una velocidad de agitacién mecanica durante los 5
primeros minutos de 9500 rpm). Ademas, y con el mismo objetivo, se
analizo la influencia de la velocidad de agitacion mecanica en los 5
primeros minutos (8000, 9500, 13500 y 20500 rpm, utilizando una
proporciéon 1/3 de NaDS /PEG 4000). Se investigd en todos los casos
la formacion de precipitados solidos, el aspecto de la suspension y de
las particulas de latex y el diametro medio y la desviacion estandar de
las particulas. Esta ultima determinacidon, se realizd mediante la
medida, en fotografias de microscopia electronica de barrido (S.E.M.)
obtenidas en el Centro de Instrumentacion Cientifica de la
Universidad de Granada, sobre 100 particulas de latex para obtener el

histograma, al cual se ajustd una distribucion logaritmica.

En la Tabla 1 se recogen los resultados del estudio de la
utilizacion de diferentes proporciones de agente tensioactivo. Como
puede apreciarse, esta variacion no influye en el tamafio de particula,
el cual en todos los casos es del orden de micras. Sin embargo, si se
observa un claro efecto sobre la formacion de soélidos y sobre las

caracteristicas superficiales de las particulas. La utilizacion exclusiva
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de PEG 4000 como tensioactivo provoca que la sintesis no alcance un
rendimiento adecuado ya que se produce una formacion considerable
de solidos y, ademas, se reduce la rugosidad superficial de las
particulas lo que, por lo tanto, hace intuir una reduccion en el area
superficial de estas. La utilizacion de una proporcion 1/3 de
LSNa/PEG 4000 permite obtener el menor tamafno de particula en el

latex de etilcelulosa.

Tabla 1. Caracteristicas de las diferentes particulas de latex de etilcelulosa
obtenidas con diferentes proporciones de tensioactivos. (B: aspecto

blanquecino; E: particula esférica; L: superficie lisa; R: superficie rugosa).

Proporcién de Didmetro medio y Formacién de
pesos inicial desviacion precipitados Suspension/Particulal
NaDS/PEG4000 tipica (um) solidos
4/0 57+1.7 No B/E-R
3/1 5.6+3.1 No B/E-R
2/2 14+4 No B/E-R
1/3 34+2.7 No B/E-R
0/4 4+£27 No B/E-L

En la Tabla 2 se recogen los resultados del estudio de la utilizacion de
diferentes velocidades de agitacion mecanica, empleando una
proporcion 1/3 de NaDS/PEG 4000. Como puede observarse, la
utilizacion de elevadas velocidades de agitacion conduce a una
abundante generacion de precipitados solidos y a la obtencion de
particulas de etilcelulosa con un tamafo del orden de magnitud de

micras.
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Tabla 2. Caracteristicas de las diferentes particulas de latex de etilcelulosa
obtenidas con diferentes velocidades de agitacion mecénica. (B: aspecto

blanquecino; E: particula esférica; L: superficie lisa; R: superficie rugosa).

Velocidad de Didmetro medio y Formacién de
agitacion mecanica desviacion precipitados Suspension/Particulal
(rpm) tipica solidos
8000 280 + 140 nm No B/E-R
9500 34+£2.7 um No B/E-R
13500 1.2+£0.9 um Si(4.1g) B/E-L
20500 22+ 1.7 pm Si(4.2g) B/E-L

Por lo tanto, puede concluirse que la sintesis de nanoparticulas
de etilcelulosa requiere de la utilizacion de una proporcion 1/3 de los
tensioactivos NaDS/PEG 4000 y la agitacion mecénica de la sintesis a
una velocidad de 8000 rpm. De esta manera, obtendremos un
rendimiento 6ptimo en la obtencion de particulas de latex de
etilcelulosa con un tamafo adecuado para su administracion parenteral
(Arias y cols., 2007); aunque, como puede observarse en las Figuras 6
y 7, las nanoparticulas obtenidas presentan una cierta polidispersion

en la distribucion de tamanfos.
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Figura 6. Microfotografias TEM (a), HRTEM de campo oscuro (b) y SEM
(c) de las particulas de etilcelulosa obtenidas mediante la sintesis optimizada.

Longitud de barra: 500 nm.
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Figura 7. Histograma de frecuencias relativas de didmetros de las particulas
de etilcelulosa obtenidas siguiendo la sintesis optimizada. La curva

corresponde a una distribucion logaritmica ajustada.

2.1.3. Particulas compuestas.

El procedimiento de sintesis de particulas con nucleo
magnético, estd basado en las condiciones utilizadas en la sintesis de
las microesferas de latex de etilcelulosa, es decir, el método de
emulsion a partir de un polimero preformado. En definitiva, se trata de
realizar la emulsion del polimero bajo idénticas condiciones a las
descritas en el apartado anterior, pero utilizando una fase acuosa acida

diluida (10° N de HCI) donde se encuentran los nucleos magnéticos
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en suspension. De esta manera, pretendemos que la emulsion del
polimero preformado en presencia de hierro carbonilo provoque el
recubrimiento de éste, aunque es obvio que también se puede producir
la formacion de particulas de pseudolatex independientes (Arias y

cols., 2007).

Brevemente, las particulas recubiertas fueron preparadas
basandonos en el método optimizado de sintesis, que implica la
utilizacion de una proporcion 1/3 de NaDS/PEG 4000 y la agitacion
del medio los primeros 5 minutos a 8000 rpm (véase el apartado
2.1.2). En concreto, la fase polimérica constituida por una disolucién
de etilcelulosa 9004-57-3 en una mezcla de disolventes organicos, se
dejo en reposo durante 24 horas a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo, se adiciond n-decano. A continuacién se preparo la fase
acuosa acida diluida, constituida por una suspension al 0.266 % (p/v)
de hierro carbonilo en agua ultrapura 10° N de HCI, donde se
encuentran dispersos el NaDS [0.125 % (p/v)] y el PEG 4000 [0.375
% (p/v)]. Finalmente, se calentaron ambas fases durante 30 minutos a
67 °C en un bafo termostatizado y se deposita la fase acuosa sobre la
polimérica bajo agitacion mecédnica a 8000 rpm. Esta agitacion
continud durante 48 horas. Finalmente, se dejé evaporar el disolvente
orgénico, bajo agitacion mecénica a 2000 rpm durante al menos 24

horas.

Con el objetivo de eliminar las particulas de pseudolatex de
etilcelulosa puras y los residuos de la sintesis que se hayan formado,
se realiz6 una limpieza de la suspension de latex magnético utilizando

un imédn permanente. La técnica consiste en la repeticion sucesiva de
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las siguientes operaciones: redispersion en un bafio de ultrasonidos
durante 5 minutos (Ultrasons, J.P.Selecta, S.A.), sedimentacioén sobre
iman permanente de 0.42 T, extraccion del sobrenadante y sustitucion
con agua ultrapura. Este proceso de limpieza fue controlado midiendo
la conductividad del sobrenadante con un conductimetro digital
(Conductimeter 525, Crison, Espafia) y se considero finalizado cuando
la conductividad eléctrica del sobrenadante era inferior a 10 pS/cm, y
el sobrenadante dejaba de ser blanquecino (color debido a las

particulas de latex no magnéticas).

% Morfologia de las particulas

Las particulas recubiertas se sintetizaron siguiendo el
procedimiento optimizado de emulsion a partir del preformado
utilizado en la sintesis de las particulas de etilcelulosa. Asi se
obtuvieron nanoparticulas de morfologia esférica con una moderada
polidispersion en tamafios determinada por los nucleos de hierro
carbonilo, como puede apreciarse en las fotografias de microscopia
electronica obtenidas en el Centro de Instrumentacion Cientifica de la

Universidad de Granada (Figura 8).

Las microfotografias TEM (Figura 8a) no permitieron
distinguir el recubrimiento de etilcelulosa que presentan los nucleos
magnéticos, tampoco resultaron de utilidad las fotografias HRTEM de
campo claro (Figura 8b), si bien en ambos casos la cubierta polimérica
se intuye. Por el contrario, las microfotografias HRTEM de campo
oscuro de las particulas compuestas (Figura 8c) muestran claramente

la existencia de un anillo blanquecino en torno a los nucleos
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magnéticos, el cual es efectivamente latex de etilcelulosa si tenemos
en cuenta la apariencia del polimero en las microfotografias HRTEM
de campo oscuro (Figura 6b). Esto es debido a que en esta técnica el
recubrimiento es mas transparente a la radiacion y, por lo tanto, se
observa con color claro, a diferencia del nucleo de hierro carbonilo.
De esta manera, podemos decir que los nucleos magnéticos se
encuentran rodeados por una cubierta de latex de = 20 nm de grosor
(Arias y cols., 2007). Finalmente, las microfotografias SEM (Figura
8d) confirman todo lo indicado, ya que la morfologia y el aspecto de
la superficie de las particulas compuestas coinciden plenamente con

las particulas de etilcelulosa (Figura 6c).

Figura 8. Microfotografias TEM (a), HRTEM de campo claro (b), HRTEM
de campo oscuro (c) y SEM (d) de las particulas compuestas.

Longitud de barra: 500 nm.
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Con respecto al tamafio, se realizaron medidas sobre 100
particulas recubiertas, para obtener el histograma de la Figura 9. El
didmetro medio y su desviacion estandar (620 + 140 nm) se
obtuvieron ajustando al histograma una distribucion normal

logaritmica (Arias y cols., 2007).
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Figura 9. Histograma de frecuencias relativas de didmetros de las particulas

compuestas. La curva corresponde a una distribucion logaritmica ajustada.

En este momento, es preciso realizar una serie de
consideraciones en relacion al tamafio y la aplicacion para la que estan
concebidas las particulas recubiertas. Debemos partir de la base de que

la capacidad de respuesta magnética de las particulas compuestas, es
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decir, su momento magnético, sera tanto mayor cuanto mayor sea su
tamafo. En cualquier caso, el tamafio no solo afecta a las propiedades
fisicas, entre ellas las magnéticas, sino también, y lo que es mas
importante, a su comportamiento en el organismo tras su
administracion. De acuerdo con Gupta y Gupta (2005), las particulas
con un diametro por encima de 200 nm son facilmente captadas por el
bazo y retiradas de la circulacion por las células del sistema reticulo
endotelial. Por otro lado, los sistemas transportadores muy pequefios
(de menos de 10 nm), seran rapidamente aclarados tras sufrir una
extensa extravasacion. Por lo tanto, el rango ideal de tamafos para que
un sistema transportador coloidal presente una adecuada distribucion
sistémica se encuentra en torno a 10 — 100 nm. Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que la accion terapéutica se consigue con solo lograr
la retencion de las particulas mediante un campo magnético en los
capilares que alimentan el 6rgano o tejido diana, y que éstas liberen el
principio activo, el cual difundird desde la pared capilar hasta el
interior del lugar de accion. Teniendo en cuenta este mecanismo, no
solo es crucial en el conjunto del proceso el tamaiio de particula, sino
también el peso molecular del farmaco (Maeda y cols., 2003).
Finalmente, si para que el sistema transportador de farmacos realice su
accion se requiere su extravasacion, diversos autores sefialan que este
proceso se observa en particulas de tamafo inferior a 0.5 — 5 um,
incluso tras retirar el campo magnético aplicado (Goodwin y cols.,
1999; Gupta y Gupta, 2005; Maeda y cols., 2003). Segun esto, el
sistema transportador disefiado, cuyo tamano medio es 620 + 140 nm,
deberia sufrir también una extensa extravasacion en el 6rgano o tejido
diana tras su concentracion en este mediante un campo magnético

aplicado.
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2.2. Estructura, composicion quimica Yy

magnetismo.

2.2.1. Superficie especifica.

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

superficial.

Las medidas mas reproducibles del area superficial se
obtienen mediante la adsorciéon en monocapa de un gas inerte
sobre la superficie de un sélido 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.
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Todo gas inerte condensable puede utilizarse en las medidas
B.E.T., aunque se prefieren el nitrégeno y el cripton. El nitrogeno se
utiliza como gas adsorbato en la mayoria de las muestras que poseen
un érea superficial de aproximadamente 1.0 m*/g o mas, mientras que
los materiales con areas superficiales menores deben ser analizados
utilizando cripton. La menor presion de vapor del cripton provoca la
adsorcion de una mayor cantidad de gas en el sélido, dando lugar a

unos resultados mas exactos para valores bajos de area superficial.

El modo en el que un material adsorbe un gas se asemeja a una
isoterma de adsorcion. El tipo de isoterma mds comun y util para las
medidas B.E.T. es la isoterma tipo II (Figura 10). El punto de
inflexion de esta isoterma generalmente indica el recubrimiento

monocapa del adsorbato.

P/P

Figura 10. Isoterma de adsorcion tipo II. W: Masa adsorbida;

P/Py: Presion relativa. La saturacion se produce a P/Py > 1.
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La ecuacion B.E.T. del area superficial esta basada en la teoria
de Langmuir de la cinética de adsorcion superficial en monocapa de
un gas. Como es sabido Brunauer, Emmett y Teller extendieron la
teoria de Langmuir a la adsorcion de multicapas moleculares y
establecieron su conocida ecuacion:

7, B . (5} @

m

donde V' es el volumen de gas adsorbido a la presion parcial de
adsorbato, P; Vi, es el volumen de gas adsorbido en una monocapa; Py
es la presion de saturacion del adsorbato a la temperatura
experimental; y C es la constante de B.E.T., que relaciona los calores

de adsorcion y la condensacion del adsorbato.

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

recta, en la que:

Pendiente= c-1 (3)
V.C
. 1
Ordenad | =— 4
rdenada en el origen v C (4)

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

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

1
Vv o= 5
" pendiente + ordenada )
pendiente
= +1 6
ordenada ©)

El 4rea superficial total (S;) de la muestra se calcula a partir

de:

V N,A
Sz — _m”07°CS (7)
M
siendo Ny es el nimero de Avogrado, Acs es el area de la seccion
transversal de la molécula de adsorbente y M es el peso molecular
de este. De aqui es inmediato obtener la superficie esférica (S).

*

¢ 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 solido, 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, en concreto, 80 °C. Sin embargo, para evitar la
alteracion del polimero y de las particulas compuestas a altas

temperaturas, se emple6 el método de la repeticion de ciclos, que
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implica la adsorcion y desorcidon repetida de un adsorbato a una
presion relativa de aproximadamente 0.3 (Lopez-Gonzalez y cols.,
1955). Generalmente, con la realizacion de al menos 5 ciclos

obtenemos una superficie limpia.

La medida de la superficie especifica se realizé6 empleando
el aparato Quantasorb Jr. de Quantachrome (U.S.A.), que posee un
detector de conductividad térmica para determinar la cantidad de
gas desorbido de la muestra. El gas adsorbato utilizado se mezcla
con helio como gas transportador inerte no condensable en las
concentraciones requeridas para el andlisis. Para nuestras medidas
disponiamos de tres tanques de concentraciones del 10, 20 y 30 %
de nitrogeno en helio. La masa de muestra empleada fue 0.5 g en
todos los casos: polimero, hierro carbonilo y particulas
compuestas. Los experimentos se repitieron al menos tres veces

con muestras diferentes en todos los casos.

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

muestra empleando la ecuacion B.E.T.
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*

< Resultados

La superficie especifica obtenida para el hierro carbonilo fue
1.72 + 0.23 m?/g, mucho mayor que la del latex de etilcelulosa (0.79 +
0.17 m%*/g) y que la de las particulas compuestas (0.86 + 0.08 m?/g).
Esta reduccion del area superficial de los nucleos de hierro carbonilo,
al ser recubiertos por el latex, es una prueba mas de la eficacia del
recubrimiento. La similitud entre las superficies especificas del latex y
de las particulas compuestas, indica la existencia de un recubrimiento
eficaz, teniendo en cuenta que nuestros tres tipos de particulas (hierro,
latex y compuestas) tienen un tamafio similar. Ademas, los cambios
producidos en el area superficial de los nicleos magnéticos tras un
adecuado recubrimiento por el latex reflejan un verdadero cambio en
las propiedades fisicas de éstos (Arias y cols., 2007). Para terminar, no
podemos dejar de comentar que seria de esperar un mayor valor de
superficie especifica en las particulas poliméricas y compuestas,
consecuencia de la elevada porosidad de su superficie (ver Figuras 6¢
y 8d) (Petrov y cols., 2006; Yang y cols., 2000). Esto quizas no se
haya producido como consecuencia del proceso de secado de las
muestras, el cual parece provocar la formacién de una capa polimérica

continua y uniforme en el plato de desecacion

2.2.2. Espectroscopia de infrarrojos por

transformada de Fourier.

La radiacion infrarroja se encuentra localizada en el
espectro electromagnético entre la zona del visible y la zona del

microondas. Una molécula organica absorbe y convierte la
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radiacion infrarroja entre 4000 cm™” y 400 cm™ (zona de gran
interés en Quimica Organica) en energia de vibracion molecular.
Esta absorcion es cuantificable y el espectro aparece en forma de
bandas porque un cambio simple de energia vibracional es
acompanado por diversos cambios de energia rotacional. Las
posiciones de las bandas en el espectro de infrarrojos se suelen
presentar en funcion del nimero de ondas (x), y las intensidades
de las bandas pueden expresarse como transmitancia (7) o

absorbancia (4).

Hay dos tipos de vibraciones moleculares (Silverstein y
Webster, 1998): la vibracion de elongaciéon y la vibracion de
flexion. So6lo 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
acompafia a una vibracion, el mecanismo que acopla la vibracion
de la molécula con el campo eléctrico oscilante de la radiacion
electromagnética: si el campo eléctrico de la onda
electromagnética no modifica el momento dipolar, no se producira
absorcion. En general, los grupos funcionales que tienen un dipolo
intenso dan lugar a absorciones fuertes en el infrarrojo. El
conjunto de vibraciones fundamentales (frecuencias de absorcion)
raramente se observara debido a la existencia de factores que
aumentan el nimero de bandas (la presencia de armonicos y los
tonos de combinacién) y de factores que reducen el niumero de

bandas (frecuencias fundamentales fuera de la region de 400 a
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4000 cm’', bandas fundamentales demasiado débiles para ser

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

¢ Metodologia experimental.

Para la preparacion de la muestra, tomamos una pequefia
cantidad de ¢ésta (0.5 — 1.0 mg) y la mezclamos con
aproximadamente 100 mg de bromuro potdsico pulverizado y
seco. Realizamos la mezcla en un mortero de adgata y la prensamos
a 10000 — 15000 kPa para obtener un disco transparente. Como
consecuencia de esta manipulacion, es de esperar la aparicion de
bandas a 3448 cm™' y 1639 cm™ debidas a la humedad (Silverstein
y Webster, 1998).

Para la obtenciéon del interferograma se utilizd un
espectrometro de infrarrojos (Nicolet 20 SXB, USA), con una
resolucion de 2 cm™. La técnica implica la division de una
radiacion que contiene todas las longitudes de onda (en nuestro
caso: 4000 — 400 cm™) en dos rayos (Silverstein y Webster, 1998).
Uno tiene un camino Optico fijo y el otro variable (mediante un
espejo movil). La superposiciéon de ambos rayos dard lugar a un
patron de interferencias que por transformada de Fourier se
convierte en un punto en el dominio de la frecuencia. La
transformacion de Fourier a sucesivos puntos a lo largo de esta
variacion da lugar a un espectro de infrarrojos completo. El paso
de esta radiacion a través de una muestra expone al compuesto a
una banda amplia de energias, generandose un completo espectro

de infrarrojos.
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Aunque no hay reglas establecidas para la interpretacion de
espectros de infrarrojos, existen ciertos requisitos previos a la

interpretacion de un espectro (Silverstein y Webster, 1998):

= El espectro debe tener una resolucion y una intensidad
adecuadas, y serd el de un compuesto razonablemente

puro.

» El espectrofotometro debe estar calibrado.

* El método de manipulacion de la muestra debe

especificarse.

La frecuencia o la longitud de onda de absorcion dependen
de las masas relativas de los atomos, de las constantes de fuerza
de los enlaces, de la geometria de los atomos y del entorno
molecular. Una molécula por simple que sea puede generar un
espectro extremadamente complejo, que es caracteristico de la
molécula entera, excepto en el caso de los 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 comparacion empirica y la
extrapolacion a estudios de moléculas sencillas, ya que
determinados grupos de atomos dan lugar a bandas de igual o
similar frecuencia independientemente de la estructura del resto
de la molécula. La persistencia de estas bandas caracteristicas
permite la obtencion de informacion estructural, mediante simple

inspeccion y referencia a tablas de la absorcion caracteristica de
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grupos funcionales. Toda conclusion alcanzada tras examinar una
banda debe confirmarse cuando sea posible mediante el examen

de otras zonas del espectro.

En un espectro de infrarrojos se distinguen 3 zonas

caracteristicas (Silverstein y Webster, 1998):

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

grupos funcionales.

= La zona de la “huella dactilar” (1300 cm™ a 900 cm™).
La absorcidon en esta region es unica para toda especie

molecular.

., -1 -1 .

= La region entre 900 cm™ y 650 cm . La ausencia de
absorciéon en esta zona generalmente indica una
estructura no aromadtica.

7

¢ Resultados y discusion

Debemos comentar en primer lugar que s6lo mediante la
combinacion de diversas técnicas analiticas se puede realizar una
correcta determinacion de la estructura molecular de un material,
por ejemplo, una adecuada caracterizacion se alcanzaria con la
utilizacion de la espectroscopia de infrarrojos en combinacion con

la resonancia magnética nuclear o la espectrometria de masas. Es
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por ello que hemos realizado una caracterizacion extensa de las
particulas de etilcelulosa mediante la realizacion de las dos
primeras técnicas. Sin embargo, este no era nuestro principal
objetivo ya que lo que pretendemos realmente es utilizar la
espectroscopia de infrarrojos como una nueva prueba de Ia

eficacia de la sintesis de las particulas compuestas.

En la Figura 11 se recoge el espectro de infrarrojos de
nuestros tres tipos de particulas. El espectro del latex de
etilcelulosa coincide con el obtenido por otros autores (Fernandez-
Urrusuno y cols., 2000). Su analisis constituye una nueva prueba
de la eficacia del recubrimiento, dado que permite la
identificacion de los grupos funcionales del latex de etilcelulosa,
en las particulas compuestas. Sin embargo, las bandas son menos
intensas como consecuencia de la menor cantidad de latex
presente en éstas (Arias y cols., 2007). Las bandas observadas

son:

e A y C: debidas a la humedad que adquieren las
muestras como consecuencia de su proceso de
manipulacion.

En las particulas de latex de etilcelulosa, se sitlian a

3489 cm™ y 1632 cm™.

e B: grupo de bandas que corresponden a la vibracion de
estiramiento del grupo C-H de la estructura
polimetilénica del tetrahidropirano. En el latex se

localiza entre 2981 y 2808 cm™.

&7




Capitulo 2. Sintesis y caracterizacion

88

D: grupo de bandas que corresponden a la vibracion
molecular de flexion del C-H de la estructura
polimetilénica del alcano ciclico. En las particulas de

latex aparece entre 1485y 1279 cm™.

E: entre 1109 y 1057 cm’, en las muestras que
contienen latex, aparece un grupo de bandas de
intensidad alta que corresponde a la vibracién de
estiramiento del grupo éter C—O—C en un anillo de seis

atomos.

F: en las muestras que contienen etilcelulosa, entre 918
y 881 cm’' aparece un grupo de bandas de intensidad

media caracteristico de un alcano.

G: a 579 cm’', banda que confirma que la banda

carbonilica observada entre 1109 y 1057 cm’

corresponde a un éter.
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Figura 11. Espectro de infrarrojos de las particulas de hierro carbonilo (-),

latex de etilcelulosa (o) y particulas compuestas (+).

2.2.3. Resonancia magnética nuclear.

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 absorcién
ultravioleta, visible e infrarroja, en el proceso de absorcion estan
implicados los nucleos de determinados isotopos en vez de los
electrones exteriores. Ademas, 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.
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La frecuencia de radiacidon requerida para la absorcion en
espectroscopia de RMN depende del isdtopo y de su entorno
quimico. El numero de picos de absorcidon para un nlcleo en un
determinado entorno quimico estd determinado por las posiciones
espaciales de los nucleos vecinos, y la intensidad de los picos de
absorcion es proporcional al numero de nucleos (Skoog y cols.,

2001).

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

(Bugay, 1995).

% Metodologia experimental de la RMN de protones
(‘H-RMN).

El analisis de la muestra de particulas poliméricas no lo
realizamos en estado so6lido, para evitar que la interaccion dipolo—
dipolo produzca un ensanchamiento de las lineas y la pérdida de

., .y . . 1
resolucidn. La preparacion rutinaria de una muestra para H-RMN
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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 poseera protones y sera inerte, de bajo punto
de ebullicion y barato. Hemos utilizado el cloroformo deuterado
(CDCl3), el cual no tiene resonancias en la region de interés,
aunque da lugar a un pequefio pico a 0 = 7.26 ppm que no

interferird seriamente el analisis (Skoog y cols., 2001).

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

transformacion de Fourier.

La frecuencia de la radiacion que se absorbe por un nucleo
determinado se ve afectada fuertemente por su entorno molecular,
esto es, por los nucleos y electrones vecinos. Como consecuencia
de ello, incluso las moléculas mas simples proporcionan
abundante informacion espectral que puede servir para elucidar
sus estructuras quimicas. Podemos destacar dos efectos del
entorno en los espectros de RMN: el desplazamiento quimico (9),
originado por los pequefios campos magnéticos que se generan

debido al movimiento de los electrones alrededor de los nucleos,
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es adimensional y se expresa en términos de desplazamiento
relativo (ppm); y el desdoblamiento espin—espin (Hz), que se
produce cuando el momento magnético de un nucleo interacciona
con los momentos magnéticos de nicleos adyacentes.

*

* Resultados y discusion

El espectro de RMN de protones de un compuesto es su
huella dactilar y la identificacion se logra mediante la
comparacién con espectros simples o con los desplazamientos
quimicos aproximados de protones de determinados grupos
funcionales asociados al tetrametilsilano (TMS), (Silverstein y

Webster, 1998).

El primer paso en un andlisis de este tipo es determinar si
los maximos que se encuentran cerca son producidos por protones
de diferentes desplazamientos quimicos o son parte de un patron
multiplete. El espectro estd constituido por lineas individuales y
por 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 y, algunas veces, sefales relativas a las
constantes de acoplamiento. Los desplazamientos quimicos y las
constantes de acoplamiento son extremadamente sensibles a la
estructura molecular y constituyen la base para la aplicacion de la

RMN a la identificacion de la estructura molecular.
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La Figura 12 recoge el espectro 'H-RMN de las particulas
de latex de etilcelulosa. Como puede apreciarse, se diferencian
claramente tres picos que se interpretan como sigue: la intensa
banda 4 (6 = 0.8 — 1.2 ppm) corresponde a los protones de los
grupos metilo y metileno de la cadena lateral de la molécula. La
amplia banda B (0 = 3.0 — 4.3 ppm) es generada por los
hidroégenos de los grupos C—H de la estructura polimetilénica del
tetrahidropirano. Por ultimo, el pequefio pico puntiagudo C (J =
7.2 ppm) es producido por el disolvente cloroformo deuterado

(CDCls), el cual no interfiere en el analisis.

i L
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Figura 12. Espectro de 'H-RMN del latex de etilcelulosa.
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% Metodologia experimental de la RMN de carbono 13
(*C-RMN).

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

transformada de Fourier, facilitan la obtencion de estos espectros.

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

R

* Resultados y discusion

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

observado (Silverstein y Webster, 1998).
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En la Figura 13 se representa el espectro de *C-RMN de
las particulas de etilcelulosa. Las bandas 4 (17.9 ppm) y D (66.5
ppm) pertenecen, respectivamente, a los carbonos de los grupos
metilo y metileno de la cadena sustituyente de la molécula. Las
bandas B (32.4 ppm), C (34.7 ppm) y E (68.8 ppm) pertenecen a
los carbonos de la estructura polimetilénica del tetrahidropirano
situados, respectivamente, en posicion y, f y a con respecto al
atomo de oxigeno. La banda F es caracteristica del disolvente
(77.1 ppm). La banda observada a 83.6 ppm (G), pertenece al
carbono localizado entre el &tomo de oxigeno del heterociclo y el

atomo de oxigeno que actla como enlace entre las estructuras

tetrahidropirénicas.
F A
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Figura 13. Espectro de ""C-RMN del latex de etilcelulosa
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2.2.4. Propiedades magnéticas.

Las propiedades magnéticas macroscopicas de los materiales
son consecuencia de los momentos magnéticos asociados con sus
atomos individuales. En un atomo, cada electrén tiene momentos
magnéticos que se originan de dos fuentes distintas. Una de estas
fuentes esta relacionada con el movimiento orbital del electron
alrededor del nucleo; el electron, siendo una carga en movimiento,
puede ser considerado como una pequeia espira de corriente que
genera un campo magnético muy pequefio y tiene un momento
magnético a lo largo de su eje de rotacion. El otro momento
magnético se origina del espin del electron y, por tanto, el momento
magnético neto de un 4tomo 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 (Callister, 1996).

= Diamagnetismo. Es una forma muy débil de magnetismo
que no es permanente y persiste s6lo mientras el campo
externo estd presente. Estd asociado a atomos cuyo
momento magnético neto es nulo y se debe a un cambio en
el movimiento orbital de los electrones debido al campo
magnético aplicado. La permeabilidad magnética relativa

() es ligeramente menor que la unidad y la
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susceptibilidad magnética (y) es negativa. Recuérdense las
ecuaciones que definen estas magnitudes: la susceptibilidad
x es una magnitud caracteristica de cada material (en
general, depende de la temperatura, de la orientacion de la
muestra respecto al campo aplicado y del valor de éste) y
relaciona la imanacion M (momento magnético por unidad

de volumen) y el campo magnético H:

M=y-H (8)

La relacion entre la induccion magnética B y el campo H

en un medio imanado es:

B=po (H+M) ©)

Siendo yo la permeabilidad magnética del vacio. Aplicando

la Ec. 8:

B=p (1 +M)H=popu H=uH (10)

que constituye la definicion de permeabilidad magnética

relativa () y absoluta (u).

Paramagnetismo. Es caracteristico de aquellos 4tomos o
moléculas que tienen momentos magnéticos permanentes
que no interaccionan entre si y que en ausencia de campo
externo estan orientados al azar, de modo que una porcion

cualquiera de material no posee imanaciéon neta
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permanente. Estos dipolos atomicos son libres para girar y
se producird imanacion cuando, mediante rotacion, se
alineen de forma preferente con un campo externo. La
susceptibilidad es positiva y depende de la temperatura, y
la permeabilidad relativa serd ligeramente mayor que la

unidad.

Ferromagnetismo. En estos materiales las interacciones de
acoplamiento hacen que los momentos magnéticos netos de
espin de atomos adyacentes se alineen unos con otros aun
en ausencia de un campo magnético aplicado. Esta
alineacion mutua de los espines se presenta en volumenes
relativamente grandes del cristal denominados dominios.
La méxima imanacion posible (magnetizacion de
saturacion) corresponde a la situacion en que todos los
dipolos magnéticos en una muestra soélida estan
mutuamente alineados con el campo externo. Estos
materiales presentan una permeabilidad magnética relativa
en torno a 10° y una susceptibilidad magnética positiva y

muy grande, ambas dependientes de H y de la temperatura.

Antiferromagnetismo. Fenomeno de acoplamiento entre los
momentos magnéticos que produce un alineamiento
antiparalelo, de modo que no mostrardn imanacion

espontanea distinta de cero. Estos materiales tienen: s > 1

Y ¥m positiva.
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= Ferrimagnetismo. La interaccion de intercambio entre
momentos magnéticos en estos materiales favorece
también la alineacion antiparalela, pero los momentos no
son idénticos en modulo, por lo que no se cancelan
completamente. Su comportamiento sera por ello parecido

al de los ferromagnéticos.

¢ Metodologia experimental.

Las propiedades magnéticas de las particulas de hierro
carbonilo quedan muy bien definidas mediante la determinacion de la
curva de primera imanaciéon y el ciclo de histéresis. Estas
determinaciones se realizaron utilizando un equipo magnetémetro-
susceptibilimetro Manics DSM-8 en el Centro de Instrumentacion

Cientifica de la Universidad de Granada.

Cualquier material ferromagnético o ferrimagnético (Callister,
1996; Mercouruff, 1969) a temperaturas inferiores a la temperatura de
Curie estd formado por pequefias regiones tridimensionales en las
cuales todos los momentos magnéticos estan alineados en la misma
direccion. Estas regiones se denominan dominios y cada uno esta
magnetizado hasta la saturacion. Los dominios adyacentes estan
separados por paredes de dominio, a través de las cuales la direccion
de imanacion cambia gradualmente. La densidad de flujo (B) y la
intensidad del campo magnético (H) no son proporcionales en el caso
de los materiales ferromagnéticos y ferrimagnéticos. Si el material
esta inicialmente no imanado, entonces B varia en funcion de H segin

se muestra en la Figura 14. La curva empieza en el origen, y a medida
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que aumenta H, la induccion B empieza a aumentar lentamente y
después mas rapidamente hasta que al final alcanza un nivel
determinado y se hace independiente de H. Este valor maximo de B es
la densidad de flujo de saturacion (Bs) y la imanacién correspondiente
es la imanacion de saturacion (M;). Segun la ecuacion B = u -H, la
permeabilidad () es la pendiente de la curva B frente a H, y se puede
apreciar en la Figura 14 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 (z4), tal como se indica

en la Figura 14.

YT R | SRR & S ——

Densidad de flujo B
(o magnetizacion M)

0% T
A8 ético H
#3%0 Campo magn

H=0

Figura 14. Comportamiento de B frente a H de un material ferromagnético o
ferrimagnético que estaba inicialmente desmagnetizado. Se representan las

configuraciones de los dominios durante varios estadios de la imanacion.
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A medida que aumenta el campo H, los dominios cambian de
forma y tamafio debido al movimiento de los limites de dominio. Las
estructuras tipicas de los dominios estan representadas de forma
esquematica en varios puntos de la curva de la Figura 14 Inicialmente,
los momentos de los dominios constituyentes estan orientados al azar
de tal manera que no existe imanacion neta. A medida que se aplica el
campo externo, los dominios que estan orientados en direcciones
favorables al campo aplicado, o casi alineados con él, crecen a
expensas de aquellos que no estan favorablemente orientados. Este
proceso contintia al aumentar la intensidad del campo hasta que la
muestra macroscopica se convierte en un solo dominio, el cual estd
casi completamente alineado con el campo. La saturacion se alcanza

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

A partir de la saturacion, punto S de la Figura 15, a medida que
el campo H se reduce, la curva no invierte su camino original, sino
que se produce un efecto de histéresis en el que el campo B va
retrasado con respecto al campo aplicado H, es decir, disminuye mas
lentamente. Cuando el campo H es cero (punto R de la curva), existe
un campo residual B que se denomina remanencia, o densidad de flujo
remanente, B;; el material permanece imanado en ausencia de un

campo externo H.
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Eliminacién o inversion del
campo
p — S

() m—

+B

Magnetizacion
inicial

IO

H 0 +H.H——

4

Figura 15. Densidad de flujo magnético frente a la intensidad del
campo magnético de un material ferromagnético para la saturacién en ambas
direcciones (puntos S y S"). La curva de histéresis viene representada por la
curva sélida y la curva discontinua indica la primera imanacion. La

remanencia B, y el campo coercitivo H, también se indican.

El comportamiento de histéresis y la imanacion permanente
pueden explicarse por el movimiento de las paredes de los dominios.
Al invertir la direccion del campo desde la saturacion (punto S de la
Figura 15), el proceso mediante el cual cambia la estructura de los
dominios se invierte. En primer lugar, existe rotacion 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
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resistencia al movimiento de las paredes de los dominios que ocurre
en respuesta al aumento del campo magnético en la direccién opuesta;
esto explica el desfase entre B y H, es decir, la histéresis. Cuando el
campo aplicado se hace nulo, todavia existe una fraccion neta de
dominios orientados en la direccion inicial, lo cual explica la

existencia de la remanencia B;.

Para reducir a cero el campo B dentro de la muestra (punto C
de la Figura 15), se debe aplicar un campo H de magnitud a —H, en la
direccion opuesta a la del campo original; H. se denomina
coercitividad, o bien, algunas veces fuerza o campo coercitivo. Al
continuar aplicando el campo en la direccion contraria a la del campo
original, tal como se indica en la figura, finalmente se alcanza la
saturacion en la direccion opuesta, correspondiendo al punto S°. Una
segunda inversion del campo hasta el punto de la saturacion inicial
(punto S) completa el ciclo de histéresis simétrico y también produce
una remanencia negativa (-B;) y una coercitividad positiva (+H;). La
curva B frente a H de la Figura 14 representa un ciclo de histéresis
hasta saturacion. Desde luego, no es necesario aumentar el campo H
hasta la saturacion antes de invertir su direccidon; ademas, es posible
invertir la direccién del campo en cualquier punto a lo largo de la

curva y generar otros ciclos de histéresis.

Para investigar la capacidad de respuesta de las particulas
recubiertas a un campo magnético externo aplicado ademads, se
llevaron a cabo observaciones microscopicas (cualitativas) de la
capacidad de respuesta de las particulas recubiertas a un campo

magnético externo. Para ello, se prepar6 una suspension acuosa de
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particulas compuestas con una concentracion del 0.5 % (p/v), la cual
fue sometida a un iman permanente de 0.2 T. La visualizaciéon de la
muestra se realizo utilizando un microscopio con zoom estereoscopico

Nikon SMZ800 (Japon).

% Resultados: imanacién de las particulas recubiertas

La determinacion del modo de variacion de la imanacion de la
muestra con el campo externo aplicado es la herramienta adecuada
para caracterizar (a nivel macroscopico) el comportamiento magnético
de nuestras particulas (Arias y cols., 2007). En la Figura 16
representamos la curva de primera imanacién o curva M—H de las
particulas de hierro carbonilo y de las particulas compuestas (hierro
carbonilo — latex de etilcelulosa). Ademas se aprecia coémo el
recubrimiento polimérico reduce la imanacion de la muestra, aunque
el comportamiento del hierro carbonilo y de las particulas recubiertas
es muy similar. Asi, la susceptibilidad inicial es 3 = 22.1 £ 0.2 para
el hierro carbonilo y y = 9.1 £ 0.1 para las particulas compuestas;

mientras que la imanacion de saturacidon es 1698 + 5 para el hierro

carbonilo y 703.3 + 0.8 kA/m para las particulas recubiertas.
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0 1000 2000 3000 4000
H (KA/m)

Figura 16. Curva de primera imanacion del hierro carbonilo (e) y de las

particulas compuestas (m).

La obtencion del ciclo de histéresis permite completar la
caracterizacion (a nivel macroscdopico) del comportamiento magnético
de las particulas (Arias y cols., 2007). En la Figura 17 representamos
la curva de histéresis de las particulas de hierro carbonilo y de las
particulas compuestas. Las caracteristicas de histéresis determinan el
caracter marcadamente blando de estos materiales, no pudiéndose
observar el area relativa del ciclo de histéresis debido a la insuficiente
sensibilidad del aparato utilizado. Los materiales magnéticos blandos
se caracterizan por tener una alta permeabilidad inicial y una baja
fuerza coercitiva, pudiendo alcanzar la saturacion con un campo
aplicado relativamente pequefio y con pérdidas de energia pequenas;

es decir, son faicilmente magnetizables y desmagnetizables.
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Nuevamente se observa cémo el recubrimiento reduce las propiedades
magnéticas de la muestra, aunque el comportamiento del hierro
carbonilo y de las particulas recubiertas es muy similar. De esta
forma, las particulas compuestas cumplen pues con el requisito
marcado: su superficie es comparable a la del latex, pero tienen la
propiedad de ser imanables, con lo que constituyen un vehiculo ideal

para el transporte de fArmacos.

2000

1500 -
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-1000

-1500 -
L

-2000

4000 2000 0 2000 4000
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Figura 17. Curva de histéresis del hierro carbonilo (e) y de las particulas

compuestas (m).

Para terminar con la caracterizacion de las propiedades
magnéticas de las particulas recubiertas investigamos el
comportamiento de sus suspensiones en respuesta a un campo
magnético aplicado. En este estudio se observd cémo la distribucion

inicialmente homogénea de las particulas en suspension (Figura 18 a)
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se alteraba claramente cuando se las sometia a un campo magnético
externo, produciéndose la formacion de agregados en forma de
cadenas paralelas a la direccion del campo magnético aplicado (Figura
18 b). Este comportamiento puede explicarse si tenemos en cuenta la
mayor importancia de las interacciones magnéticas en comparacion
con las interacciones coloidales de tipo DLVO (interacciones
electrostaticas tipo van der Waals y de hidratacién o acido-base) que
se producen entre las particulas compuestas, a pesar de la presencia

del recubrimiento polimérico entorno a los nicleos magnéticos.

Figura 18. Fotografias de microscopio optico (magnificacion 63x) de una

suspension acuosa de nanoparticulas recubiertas en ausencia (a) o bajo la
influencia de un campo magnético externo (B = 0.2 T) en la direccion de la

flecha.
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CAPITULO 3

PROPIEDADES
ELECTRICAS

3.1. Introduccion.

Consideremos una particula solida esférica de 1 cm de
diametro. Su superficie S y su volumen V son 3.14 x 10 m? y 5.24 x
107 m’, respectivamente, y la relacion superficie/volumen es 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, provocaréa que la superficie sea de 15.7 m* y la relacion S/V

~ 3 x 107 m'. Este sencillo ejemplo explica que la principal
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contribucion a las propiedades de un sistema, formado mediante la
dispersion de esas N particulas 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 tipico de las particulas coloidales en medio
acuoso), la fuerza electrostatica repulsiva entre dos de estas particulas
dispersas en agua y localizadas a una distancia entre superficies de 10
nm es F=-~2.12 x 10> N. Esta fuerza tiene que compararse con otras
interacciones que deben o pueden existir entre ellas. Asi, su atraccion
gravitatoria a la misma distancia serd F® =~ 6.3 x 10" N, si su
densidad es 10° Kg/m®; y la atraccién de van der Waals F*" = 8 x 10°
B N, utilizando los valores tipicos de la constante de Hamaker
(Hunter, 1987). Estos ejemplos muestran que, en la mayoria de los
casos, las interacciones electrostaticas son fundamentales en la

determinacion de las propiedades macroscopicas de las suspensiones.

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

por poder ser determinadas experimentalmente.

Como describiremos, la electroforesis (al igual que los demas
fenomenos electrocinéticos) constituye una poderosa técnica para
obtener informacion directa sobre el estado eléctrico de la interfase.

En este trabajo hemos investigado la movilidad electroforética (u.) de
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los tres tipos de particulas (nicleos magnéticos, polimero puro y
particulas compuestas), 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 latex
de etilcelulosa son claramente diferentes, como veremos (Arias y
cols., 2007). Por lo tanto, cabe la posibilidad de que una particula de
hierro carbonilo recubierta adecuadamente de latex de etilcelulosa 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 latex.

3.2. Descripcion clasica de la doble capa

eléctrica.

Admitiremos como un hecho experimental que la mayoria de
los solidos 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 (Hunter, 1981,

1987; Lyklema, 1987, 1995):

1. Adsorcién preferente de iones en disolucion. Este es el
caso de la adsorcion de tensioactivo ionico. Las entidades
cargadas deben tener una elevada afinidad por la
superficie, para evitar la repulsion electrostatica por los

iones ya adsorbidos.
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112

2. Adsorcion/desorcion de iones de la red. Un ejemplo tipico

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

determinantes del potencial.

Disociacion o ionizacion de grupos superficiales. Este es el
mecanismo mediante el que la mayoria de los polimeros de
latex adquieren carga. Asi, los grupos acidos como el
sulfato o el carboxilo son responsables de la carga negativa
de las redes de polimero anidnico. Cuando el pH estd por
encima del pK, de disociacién de estos grupos, la mayoria
de ellos estaran ionizados, generando la carga negativa. En
el caso de los 6xidos, los grupos superficiales anfoteros
MOH pueden generar carga positiva o negativa,
dependiendo del pH; los iones H" y OH serén, por lo tanto,

los iones determinantes del potencial para los 6xidos.

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

intercambiables en disolucion (Van Olphen, 1977).
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Cualquiera que sea el mecanismo, y hay situaciones en las que
participa mas de uno de ellos, la carga neta superficial debe estar
compensada por iones en torno a la particula de modo que se
mantenga la electroneutralidad del sistema. La carga superficial y su
contracarga compensadora en disoluciéon forman la doble capa
eléctrica (DCE). A pesar de utilizarse la palabra “doble”, su estructura
puede ser muy compleja, no totalmente resuelta en la mayoria de los
casos, y puede contener tres 0 mas capas, que se extienden a lo largo

de distancias variables desde la superficie del so6lido.

Cerca de la superficie o sobre ella, se pueden encontrar cargas
responsables de la carga superficial op. En su proximidad inmediata,
podrian localizarse los iones capaces de sufrir adsorcion especifica: la
distancia al solido serd del orden de un radio i6nico, dado que se
puede suponer que han perdido su capa de hidratacion, al menos en la
direccion de la superficie del solido. Llamemos o; a la carga
superficial en un determinado plano de 4tomos, localizados a una
distancia £ desde el solido (Figura 19). Si aceptamos que la interfase
tiene una geometria plana, y que X es la distancia externa normal a
esta, podemos decir que la region entre X = 0 y X = /& esta libre de
carga, y podemos identificar un condensador cuyas placas son la
superficie y el plano £. Si C; es su capacidad especifica (por unidad

de area):

Vo~ Vi = (In
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donde yy es el potencial en la superficie del solido. Los iones
responsables de i no solo desarrollardn interacciones electrostaticas
con la superficie: de hecho, a menudo superan la repulsion eléctrica y
son capaces, por ejemplo, de aumentar la carga positiva de una
superficie de 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-
hidrofilas, etc. (Lyklema, 1987). Debido a la ausencia habitual de
informaciéon sobre la parte mas interna de la atmosfera iodnica, el
tratamiento a menudo no esta exento de hipotesis y suposiciones mas

0 menos realistas.
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Potencial

0 B8 B ﬁg Distancia

Figura 19. Representacion esquematica de la distribucion de potencial en una

interfase cargada negativamente.

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

difusa oy, localizada en X = £, de acuerdo con la expresion:

oy = [ p(x)dx (12)
B
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para una interfase plana, o:

o0

[rpydr (13)

By

Gy

_ 1
(a+Bd)2

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

con origen en el centro de la particula.
Debido a la electroneutralidad:
Gy =70; =0y (14)

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

potenciales), mencionaremos:

1. La distribucion volimica de carga que se extiende
desde x = f; se denomina capa difusa o parte difusa de

la doble capa.
2. La region entre X = 0 y X = f4 se denomina a menudo

capa de Stern, parte interna de la doble capa o parte

densa de la doble capa.
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3. El plano x = f es el plano interior de Helmholtz (PIH)
y a X = f4 se le llama plano exterior de Helmholtz
(PEH). El PEH identifica el comienzo de la capa difusa.

4. Al potencial en X = f se le llama potencial Helmholtz

o potencial de difuso.

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

capa puede escribirse (Russel y cols., 1989):
—ezVy —k;TVinn =0, i=1,..,N (15)

donde el primer término corresponde a la fuerza electrostatica
sobre los iones i (carga ez;, concentracion n;) y el segundo es la
fuerza termodindmica. La integracion de la Ecuacion 15 bajo la
condicion n, =n’(w) para y = 0, da lugar a la distribucion de

Boltzmann:
n(F) = n’(e0)exp[-ezy (F) /KT ],i=1,...,N  (16)

donde n’(x) es la concentracidon de los iones i lejos de la

particula, kg es la constante de Boltzmann, y T es la temperatura
absoluta. Finalmente, la ecuacidén de Poisson nos dara la relacion

entre el potencial y las concentraciones idnicas:
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vy =L pF)=-- iezin?(w)exp{—w} (17)

rs€0 €15€ kg T

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

Ecuacion 17 (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 solucion general a esta
ecuacion en derivadas parciales, excepto en determinados casos,
(Dukhin, 1974; Russel y cols., 1989), por lo que nos limitaremos a
mostrar cualitativamente el modo tipico de variacion del potencial
con la distancia a la particula. La Figura 20 ilustra esta variacion
para una interfase plana y permite compararla con el valor

aproximado de Debye-Hiichel, valido para bajos valores de v 4:

y=y.e" (18)

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

espesor de la capa difusa. Su valor es:

K—l _ grsgokBT (19)

] N
Z e’z/n; (o)
i=1

. I -1 ;e
Para hacerse una idea de los valores tipicos de x -, es util la

siguiente féormula practica para un electrolito 1:1 (N=2,z, =1, 2,
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=-1) en agua a 25 °C como disolvente: k1 =0.308 ¢c'* nm, si c es
la concentracion molar de electrolito; Ny = Ny = 10° Nac para un

electrolito 1:1.

150

Potencial {mV)

50

Figura 20. Distribucion del potencial en una interfase plana, calculado

mediante la féormula aproximada de Debye-Hiickel [Ecuacion 18, (---)]
y el calculo completo para los valores de yy indicados. Electrolitos

monovalentes.

3.3. Fendmenos electrocinéticos. Potencial zeta.

Supongamos que se aplica un campo eléctrico
paralelamente a la interfase sdlido/disolucion de la Figura 19 y
que la superficie solida estd fija en nuestro sistema de
coordenadas. De lo expuesto anteriormente, debe haber quedado
claro que el liquido adyacente al sé6lido tiene una carga eléctrica

neta opuesta a la de la superficie. Parte de los iones de este
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liquido probablemente estaran unidos fuertemente a la superficie
mediante fuerzas atractivas de corto alcance y pueden
considerarse inmoviles (esto es una aproximacion; tales iones
pueden ser moéviles y, en tal caso, no es raro que su movilidad
tenga un valor préximo al del nucleo de la disolucion); lo mismo
se admitird con respecto al liquido en esta regién. Sin embargo,
los iones y el liquido externo podréan ser desplazados por el campo
externo: de hecho la fuerza eléctrica actuard sobre los iones
(principalmente contraiones) y arrastrard liquido en su
movimiento. Se producird un movimiento relativo entre el solido y

el liquido: este es el fundamento del fendmeno electrocinético.

El potencial existente en el limite entre las fases moévil e
inmovil es conocido como potencial electrocinético o potencial
zeta (). La localizacion exacta (distancia S en la Figura 19) del
también llamado plano de cizalladura o plano de deslizamiento es
un tema de investigacion y, de hecho, incluso la existencia de este
plano y del mismo potencial zeta son estrictamente una
abstraccion (Lyklema, 1977), (Delgado, Gonzalez-Caballero,
Hunter, Koopal, Lyklema, 2007) ya que se basan en la aceptacion
de que la viscosidad del medio liquido varia discontinuamente
desde un valor infinito en la capa de Stern, a un valor finito en la
atmosfera difusa. Una posible forma de salvar, al menos
formalmente, esta incertidumbre es suponer una variacion gradual
de la viscosidad 7 desde la superficie hasta el inicio de la parte
difusa (Dukhin, 1974; Lyklema, 1977), pero la verificacién
experimental cuantitativa de tal variacion no es accesible. Como

todos los tratamientos del fendmeno electrocinético se basan en la
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existencia del potencial zeta, admitiremos el modelo de Ia
variacion de la viscosidad como razonablemente aceptable. Esto
significa que las técnicas electrocinéticas nos daran informacion
sobre el potencial zeta, donde quiera que este localizado. Tratar de
extraer mas informacién es peligroso y muy dependiente del

modelo de doble capa elegido (Dukhin, 1974).

Los avances de la teoria de los fendmenos electrocinéticos
(Delgado, Gonzalez-Caballero, Hunter, Koopal, Lyklema, 2007;
Zukoski y Saville, 1986; Mangelsdorf y White, 1990; Mangelsdorf y
White, 1998 a, b; Lyklema y Minor, 1998) nos han permitido
relacionar los efectos electrocinéticos observados no sélo con el
potencial zeta, sino también con otros parametros de la doble capa y
con la existencia de una capa de Stern con iones capaces de moverse
bajo la accion de campos externos. Este numero creciente de
parametros a determinar requiere para su estimacion una investigacion
experimental bien planificada y, a menudo, experimentos utilizando

diferentes técnicas electrocinéticas.

«» Electroforesis: teoria elemental.

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

investigacion.
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Sea una particula esférica de radio a en presencia de un

campo eléctrico que, lejos de la particula, el campo aplicado es

I}:'). 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 se de la condicion (llamada de doble

capa delgada):
k'<<a o ka>> 1 (20)

Puede demostrarse que la velocidad del fluido lejos de la
particula, tomada como referencia, es (Shilov, Delgado, Gonzalez-

Caballero, Grosse., 2000):

288 orq_
vw_—ng[l C] (21)

siendo C el llamado coeficiente dipolar, cuyo valor es 'z si la
particula no esta muy cargada y, como se dijo su permeabilidad es
mucho menor que la del fluido. Por lo tanto, la velocidad del

liquido lejos de la particula sera:

1900 = _M;E (22)
n

La Ecuacion 22 es conocida como la ecuacion de Helmholtz para

la electroosmosis. Si cambiamos al sistema de referencia del
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laboratorio, se tendrd la velocidad electroforética de la particula,

T T
v, =% FE Sy E (23a)
n

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

electroforética:

¢ (23b)

Conviene insistir en que la Ecuacion 23 b es valida para cualquier

geometria a condicion de que (Morrison, 1970; Overbeek, 1950):

e La particula dispersa adquiere carga superficial que se
compensa mediante un exceso de carga de signo

opuesto en el medio.

e La particula es rigida y de forma arbitraria, con
potencial eléctrico superficial uniforme () con respecto

al liquido lejos de la interfase.
e Las dimensiones de la particula son tales que el radio

de curvatura de la interfase en cualquier posicion es

mucho mayor que el grosor de la doble capa.
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La particula no es conductora y los efectos de la

conductancia superficial son despreciables.

e La constante dieléctrica y la viscosidad del medio son

independientes de la posicion.

e EIl 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.

«» Electroforesis: tratamientos mas elaborados.

Henry (1931) fue el primer autor que elimind la tercera
restriccion anterior, y resolvid el problema para esferas (también
para cilindros infinitos) de cualquier radio a, es decir, cualquier
valor de xa, aunque para pequefios potenciales zeta.
Restringiéndonos al caso de la esfera, la ecuacion de Henry para

particulas no conductoras es:

2 &€,
Ue —ETgf (Ka) (24)
donde:
_i, @) (<)
f(ka)=1+ 6 St (25)
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Una formula aproximada para f(ka) ha sido publicada por

Ohshima (1998).

Una contribucién crucial para entender y evaluar la
movilidad electroforética y, en general, la fisica del fendmeno
electrocinético se debio a Overbeek (1943, 1950). Booth (1948 a,
b, 1950) también elabor6é una teoria que siguio lineas similares,
para esferas en ambos casos. Estos autores, fueron los primeros en
considerar que durante la migracion electroforética la doble capa
pierde su simetria original, y se polariza: la distribucion del
potencial fuera del equilibrio no es la simple adicién del creado
por el campo externo en torno a la esfera no conductora y el de la
doble capa eléctrica en equilibrio (Dukhin y Derjaguin, 1974). El
problema matematico es mucho mas complejo y hasta la aparicion
de los ordenadores s6lo estaban disponibles teorias aproximadas
(bajo ¢, gran ka (Booth, 1948 a, b; Overbeek 1943, 1950). Los
primeros tratamientos (numéricos) del problema, validos para
valores arbitrarios del radio, el potencial zeta o las
concentraciones idnicas, fueron elaborados por Wiersema y cols.

(1966) y O'Brien y White (1978).

Como no es relevante describir estos tratamientos,
simplemente mostraremos algunos resultados en la Figura 21. La
validez de la féormula de Smoluchowski para valores elevados de
kxa y potenciales zeta de bajos a moderados es apreciable; también
es evidente que el tratamiento de Henry es valido para ¢ bajo,

independientemente del grosor de la doble capa.
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Figura 21. Movilidad electroforética vs. potencial zeta para particulas
esféricas de radio a = 100 nm y para xka = 1, 25 y 100 en disoluciones
de KCl. Linea discontinua (---): ecuacion de Smoluchowski;
lineas discontinuas-punteadas (---): formula de Henry (1931);

lineas continuas (—): teoria de O'Brien y White (1978).

3.4. Metodologia experimental.

La determinacion de la movilidad electroforética de los tres
tipos de particulas en suspension (hierro, etilcelulosa y
compuestas) se llevd a cabo a temperatura ambiente (25 °C)
utilizando un dispositivo Malvern Zetasizer 2000 (Malvern
Instruments, Inglaterra), cuyo funcionamiento estd basado en el
analisis de la autocorrelacion de la luz laser dispersada por las
particulas en movimiento. Este aparato permite determinar U, con

errores del 5 % o inferiores. La temperatura se mantiene constante
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durante las determinaciones (hasta = 0.2 °C) utilizando un mo6dulo

Peltier.

Las suspensiones estudiadas tienen una concentracién de
particulas aproximada del 0.1 % (p/v). Antes de preparar la
suspension se fijo la concentracion de electrolito deseada y se
ajustd, en su caso, el pH con HCI y NaOH. Debido a la
laboriosidad del ajuste de ciertos pHs, la preparacion de las
suspensiones se realizd cuando estos eran estables, ya que las
diferentes particulas habrian estado demasiado tiempo en
disoluciéon antes de medir, con el consiguiente riesgo para la
estabilidad de sus propiedades eléctricas superficiales (fendmenos
de oxidacion y de degradacion, principalmente). Las medidas se
realizaron 24 horas después, comprobando y reajustando
previamente el pH si era necesario. Los datos presentados son el
promedio entre nueve y quince determinaciones, cambiando la

muestra cada tres.

3.5. Resultados y discusion

En primer lugar, centramos nuestro estudio en el andlisis
del efecto del pH sobre la movilidad electroforética (U.) y el
potencial zeta (£) de las particulas. Utilizamos la teoria de
O’Brien y White (1978) para convertir los valores de U, en valores
de ¢ La Figura 22 muestra los valores de potencial zeta en
funcion del pH del medio y en presencia de NaCl 10° M. Como
puede observarse, las particulas de hierro carbonilo presentan un

punto isoeléctrico o pH de potencial zeta cero bien definido en las
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proximidades de pH = 5. Este comportamiento no se aprecia en las
particulas de latex de etilcelulosa, las cuales presentan una carga
superficial neta negativa en todo el intervalo de pHs estudiado (de
3 a 9). S6lo a pHs inferiores a 3, los datos sugieren la presencia

del pH de potencial zeta cero.

60

o
f -9
o
o
~
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© -

Figura 22. Potencial zeta del hierro carbonilo (m),
el latex de etilcelulosa (®) y las particulas compuestas (A)

en funcion del pH, en presencia de NaCl 10~ M.

Estas grandes diferencias entre el comportamiento
electrocinético de los nucleos y el polimero convierten a la
electroforesis en una herramienta muy util para comprobar
cualitativamente la eficacia del recubrimiento. De hecho, la Figura
22 muestra claramente que las particulas compuestas presentan un

comportamiento similar a las de etilcelulosa. Por lo tanto, el
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recubrimiento de latex oculta eficazmente el nicleo magnético,
haciendo que la superficie de las particulas compuestas sea casi

indistinguible de la de las particulas de latex.

Dentro de esta investigacion, un aspecto muy interesante es
el analisis del origen de las cargas superficiales de las particulas.
En el caso de las particulas metalicas, el origen de la carga
superficial y su dependencia con el pH tiene relaciéon con la
similitud existente entre los puntos isoeléctricos de los metales y
los de sus o6xidos correspondientes (Kallay y cols., 1991). Estas
similitudes se basan en que la carga superficial de la interfase
metal/solucion es generada por una capa de oOxido anfotérica cuya
formacion es inevitable en entornos con cardcter oxidante. En
concreto, el punto isoeléctrico del hierro es similar al de la hematites
(a-Fex03). Ya que, como se sabe, este Oxido tiene un punto
isoeléctrico entre 6 y 8 (Matijevi¢, 2002), es logico que las particulas
de hierro presenten un pH de potencial zeta cero en las proximidades

de la neutralidad.

En cuanto a las particulas de latex, el potencial zeta es
negativo en todo el intervalo de pH investigado y se incrementa en
valores absolutos hasta un pH cercano a la neutralidad. Teniendo
en cuenta los resultados de la valoraciéon de la carga del
Aquacoat®, un latex comercial muy similar a nuestras particulas
(Gallardo y cols., 1993; Vera y cols., 1994, 1996), podemos
esperar que las especies quimicas responsables de la generacion
de esta carga negativa superficial en nuestro latex sean los grupos

terminales disociados del NaDS. Esto es posible ya que es
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predecible que parte del dodecilsulfato sédico utilizado en la
sintesis permanezca adsorbido en la superficie de las particulas,
incluso tras el proceso de limpieza descrito. Ademads, los grupos
acidos débiles superficiales, presumiblemente carboxilicos, seran
también responsables de la dependencia de la carga superficial
con el pH. Estos grupos proceden de la disociacion del
sustituyente que forma la cadena Ilateral de la estructura

polimérica.

Para confirmar estos resultados, realizamos Ia
determinacion del potencial zeta en funcion de la concentracion de
NaCl a pH natural (= 5.5), siguiendo la misma metodologia. Los
resultados de este analisis se representan en la Figura 23, y de
nuevo se aprecian las diferencias entre las particulas recubiertas y

el hierro carbonilo.

Finalmente, debemos realizar un breve comentario sobre el
efecto de la concentracion de electrolito en los valores de
potencial zeta de las particulas de latex. El incremento inicial de
estos valores con la concentracién de NaCl es s6lo aparente, y se
puede achacar a la falta de validez de la teoria de Smoluchowski
cuando la conductividad eléctrica de la parte interna de la doble
capa eléctrica (también llamada stagnant layer conductivity, SLC)

es significativa.
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Figura 23. Potencial zeta del hierro carbonilo (m),
el latex de etilcelulosa (®) y las particulas compuestas

(A) en funcion de la concentracion de NaCl, a pH = 5.5.

La realizacion de un calculo apropiado de los valores de &
en el caso de SLC no nula no es objeto de nuestro trabajo y, de
hecho, no es posible obtener informacién sobre los dos parametros
desconocidos ({'y SLC) realizando s6lo un experimento. Cuando
la fuerza ionica es suficientemente alta (> 10° M de NaCl), el
efecto de la SLC es despreciable y los valores de potencial zeta
pueden estimarse perfectamente mediante teorias estandar como la
de Smoluchowski. Notese que el fendmeno de SLC no se observa
en el caso del hierro carbonilo, mientras que si es notable cuando
la superficie es polimérica, probablemente debido a la presencia

de cadenas de polimero cargadas en la superficie.
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El estudio electrocinético realizado nos sirve también para dar
algo de luz al mecanismo por el que se forma el recubrimiento
polimérico de los nicleos magnéticos: parece claro que se producira
una interaccion electrostatica atractiva entre las particulas de hierro
carbonilo con carga superficial positiva y el polimero con carga
negativa en las condiciones de acidez (10° N de HCl: pH ~ 3) en las
que se realiza la sintesis (Figura 22). Debido a esta atraccion
electrostatica, los alrededores de los nicleos magnéticos positivos se
van a enriquecer en especies polimérica negativas en este rango de
pHs, favoreciéndose asi el recubrimiento de etilcelulosa por los

nucleos magnéticos (Arias y cols., 2007).
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CAPITULO 4

TERMODINAMICA
SUPERFICIAL

4.1. Introduccion

En este apartado pretendemos la identificacion y Ia
cuantificacion de las interacciones en la interfase particula/medio
acuoso, usando una teoria termodinamica de la tension superficial o
energia libre de los solidos. Con este fin usaremos un modelo
termodindmico que incluye las interacciones de van der Waals y
polares entre las particulas, o entre ellas y el medio de dispersion. El

modelo permite caracterizar el sdlido mediante tres componentes de

133




Capitulo 4. Termodinamica superficial

su energia libre superficial: %"V (Lifshitz-van der Waals,
representativa de las interacciones no polares o dispersivas de la
interfase), 7" (aceptor de electrones o 4cido de Lewis) y % (donante
de electrones o base de Lewis). Estas dos ultimas contribuciones
(polares) contienen informacion 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 utilizaran los datos experimentales de los angulos de
contacto formados por liquidos seleccionados con nuestros tres tipos
de sistemas (nticleo magnético, recubrimiento polimérico y particula
compuesta). Ademds, se prestara especial atencion al andlisis
comparativo de la energia libre superficial de los diferentes tipos de

materiales utilizados.

4.2. Interacciones superficiales.

La principal interaccion interfacial admitida entre particulas
coloidales cargadas, inmersas en un medio acuoso, es la interaccion
electrostatica (EL) entre dobles capas eléctricas. Pero, ademas, existen
otras interacciones entre las moléculas que constituyen las distintas
fases en disolucién y que pueden adquirir valores significativos. De

entre ellas vamos a considerar, como mas significativas, dos:
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Las interacciones dispersivas, denominadas asi debido a su
relacion con fenomenos de dispersion de luz en el visible y
ultravioleta. Son también conocidas como interacciones
electrodindmicas o Lifshitz-van der Waals (LW) y estaran
siempre presentes, al igual que sucede con la interaccion
gravitatoria. El modelo clasico DLVO (Derjaguin-Landau-
Verwey-Overbeek), (Lyklema, 2005) las considera, junto
con la interaccion electrostatica, responsables de la energia

total de interaccion entre particulas.

Otras interacciones no dispersivas (fuerzas de solvatacion,
estructurales y de hidratacién) denominadas en general,
interacciones no-DLVO: que se refiere a interacciones. El
modelo tedrico que nos permitird analizarlas es el

desarrollado por van Oss y cols. (1986).

+ Interacciones dispersivas.

Van der Waals fue el primer autor en sugerir que en los

liquidos y gases no ideales, existe entre los atomos y las moléculas
una interaccion de naturaleza diferente de la electrostatica, a la que
posteriormente se denomind interaccion de van der Waals. Mas
adelante, numerosos investigadores analizaron la naturaleza de esta

forma de interaccion: Keesom (1921), Debye (1921) y London (1930).

Las interacciones de London tienen lugar entre dipolos

instantaneos originados por fluctuaciones de carga eléctrica y

dipolos inducidos. Son universales y aparecen entre cualquier par
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de atomos o moléculas en fase condensada (Fowkes, 1963). En
este tipo de sistemas su contribucidon es muy superior a las otras
fuerzas de origen dispersivo (Chaudhury y Good, Fowkes y
Mostaza, 1983, 1978). Todas ellas se pueden agrupar dentro del
conjunto de interacciones electrodindmicas, denominadas

genéricamente interacciones Lifshitz-van der Waals (LW).

Debe recordarse que, aunque las interacciones dispersivas
son débiles en comparacidén con las electrostaticas, responsables
del alcance i6nico o del covalente, se ha podido comprobar que
afectan de forma considerable a un variado conjunto de
fenomenos relacionados con los sistemas de particulas coloidales,
tales como adhesion, adsorcion, agregacion de particulas en
suspension o estructura de macromoléculas condensadas, como
polimeros o proteinas (Israelachivili, 1991). Resumiendo, las

caracteristicas esenciales de estas interacciones son:

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

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

repulsivas.
= Son fuerzas no aditivas, pues la interaccion dispersiva entre

dos sistemas fisicos se ve afectada por la presencia de otros

cercanos.
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Matematicamente, es posible obtener mediante un término
global, la contribucion a la tensién superficial de todas las
interacciones de tipo dispersivo. Se realiza mediante la teoria de
Lifshitz de la atracciéon entre sistemas macroscopicos (Ninhan y
Parsegian, 1970; Parsegian y Ninhan, 1969) y se denomina
componente LW o Lifshitz-van der Waals (#*") a la componente de la
tension superficial o energia libre superficial asociada a estas

interacciones.

+» Interacciones no-DLVO.

Hay una serie de fendmenos, relacionados con la estabilidad
coloidal, que no se pueden explicar s6lo mediante la interaccion
electrostatica entre dobles capas eléctricas y las fuerzas de van der
Waals. Asi, por ejemplo, el hinchamiento espontaneo de arcillas secas
cuando estan en contacto con agua (Van Olphen, 1977). Tampoco se
explica por qué las dispersiones de silice no coagulan en el punto
isoeléctrico en el seno de disoluciones salinas concentradas (Allen y
Matijevi¢, 1969). En nuestro grupo de investigacion se han encontrado
comportamientos similares en suspensiones de sulfato de zinc (Duran
y cols., 1995) o de latex de etilcelulosa (Vera y cols., 1995), y en
general aparecen en la bibliografia numerosas observaciones de esta
naturaleza en los ultimos afos (Laskowski y cols., 1992; Pashley,

1992).
Por eso, ha sido necesario introducir las denominadas fuerzas
no-DLVO (cuyo alcance es del orden de pocos nandmetros), entre las

que se incluyen la repulsion “hidréfila”, la atraccion “hidréfoba”, los
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enlaces de hidrégeno, los enlaces 7, o la atraccion por diferencias de
presion osmotica en suspensiones muy concentradas de polimeros no
adsorbidos sobre las particulas. De todo este conjunto de fuerzas, las
mas conocidas son las que tienen su origen en la solvatacion de las
superficies (por lo que se denominan “estructurales”), pudiendo ser
atractivas (efecto ‘“hidrofobo”), repulsivas (efecto ‘“hidréfilo”) e
incluso oscilatorias. Son interacciones de tipo polar y pueden llegar
incluso a alcanzar un valor dos ordenes de magnitud superior a las
interacciones EL y LW. Analizaremos a continuacion los aspectos

fisicos fundamentales de estas fuerzas no-DLVO.

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 por su capacidad
de empaquetamiento. Cuando las interfases presentes son liquido —
liquido o so6lido — liquido se producen claras oscilaciones de
densidad, pero en el caso de una interfase liquido — vapor tales

oscilaciones no existen, como ha demostrado Israelachivili (1991).

Si se trata de dos interfases separadas una distancia
determinada, el efecto es alin mas notable. S6lo con consideraciones
geométricas, sin tener en cuenta interacciones atractivas entre las
moléculas de disolvente y las paredes, las moléculas se ven forzadas a
acomodarse entre las dos superficies siguiendo un cierto ordenamiento
que origina la fuerza oscilatoria de solvatacion. Este comportamiento

ha sido estudiado en los trabajos del grupo de Israelachivili
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(Christenson, 1988; Christenson y Horn, 1985; Horn e Israelachivili,

1981).

La situacion es mucho mas compleja en los sistemas fisicos
reales, pues las moléculas de liquido no son esféricas; interaccionan
mediante potenciales anisotropos y, ademads, las interfases no son
estrictamente lisas desde un punto de vista atomico. En el caso de
existir una interaccion atractiva entre la superficie y las moléculas de
liquido adyacentes, el empaquetamiento molecular descrito sera mas
denso y la fuerza resultante entre las fases so6lidas, aunque oscilatoria,
tiene una componente repulsiva de largo alcance. Si, por el contrario,
la interaccion superficie — liquido es mas débil que la interaccion
liquido — liquido, la fuerza de solvatacidon oscilatoria tiene una

componente mondtona atractiva.

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

solidas.
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A la componente de la tension superficial de estas
interacciones no dispersivas se le engloba en un término general

denominado acido-base (#'%).

¢ Contribuciones a la energia libre superficial. Teoria de

van Oss, Good y colaboradores.

a) Tension superficial.

Para poder predecir el valor que adquieren las interacciones ya
descritas [Lifshitz-van der Waals (LW) y 4&cido-base (4B)] es
necesario hacer previamente una caracterizacion termodindmica de la
superficie. Para ello, consideraremos el proceso reversible de acercar
dos sistemas fisicos en el vacio, formados por un sélido o liquido, 7,
hasta formar una fase continua (entran en contacto superficies iguales
unitarias) (Good, 1993). Se denomina energia libre de cohesion
(AGc,) a la variacion de energia libre que tiene lugar en el proceso y
trabajo de cohesion al opuesto de esta magnitud. A partir de ella
podremos definir la tension superficial (o energia libre superficial) del

material / (1) de la forma:

AGC,I =W, = =2y, (26)

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

fisicos desaparecen dos interfases.

Si se considera un proceso también reversible, igual al anterior,

pero con dos sistemas fisicos de materiales diferentes, / y 2, se habla
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de adhesion, siendo AGa 2 la energia libre de adhesion y Wa 1z el
trabajo de adhesion. En este caso, se destruyen las interfases / — vacio
y 2 — vacio, pero se crea la / — 2. Se define entonces la tension

interfacial (71,) mediante la ecuacion:
AGA,]Z = _WA,12 =Y =Y (27)
conocida como ecuacidon de Dupré (Adamson, 1982).
Cuando se unen dos sistemas fisicos como los descritos, de
materiales diferentes / y 3, en un medio liquido 2, desaparecen las

interfases / —2 y 3 — 2, y se crea la interfase / — 3, con lo que la

ecuacion de Dupré queda de la forma:

AGp; =3 =Y — Va3 (28)

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

y 3 son el mismo material, /, en el medio 2:

AG,, =2y, (29)

Este es el caso de la interaccidon entre particulas idénticas en

suspension en un medio liquido.

La energia libre interfacial esta relacionada con las fuerzas

de interaccion que las superficies de las fases / y 2 se ejercen
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4

entre si (cohesiébn) o con la otra fase (adhesion). La
caracterizacion termodinamica 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
el alcance de las interacciones de origen no electrostatico en la

interfase.

b) Modelo de van Oss, Good y Chaudhury.

Las investigaciones mdas recientes sobre la tension
superficial y sus componentes, han sido realizadas por van Oss
(van Oss, 1993, 1994; van Oss y Good, 1989; van Oss y cols.,
1986, 1987 a, b, 1988 a, b). La ecuacion que constituye la base
para el desarrollo de su modelo es la que expresa la tension
superficial total de cualquier fase como suma de dos
contribuciones o componentes, que son las asociadas a

interacciones Lifshitz-van der Waals (LW) y acido-base (4B):

=y +y” (29)

El siguiente paso es postular una regla de combinacidn para
calcular la contribucidn del caracter acido y basico a las energias
libres de adhesion a través de la interfase o a la energia interna de

cohesion de una fase.
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La Ecuacion 29 se puede hacer extensiva a la energia libre

de la interfase 1/2:
Yi2 = Y1L2W + quzB (30)

A continuacidn, se expresard matematicamente cada uno de
los dos sumandos de la tension superficial de la Ecuacion 30.

Utilizando la regla de Good y Girifalco (1960), el primer término

}/1L2W queda de la forma:

7 =(\/7ILW —\/VZ”V)Z =n" 4y =2yn" " 3B

La obtencion del segundo sumando (7,,*®) no puede
hacerse mediante la regla anterior, pues como ya indicé Fowkes
(van Oss, 1994) no es aplicable a las interacciones 4B, que son
esencialmente asimétricas. Se postula entonces, y esta es una
contribucion esencial de estos autores, la siguiente regla de

combinacién para la componente 4B de la tension interfacial:

Vo =2(\/ﬂ7f \yary =y —x/71‘7§)=

2o~ W =77 )

(32)

donde 7 'y » representan, respectivamente, la contribucion
electron-aceptor (dcido de Lewis) y electron-donante (base de
Lewis) a la tension superficial de la fase i. La Ecuacion 32 para

una fase queda de la forma:
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vi¥ = 24vvy (33)

Sustituyendo la Ecuacion 33 en la Ecuacion 29:

Y=Y 201 (34)

Sustituyendo las Ecuaciones 31 y 32 en la Ecuacion 30, y

teniendo en consideracion la Ecuacidon 34, se obtiene:

Yo =1+ 1. - 2 ) - 2yl ) - 24y ) 35)

que expresa la tension interfacial entre las fases 7 y 2.

Es usual hacer una clasificacion de las sustancias en
funcion de los valores que adquieren las componentes acido y
base de Lewis: bipolares, si las moléculas se comportan como
acidos y bases de Lewis simultaneamente; monopolares, cuando
una de esas dos componentes (4cido o base) es despreciable o nula

frente a la otra; y apolares si se anulan ambas componentes.

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

. , . AB ., ..
existe el término » , y la tension superficial total () es entonces
igual al término LW. No obstante, tales sustancias pueden

interaccionar fuertemente con materiales bipolares y materiales
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monopolares de polaridad opuesta, a pesar de la aparente

naturaleza apolar de su tension superficial.

El punto importante que queremos resaltar por su
significacion en la determinacidn de la energia total de interaccion
entre dos particulas coloidales, es que el conocimiento de %"V y
%" para las fases implicadas permite calcular dicha energia. En
efecto, la energia libre de interaccidon (por unidad de superficie)

entre dos particulas de material / inmersas en la fase 2 sera:

’
AG,, =2y, :_2(\/71LW _\/72LW)

_4Q%71+Jﬁ72—Jﬂ7z—J%7;)

(36)

Noétese que un valor positivo de AGj,; implicaria una
repulsion neta entre las superficies (presion de hidratacion o
interaccion hidrdfila). Teniendo en cuenta que AG.| es siempre
negativo, el caracter atractivo o repulsivo de la interaccion,
dependera de la contribucion acido-base AGZ’. En medio acuoso,
la componente 4B de la energia de cohesion del agua, debido a
sus enlaces por puentes de hidrogeno es 102 mJ/m? valor lo

suficientemente elevado como para imponer un efecto atractivo

neto entre superficies de particulas apolares o débilmente polares

(efecto hidrofobo).

En otras ocasiones, como sucede en especial con las
- + _
superficies monopolares (y= #V; ¥*® =0, usualmente " =0y y

# 0) (van Oss y cols., 1988a), el elevado valor del caracter basico
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de estas superficies las hace muy hidrofilas, existiendo fuertes

interacciones repulsivas (presion de hidratacion), por la presencia

172

del factor (1 7 '), y por tanto se verifica que ‘AG{éﬂ > ‘AGIL{{" .

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

responsable de la misma.
4.3. Metodologia experimental.

La tension superficial de un liquido y la tensién 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 solidos, es necesario recurrir a medidas de otras magnitudes
para poder obtener a partir de ellas los valores de las tensiones
superficiales. Junto con la técnica de penetracion de liquidos en
capa fina, la técnica de medida de angulos de contacto es la mas
importante y habitual. Ambas han sido descritas con detalle en
trabajos anteriores (Chibowski y cols., 1993; Duran y cols., 1994,
1995). Sin embargo, nos centraremos en una breve descripcion de
la técnica de medida de angulos de contacto, ya que es la utilizada

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

solido sea plana, homogénea y rigida a escala macroscopica.

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

unica que cumple la ecuacidon de Young (Neumann y cols., 1972):
Vor —Ys =Y, €080 (37)
donde v, %L Yy s son, respectivamente, las tensiones
interfaciales so6lido — vapor y solido — liquido, y la tension
superficial del liquido. La Ecuacién 37 se puede escribir de la

forma:

Ys =Yg +7, 080+, (33)

donde ys es la tension superficial del solido y 7z es la presion

superficial (film pressure), definida por:
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T.=Ys = Ysr (39)

esto es, la presion bidimensional que ejerce el vapor adsorbido
sobre la superficie solida. En el caso de que s sea superior a .,
esta adsorcion provoca una disminucioén de la tensioén superficial
del so6lido, hasta alcanzar, en caso de saturacion, el valor de la

tension superficial del liquido (Janczuk y cols., 1987, 1989).

Bajo estas condiciones limite, 7. = 5 — 1. (Janczuk y cols.,
1989). En el caso contrario, que corresponde generalmente a
solidos de poca energia superficial como los utilizados en este
trabajo, 7. es despreciable y la ecuacion de Young se puede

escribir:

Ys =Yg +7Y,c080 (40)

Un factor importante a considerar en las medidas de angulo
de contacto es el fendmeno de histéresis. Cuando una gota de
liquido se deposita sobre la superficie de un so6lido se puede
producir, dependiendo del método utilizado, un avance (la gota se
deposita sobre una superficie seca), o una regresion (la gota se
retrae tras ser depositada y se desplaza sobre zonas ya mojadas),
siendo los respectivos angulos de contacto &, (avance) y &
(retroceso). Se verifica que 6 es siempre inferior a 6,. Este
fenomeno puede dificultar la estimacion del verdadero angulo de
contacto, pues existe una gran dependencia entre la amplitud de la

histéresis y el volumen de la gota utilizado. Este efecto se puede
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minimizar disminuyendo el volumen de la gota de liquido.
Nuestras medidas experimentales se han realizado sobre el angulo

de avance.

Good (1977) justifica el fenomeno de la histéresis como
una consecuencia de la heterogeneidad de la superficie: los
angulos de avance supondrian una interaccién preferente del
liquido con las zonas de menor energia superficial y viceversa. No
obstante, un trabajo mas reciente explica los valores de los
angulos de retroceso como consecuencia de la disminucion de la
energia superficial del solido, causada por la presion superficial
asociada a la adsorcion del vapor del liquido utilizado (Chibowski

y Gonzélez-Caballero, 1993).

Una vez medidos los angulos de contacto es posible
determinar las componentes de la energia superficial del sélido.
Sustituyendo en la Ecuacion 40 el valor de y. dado por la

Ecuacién 35, se obtiene:

2V + 2 fvivs + 2Jvsy; = v, (1+cos8)  (41)

Midiendo los angulos de contacto formados por tres
liquidos diferentes, de los que se conocen las componentes de su
tension superficial, se puede establecer un sistema de tres
ecuaciones como la Ecuacién 41 a partir del cual se calcularan los
valores de las componentes del solido. Por lo general, se suelen

utilizar dos liquidos polares y uno apolar.
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El analisis termodindamico superficial se ha realizado en los
tres tipos de particulas utilizadas: nucleo magnético (hierro),
recubrimiento (latex de etilcelulosa) y particulas compuestas. Los
liquidos empleados son: o-bromonaftaleno (Merck, Alemania),
agua doblemente destilada y desionizada (Milli-Q Academic,
Millipore, Francia) y formamida (Carlo Erba, Italia). En la
aplicacion del modelo de van Oss se utilizaron los datos bibliograficos
recogidos en la Tabla 3, donde se especifican los valores de las
componentes de la tension superficial de los liquidos de prueba

utilizados (van Oss y Good, 1989).

Tabla 3. Componentes de la tension superficial de los liquidos
utilizados en el experimento de medida del angulo de contacto, en

mJ/m’ y a 20 °C.

Liquido WO e Y
Agua 218|255 |255|728
Formamida 390228396 (580

a-Bromonaftaleno (436 | 0.0 | 0.0 (436

La medida de los angulos de contacto se ha realizado a 25.0 +
0.5 °C a partir de iméagenes (tomadas con una camara digital Pixelink
PLA-662 conectada a un ordenador) de gotas depositadas mediante
una microjeringa Wilson, que permite controlar el volumen de la gota
entre 2 y 4 pL. Para el calculo de @ se programd una rutina en Matlab
7.0 que automaticamente obtiene el perfil de la gota en la zona de
contacto y su pendiente con la superficie plana de la muestra. La

Figura 24 es un ejemplo. La superficie del s6lido a estudiar se obtuvo
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por compresion del material seco en una prensa hidrdulica Spepac a
una presion fijada de 148 MPa durante 5 minutos. Los comprimidos

obtenidos tenian un radio de 1.3 cm.

J

ANGULO DE CONTACTO

39.594-

Figura 24. Ejemplo de determinacion de angulo de contacto.
Parte surperior: fotografia de gota depositada; parte inferior: ajuste

del perfil de la gota y evaluacion del angulo.
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4.4. Resultados y discusion. Analisis de la

naturaleza hidrofila/hidrofoba.

Mediante este estudio pretendemos no sélo completar la
caracterizacion superficial de las particulas, sino obtener una nueva
prueba de la eficacia del recubrimiento. La caracterizacion de las
propiedades termodindmicas superficiales de los materiales utilizados
en nuestro trabajo comienza con la determinacion de los valores de los
angulos de contacto formados por tres liquidos seleccionados en la

superficie de estos.

En la Tabla 4 se recogen los valores de angulo de contacto
promedio de 12 determinaciones realizadas midiendo sobre una nueva
gota después de cada dos medidas. Como puede observarse, estos
resultados ponen de manifiesto la existencia de diferencias

significativas entre los tres tipos de particulas.

Tabla 4. Angulos de contacto (grados) de los liquidos utilizados en las
determinaciones en comprimido con hierro carbonilo, latex de etilcelulosa y

particulas compuestas.

Agua Formamida | ¢-Bromonaftaleno
Hierro Carbonilo 279+£1.1 | 215207 16.7£0.5
Latex de Etilcelulosa | 653 +£0.7 62.9+03 30.1+£3.1
Compuestas 641+13 603+15 204+12
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Sin embargo, es la evaluacion de las componentes s,
recogidas en la Tabla 5, la que aporta una informacion fisica veraz
sobre la termodinamica de los tres tipos de superficies. Esta Tabla
confirma en gran medida nuestras estimaciones basadas en las
propiedades electrocinéticas; en particular, para cualquier componente
considerada, sus valores para las particulas compuestas son similares a
los del polimero. Ademas, a pesar de que la componente Lifshitz-van
der Waals es la menos afectada por el tratamiento superficial, como
suele ser habitual (Plaza y cols., 1998), su valor para las particulas
compuestas es casi el mismo que en el caso del polimero. Respecto a
la componente electron-aceptor ('), a pesar de ser pequefia en los
tres casos, adquiere valores menores para el latex de etilcelulosa y
para las particulas compuestas. La contribucion electron-donante (j5°)
presenta un valor elevado en el hierro carbonilo, mucho mayor que el
encontrado para el polimero y para las particulas recubiertas. Los tres
tipos de particulas son ejemplos de materiales monopolares electron-
donantes, en el sentido dado al término por van Oss: pueden tener
interacciones 4cido—base con fases de cualquier polaridad (5, 7, o
ambas, diferentes de cero) pero las fuerzas 4B no contribuyen a su
energia libre de cohesion. Debemos decir que es bastante general el
comportamiento monopolar en los materiales inorganicos (Durdn y
cols., 1994, 1995; Chibowski, 1992; Chibowski y Holysz, 1992), si
bien Janczuk y cols. (1989, 1993) han encontrado un caracter bipolar

en la calconita y la galena.
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Tabla 5. Componentes de la energia libre superficial de los nucleos
magnéticos, del polimero y de las particulas compuestas. %" es la
componente Lifshitz-van de Waals; y%'(js") es la componente electron —

aceptor (electron — donante). Todos los valores estan en mJ/m’.

LW + -

¥s Ys Ys

Hierro Carbonilo 418+0.1 1 0.75+£001 | 454+0.38

Latex de Etilcelulosa | 37.9+1.1 | 041 £0.05 | 26.7+0.4

Compuestas 382+04 | 0224005 | 26.1 0.6

Al igual que ocurre con la caracterizacion electrocinética de las
particulas, el analisis termodindmico de estas sugiere que el
recubrimiento es completo, ya que las componentes de s de las
particulas  recubiertas coinciden casi totalmente con las
correspondientes al polimero puro.

Como ya hemos mencionado, wuna caracterizacion
termodindmica exhaustiva como la descrita no solo 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
solidos se manifiestan en fenomenos como la agregacion de particulas
en suspension o su adhesion a diferentes sustratos. La idea que
subyace a nuestro estudio es que las metodologias empleadas, junto
con su base tedrica, permiten, por un lado, especificar completamente
la componente LW de la energia de interaccion entre particulas
dispersas (contemplada, junto con la repulsion electrostatica entre

dobles capas, en la teoria clasica DLVO), y, por otro lado, cuantificar
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igualmente las contribuciones no-DLVO a la energia total, que se
relacionan con la componente 4B de la tension superficial tanto del

solido en suspension como del liquido.

Consideramos aqui la importancia de los términos LWy AB de
la energia de interaccion entre las particulas descritas en este trabajo

(fase /) en medio acuoso (fase 2):

AGIZI = AGlepr + AGS? (42)

Haciendo uso de la Ecuacion 36, pueden obtenerse los
valores de AGH] y AGZA que se muestran en la Tabla 6. En la

misma, se puede apreciar que para el hierro carbonilo, el
intercambio energético debido a la componente LW es bastante
menor que el asociado a la componente AB, siendo, ademas, de
signos contrarios. Por tanto, la variacion de la energia libre de
interaccion total es debida, principalmente, a la componente 4B

(Plaza y cols., 1998).

El hecho de que sea positiva la contribucion 4B, 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

para AG,; (Arias y cols., 2007).
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Tabla 6. Energia libre de interaccion entre las particulas y sus

componentes AB y LW en medio acuoso.

AGH (mI/m®) | AGHE (mI/m?) AG)y (mJ/m’)
Hierro Carbonilo -6.4+0.1 2824213 21.8x1.1
L:atex de Etilcelulosa -4.4+0.3 2.1+£1.1 -24+1.2
Compuestas -4.6+0.1 1.2+1.3 -35+1.3
30 -
HIDROFILIA
T
NA 20 T
£
ey
=
E 10]
N
)
< 0 } }
Hierro Carbonilo Latex de Etilcelulosa Compuestas
-10 - HIDROCFOBIA

Figura 25. Valores de AGg s y caracter hidrofobo/hidréfilo de los nucleos
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Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se
manifiestan en las caracteristicas hidrofobas/hidrofilas de los
materiales estudiados. De acuerdo con van Oss (1994), puede
utilizarse el siguiente criterio para determinar cudndo un material
puede considerarse hidrofilo o hidrofobo. Si AG,; resulta ser
negativo, las interacciones interfaciales favorecen la atraccion
entre si de las particulas, y son consideradas hidrofobas. Por el

contrario, el cardcter hidrofilico y la consiguiente repulsion

estaran asociados a valores positivos de AG/S;" .

La Figura 25 muestra los resultados obtenidos para los tres
tipos de particulas. Como puede apreciarse, la naturaleza hidrofila
del hierro carbonilo se pierde, al ser recubierta por el latex
hidr6fobo, una clara indicaciéon, de nuevo, de que dicho

recubrimiento es eficaz.

157










CAPITULO 5

TRANSPORTE Y
LIBERACION DE FARMACOS

5.1. Introduccion

La utilizacion de un sistema de liberacion modificada
constituido por un nucleo magnético (hierro carbonilo) y un
recubrimiento polimérico biocompatible (etilcelulosa) puede permitir
el transporte magnéticamente controlado de fadrmacos de diversa
naturaleza (como el anticancerigeno 5-fluorouracilo o el
antiinflamatorio diclofenaco sodico) hasta el 6érgano diana de interés.

De esta manera, a los principales beneficios derivados del uso de este
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sistema transportador magnético ya comentados (Pouliquen y Chouli,
1999; Senyei y cols., 1978), se sumarian los derivados de la mejora de
los problemas de estabilidad, por ejemplo, la cardiotoxicidad de los
productos de degradacion del 5-fluorouracilo generados en el medio
basico de los viales inyectables (Lemaire y cols., 1994), y, también,
los derivados del incremento de la concentracion de principio activo
en el lugar diana (mejora del perfil farmacocinético: rapida
metabolizacion, semivida plasmatica muy corta; Departamento
Técnico del Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos,
2008). También se solucionaria la posible aparicion de resistencias, en
el caso del antineoplésico, al localizarse el 5-fluorouracilo en elevada
concentracion en las inmediaciones de la célula cancerosa, llegando

asi a saturar los principales mecanismos celulares de resistencia.

En el presente apartado realizaremos, en primer lugar, un
estudio de la absorbancia Optica de las disoluciones del
anticancerigeno S-fluorouracilo y del antiinflamatorio no esteroideo
(AINE) diclofenaco sodico 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
principio activo. Ademads, desarrollaremos la validacion del método
analitico espectrofotométrico y justificaremos la metodologia
espectrofotométrica de medida empleada en la determinacion de la
incorporacion de farmaco por las particulas, la cual esta basada en la
aplicacién de la ley de Beer a mezclas de sustancias absorbentes. En la
metodologia de medida de la cantidad de farmaco vehiculizado por las
particulas y liberado por éstas, tenemos en cuenta el efecto de los

residuos de la sintesis y de los productos de degradacion sobre la
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absorbancia de los sobrenadantes, ya que afectan considerablemente

las determinaciones de farmaco en solucion.

La determinacion de la capacidad de vehiculizacion de los
principios activos se realizé en los tres tipos de materiales estudiados:
i) los nucleos magnéticos, de esta forma se investigd la capacidad de
este material como sistema transportador, y también la posible
contribucion del hierro carbonilo a la incorporacion de farmaco por las
particulas recubiertas y su efecto sobre el proceso de liberacion in
vitro desde estas; ii) las particulas poliméricas, su contribucioén en la
incorporacion de los farmacos es clave como material de
recubrimiento en las particulas compuestas; ademas analizaremos su
capacidad como sistema transportador per se; y iii) las particulas

compuestas, objetivo central de nuestro trabajo.

Dos son los mecanismos identificados de incorporacion de
farmaco por las particulas: la absorcion o encapsulamiento en el
interior de la particula al anadirse el farmaco durante su proceso de
formacion (este proceso no se produce en los nicleos magnéticos ya
que partimos de un material presintetizado), y la adsorcion superficial
tras la incubacion de las nanoparticulas en una soluciéon de farmaco.
Ambas técnicas se investigaran mediante determinaciones de la
movilidad electroforética de las particulas y mediante medidas
espectrofotométricas. Es previsible que la mayor captacion de farmaco
se consiga mediante el método de absorcion (Arias y cols., 2008a, b,
c¢; Soppimath y cols., 2001). Ademas, nuestra experiencia previa nos
hace pensar que el principal factor determinante de 1la

vehiculizacion de diclofenaco sodico y de 5-fluorouracilo por las
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particulas sera la concentracion de farmaco (Arias y cols., 2008 a,
b, c¢). Las condiciones Optimas de vehiculizacion de principio
activo fueron las seleccionadas para realizar los estudios de

liberacion in vitro desde las particulas poliméricas y recubiertas.

5.2. Procedimiento de determinacion experimental

de la vehiculizacion de farmaco.

Las medidas de absorcion de la radiacion ultravioleta y visible
encuentran una enorme aplicacion en la identificacion y determinacion
cuantitativa de una gran variedad de especies inorgédnicas y organicas.
La espectroscopia de absorcion molecular se basa en la medida de la
transmitancia 7 o de la absorbancia A4 de disoluciones que se
encuentran en cubetas transparentes que tienen un camino 6ptico de b
cm. Normalmente, la concentraciéon de un analito absorbente esta
relacionada linealmente con la absorbancia como recoge la siguiente

ecuacion:
10
A:—logT:logT:Sbc (43)

donde A es la absorbancia, T es la transmitancia, / y [y son las
intensidades transmitida e incidente, respectivamente, ¢ es el
coeficiente de absortividad molar, b es el camino Optico de la
radiacion y c es la concentracion del analito absorbente. Esta ecuacion
es una representacion matemadtica de la ley de Beer (Skoog y cols.,

2001).
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La ley de Beer también se puede aplicar a un medio que
contenga mas de una clase de sustancias absorbentes. La
absorbancia total de una disolucién es igual a la suma de las
absorbancias que presentan los componentes individuales. Esta
relacion hace posible la determinacion cuantitativa de los
constituyentes individuales de una mezcla, incluso si su espectro
se solapa (Skoog y cols., 2001). Siempre que se cumpla la ley de
Beer y que las distintas especies se comporten de forma
independiente unas respecto de otras, la absorbancia total para un

sistema multicomponente viene dada por:

A

ot = A+ A, +..+ A, = gbc, + &b, +...+ g,bc, (44)

donde los subindices se refieren a los componentes absorbentes 7,
2,..., n. La mayor exactitud de un analisis de este tipo se alcanza
cuando se seleccionan longitudes de onda en las que las

diferencias entre las absortividades molares sean grandes.

Se han encontrado pocas excepciones a la generalizacion
de que la absorbancia esta relacionada linealmente con el camino
optico. Por otra parte, con frecuencia se han hallado desviaciones
de la proporcionalidad entre la medida de la absorbancia y la
concentracion cuando b es constante (Skoog y cols., 2001). En
algunas ocasiones estas desviaciones estan relacionadas con el
fundamento de la ley y representan limitaciones propias de la
misma. Otras veces surgen como consecuencia de la forma en que

se realizan las medidas de absorbancia (desviaciones
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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 absorcion de un medio que contiene
concentraciones de analito relativamente bajas. A concentraciones
altas, generalmente superiores a 107 M, la distancia media entre
las moléculas responsables de la absorcion disminuye hasta el
punto en que cada molécula altera la distribucién de carga de las
moléculas vecinas. Esta interaccion, a su vez, puede alterar la
capacidad de las moléculas para absorber la radiacion de una
determinada longitud de onda. Como la magnitud de la interaccién
depende de la concentracion, la aparicion de este fenomeno da
lugar a desviaciones de la linealidad entre la absorbancia y la
concentracion. Aunque normalmente el efecto de las interacciones
moleculares no es significativo para concentraciones inferiores a
107 M, se observan algunas excepciones entre ciertos iones o

moléculas organicas grandes.

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

contienen grupos absorbentes.
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El espectrofotometro utilizado en nuestro trabajo (PerkinElmer
UV/Vis Lambda 40, USA) esta equipado con una lampara de deuterio
que produce un espectro continuo util para la regiéon comprendida
entre 200 y 375 nm, y otra de wolframio, util para la region de
longitudes de onda comprendida entre 350 y 1100 nm, con el objetivo
de poder obtener un espectro que cubra desde los 200 nm hasta los
1100 nm. La cubeta utilizada es de cuarzo, transparente en la region
espectral de interés, y posee un camino 6ptico de 1 cm de longitud. Su
mantenimiento es critico para garantizar la calidad de las medidas, por
lo que la limpieza completa antes y después de su uso es fundamental.
Por este motivo, el proceso de limpieza se realiz6 siempre con agua

destilada y acetona.

Los experimentos que se describiran se han realizado con los
principios activos S-fluorouracilo (Sigma-Aldrich, Alemania) y
diclofenaco sodico (Guinama, Espafia), que en su forma comercial se
presentan en forma de polvo cristalino blanco, inodoro y estables al

aire.

¢ Metodologia.

Las primeras etapas de un analisis espectrofotométrico son el
establecimiento de las condiciones de trabajo y la preparacion de una
curva de calibrado que relacione la absorbancia con la concentracion
de la especie a estudiar. Las medidas de absorbancia
espectrofotométrica se hacen normalmente a una longitud de onda
correspondiente a un pico de maxima absorcion, ya que el cambio en

la absorbancia por unidad de concentracion es mayor en este punto,
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lograndose asi una méxima sensibilidad. Ademads, bajo estas
circunstancias se puede esperar un buen seguimiento de la ley de Beer
y las medidas son menos sensibles a las incertidumbres que surgen de

las limitaciones del instrumento (Skoog y cols., 2001).

Si bien la metodologia seguida en la sintesis de las
nanoparticulas compuestas determina las condiciones de trabajo, un
aspecto crucial previo es la clarificacion de las condiciones de
preparacion y de conservacion de las disoluciones de 5-fluorouracilo y
de diclofenaco sodico. Este estudio se realizd prestando especial
atencion a las concentraciones de fAirmaco y al pH de las disoluciones
utilizadas. El caracter fotosensible de las disoluciones de 5-
fluorouracilo (Barberi-Heyob, 1995), determina que deban prepararse
con gran diligencia bajo una adecuada proteccion de la luz ambiental.
Debe tenerse también en cuenta, ya que limita las condiciones de
trabajo, el problema de estabilidad del 5-fluorouracilo a pH baésico,
que desemboca en la formacion con el tiempo de fluoroacetaldehido y
acido fluoromalonaldehidico como productos de degradacion. La
metabolizacion in vivo del primero conduce a la formacion del agente

cardiotoxico fluoroacetato (Lemaire y cols., 1994).

En nuestro estudio el primer paso es preparar una curva de
calibrado de cada principio activo a partir de una bateria de
disoluciones acuosas de éstos (pH natural = 5), cuyas concentraciones
molares son: 107, 3x107, 5107, 7x107, 8.5x107, 10, 2x10™, 3x10
4, 5><10'4, 7><10'4, 107 , 5%107 y 102, De esta manera, determinaremos
la longitud de onda de maxima absorbancia y se realizara el célculo

del coeficiente de absortividad molar, imprescindible en los estudios
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de incorporacion y de liberacion in vitro de farmaco por las particulas.
Tras 24 horas a 25.0 £ 0.5 °C y bajo agitacion mecanica (50 rpm), se
procedié a la determinacion del espectro de absorcion ultravioleta —
visible de cada una de las disoluciones acuosas de farmaco, realizando
un barrido de longitudes de onda desde 1100 a 200 nm, con intervalos
de 1.0 nm. Se utilizé como blanco en la calibracion previa del aparato
agua ultrapura, para eliminar las posibles interferencias en el espectro

de absorcion del farmaco generadas por el medio de disolucion.

% Validacion del método espectrofotométrico.

El método espectrofotométrico utilizado para el andlisis de
la cantidad de farmaco vehiculizado o liberado por las particulas
debe ser validado previamente, verificando su exactitud, precision
y linealidad, antes de su utilizaciéon en estos ensayos. Con el
objetivo de comprobar que las soluciones de 5-fluorouracilo y de
diclofenaco sodico son estables en todo el margen de pHs
utilizado y de demostrar la validez del coeficiente de absortividad
molar para todos estos valores de pH, se prepararon 6 réplicas de
soluciones estandar de firmaco, de concentracion entre 107 y 107
M, a pH = 5 (natural) y a pH = 7.4 + 0.1 (utilizado en los ensayos
de liberacion de farmaco). Las concentraciones de principio activo
por encima de 3x10™ M en el caso del 5-fluorouracilo, y por encima
de 2x10™ M, en el caso del diclofenaco sodico, fueron adecuadamente
diluidas, al igual que se hace en los experimentos de absorcion,
adsorcion y liberacion de principio activo, con el objetivo de poder
trabajar en el rango de linealidad absorbancia — concentracion de

farmaco.
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*

¢ Determinacion de la incorporacion y la liberacion de

farmaco.

La determinacion cuantitativa de la incorporacion del
antineoplésico 5-fluorouracilo y del AINE diclofenaco sédico por
nuestro sistema transportador se encuentra limitada por las técnicas
instrumentales que tenemos a nuestra disposicion. La cromatografia
de liquidos de alta eficacia (HPLC) es la técnica mas utilizada para la
cuantificacion de la incorporacion y liberacion de principios activos
(McCarron y cols., 2000; Zhuo y cols., 1999). 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 farmaco vehiculizado y liberado por
diferentes tipos de sistemas transportadores coloidales (Fawaz y cols.,
1997; Miiller y cols., 1991; Sullivan y Birkinshaw, 2004). Esta
metodologia ha sido ampliamente estudiada y puesta a punto por
nuestro grupo de investigacion (Arias y cols., 2008 a, b, ¢) y estd
basada en la aplicacion de la ley de Beer a un medio que contenga mas
de una clase de sustancias absorbentes. Como ya se ha descrito en la
Ecuacion 44, la absorbancia total para un sistema multicomponente
viene dada por la suma de las absorbancias de cada una de las
especies, siempre que no exista interaccion entre éstas. De esta
manera, se acepta la contribuciéon de cada una de las sustancias
presentes en el medio donde se ha producido la sintesis a la
absorbancia total del sistema o de las sustancias que se han generado

en el proceso de liberacion de los principios activos.
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Respecto al proceso de vehiculizacion del S-fluorouracilo y del
diclofenaco sodico, podemos citar como sustancias susceptibles de
contribuir a esta absorcion total los propios principios activos no
incorporados por las nanoparticulas, los residuos de la sintesis de estos
materiales y los restos de otros componentes del medio (p. €j., NaDS y
PEG 4000, agentes estabilizadores de las particulas de polimero y
recubiertas). Por lo tanto, podria estimarse la cantidad de farmaco que
no ha sido incorporado por estos sistemas restando a la absorcion total
del sistema la correspondiente al resto de sustancias presentes
(residuos de la sintesis de las particulas y restos de otros componentes
del medio); y, por diferencia entre la concentracion inicial y final en el
medio del antineoplasico o del AINE, conoceremos la cantidad total

incorporada por nuestros materiales (Arias y cols., 2008 a, b, ¢).

En cuanto al proceso de liberacion de farmaco desde las
nanoparticulas de polimero y compuestas, podemos citar como
sustancias susceptibles de contribuir a la absorcion total del medio de
liberacion el propio farmaco liberado por las nanoparticulas, los
residuos de la degradacion del polimero y los restos de otros
componentes del medio (tampon NaOH-KH,PO4 de pH = 7.4). Es por
ello logico plantear también la determinacion de la cantidad de 5-
fluorouracilo o de diclofenaco sédico liberado por las particulas
poliméricas restando a la absorbancia total del sistema Ia
correspondiente al resto de especies absorbentes (Arias y cols., 2008

a, b, c).
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5.2.1. Incorporacion superficial de farmaco.

/7

¢ Determinacion espectrofotométrica de la adsorcion.

Para estimar la adsorcion del antineoplasico y del AINE objeto
de estudio, realizamos la determinacién de la absorbancia Optica de
los sobrenadantes obtenidos tras poner en contacto los tres tipos de
particulas con los que trabajamos (hierro carbonilo, etilcelulosa y
compuestas) con soluciones de concentraciones prefijadas de estos
principios activos, durante 24 horas, a 25.0 = 0.5 °C y bajo agitacién
mecanica (50 rpm). Para ello, preparamos una serie de disoluciones
de 5 mL de volumen con diferente concentracion molar de farmaco
(107, 5x107°, 10, 5x10™, 102, 5x107 y 107, respetando su pH
natural (pH = 5). Una vez retirada una muestra del medio para la
posterior comparacion, se procedid a afadir las nanoparticulas
correspondientes en cantidad suficiente como para tener una
concentracion final del 1 % (p/v). Tras 24 horas de contacto se
procedid a la separacion de los sobrenadantes mediante doble
centrifugacion a 9000 rpm durante 20 minutos, para la determinacién
del espectro de absorcion de éstos. Todos los experimentos se

realizaron por triplicado.

Como ya se ha justificado, el célculo de la adsorcion de los
principios activos se realizO mediante la comparacion de la
absorbancia del medio de adsorcién con la correspondiente al
sobrenadante obtenido tras doble centrifugacion y tras eliminar la
absorbancia propia de los productos residuales que puedan interferir

en la determinacion.
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«» Analisis electrocinético de la adsorcion.

La electroforesis es una herramienta adecuada para la
determinacion cualitativa de la vehiculizacion de farmaco debido a la
elevada sensibilidad de esta técnica, incluso a cambios superficiales
minimos atribuibles a la adsorcién de cantidades muy pequeias de
especies cargadas. En este estudio, realizamos una estimacion
cualitativa del proceso de adsorcion mediante la determinacion de
la movilidad electroforética de los tres tipos de particulas en
suspensiones  diluidas  [=0.1%  (p/v)] con  diferentes
concentraciones de principio activo. Para ello, utilizamos el
aparato de electroforesis Malvern Zetasizer 2000 (Inglaterra). Una
vez fijadas las diferentes concentraciones molares de 5-fluorouracilo
o de diclofenaco sodico (10"5, 5><10'5, 10'4, 5><10'4, 10'3, 5%107° y 10'2),
y con objeto de descartar la influencia de los iones presentes en la
disolucion, las suspensiones se dividieron en dos grupos: uno de ellos
con una fuerza ionica fijada (NaCl 10 M) y el otro sin fijar fuerza
i6nica. Las medidas se realizaron tras 24 horas de almacenamiento de
las suspensiones a 25.0 £+ 0.5 °C, protegidas de la luz ambiental y bajo
agitacion constante (50 rpm), comprobando previamente el pH. Los
datos presentados son el promedio de quince determinaciones,

cambiando la muestra cada tres.
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5.2.2. Absorcion de farmaco.

Una vez estudiada la adsorciéon de 5-fluorouracilo y de
diclofenaco sédico en la superficie de los tres tipos de materiales, nos
centraremos en el estudio de la contribucion del, a priori, principal
método de vectorizacion de farmacos en este tipo de nanoparticulas: la
incorporacién en el momento en que se produce su formacion (esto
excluye a los nicleos magnéticos, pues son particulas presintetizadas).
Para ello, analizaremos la influencia del que consideramos sera el
principal factor determinante de la eficacia de la absorcion: la
concentracion de principio activo utilizada (Arias y cols., 2008 a, b,
¢). De esta manera, pretendemos determinar las condiciones optimas
que permiten una incorporaciéon maxima de farmaco y desarrollaremos
una sintesis optimizada de las nanoparticulas compuestas con

principio activo incorporado.

La influencia de la concentracion de principio activo presente
en el medio donde se produce la sintesis del sistema transportador es
un fendmeno muy estudiado que, de forma general, implica un efecto
positivo del aumento de la concentracion de farmaco sobre la eficacia
de la vehiculizaciéon (Arias y cols., 2008 a, b, c; Fawaz y cols., 1997;
Fontana y cols., 1998; Losa y cols., 1991; McCarron y cols., 2000).
En nuestro caso, el analisis de la influencia de la concentracion de 5-
fluorouracilo o de diclofenaco sodico sobre su incorporacion por las
particulas de etilcelulosa o las particulas compuestas se realizd
siguiendo la rutina de sintesis y el procedimiento de determinacién
espectrofotométrico, ya descritos y justificados. Para ello, la tnica

variable que se introdujo en el protocolo de sintesis fue la fijacion de
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una determinada concentracion de uno de estos principios activos en
el medio de sintesis. Las concentraciones molares utilizadas fueron:
10, 5x10™, 107, 5107 y 10 Como queda justificado en el apartado
5.5., la fase acuosa acida diluida de la sintesis debe prepararse con 24
horas de antelacion para asi permitir que los nlcleos de hierro
carbonilo estén en contacto con el farmaco disuelto (bajo agitacion
mecanica a 50 rpm) y que, por lo tanto, éste se adsorba en su
superficie. Asi se logrard incrementar la vehiculizacion de principio
activo en las particulas compuestas ya que los nucleos magnéticos
contribuiran a la absorcion. Los experimentos se repitieron tres veces

con cada una de las concentraciones molares de farmaco.

5.3. Liberacion in vitro de farmaco.

En los apartados anteriores se han descrito las condiciones
optimas de vehiculizacion del farmaco antineoplasico y del AINE en
las particulas de etilcelulosa y en las particulas compuestas, mediante
dos métodos: i) la adicion del principio activo en el momento en el
que se forman las nanoparticulas; y i7) la adsorcion tras la formacion e
incubacién de las nanoparticulas en una disolucién de farmaco. El
paso siguiente fue utilizar las condiciones que permiten una mayor
carga de farmaco para preparar las nanoparticulas de etilcelulosa o las
compuestas que se utilizaran en los ensayos de liberacion in vitro.
Tales condiciones fueron: absorcion en matriz de una concentracion
102 M de 5-fluorouracilo o de diclofenaco sédico (véanse los

apartados 5.5y 5.6).
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Las suspensiones de las particulas con farmaco vehiculizado se
centrifugaron a 8000 rpm durante 5 minutos, con el objetivo de
eliminar el principio activo no incorporado. Los sedimentos obtenidos
fueron resuspendidos en un medio de liberacion constituido por 10 mL
de tampon NaOH — KH,PO, (pH = 7.4: 125 mL de KH,PO4 10" M
y 97.75 mL de NaOH 10" M, hasta 250 mL con agua ultrapura).
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 (0.25, 0.5,
0.75,1,1.5,2,3,6,9y 24 horas,y 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9y 10 dias),
fueron centrifugadas a 9000 rpm durante 20 minutos para realizar
el analisis de su absorbancia dptica a 266 nm, en el caso de la
liberaciéon de 5-fluorouracilo, o a 276 nm, en el caso de la
liberacion de diclofenaco s6dico. Un volumen igual de la solucion
tampon 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
centrifugacion. La misma metodologia de medida utilizada en la
estimacion de la vehiculizacion de farmaco (Arias y cols., 2008 a,
b, ¢) fue seguida en los ensayos de liberacion. Todos los

experimentos fueron realizados por triplicado.
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5.4 Absorbancia optica de las disoluciones de 5-

fluorouracilo y de diclofenaco sodico.

Antes de abordar la preparacion de una curva de calibrado que
relacione la absorbancia con la concentracion de la especie a estudiar,
estableceremos las condiciones de trabajo con las disoluciones
acuosas de 5-fluorouracilo y de diclofenaco sédico a lo largo de
nuestro estudio. La metodologia de trabajo general con ambos
farmacos es la misma, con el fin de poder establecer comparaciones, y
esta condicionada por el cardcter fotosensible del anticancerigeno y
por la formacion de cristales en las disoluciones acuosas de este con
una concentracién por encima de 107 M o conservadas en el
frigorifico (Arias y cols., 2005; Barberi-Heyob, 1995). Por lo tanto, la
preparacion, manipulacion y conservacion de las disoluciones de
ambos farmacos se realizard a temperatura ambiente, protegiéndolas
de la luz ambiental y no se utilizaran concentraciones elevadas (>107

M).

La Figura 26 recoge los resultados del analisis
espectrofotométrico de una bateria de disoluciones acuosas de 5-
fluorouracilo, realizado como paso previo a la preparacion de una
curva de calibrado del farmaco. Los resultados de este estudio
muestran como s6lo se observa sefial por debajo de los 325 nm y se
aprecia como la absorcion aumenta al aumentar la concentracién de
farmaco en el medio. Son claros los dos maximos en el espectro de las
disoluciones de S-fluorouracilo, si bien el unico que presenta una

longitud de méaxima absorbancia invariable a diferentes
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concentraciones es el que aparece a 266 nm. Por lo tanto, descartamos
el que se genera a menor longitud de onda; lo mismo hacemos con los
espectros obtenidos a concentraciones superiores a 3x10* 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 concentracién 3x107 M.
Ademés, se aprecia un espectro irregular a estas altas concentraciones
que hace imposible plantear cualquier tipo de medida, si no es
mediante la realizacion de una adecuada dilucion de la muestra. En
estas condiciones, la longitud de onda de maxima absorbancia decrece
de forma muy acusada al aumentar la concentracion, por lo que pierde
validez en la determinacion del coeficiente de absorcion molar. Esta
desviacion manifiesta de la ley de Beer podria justificarse por el hecho
de que aunque, normalmente, el efecto de las interacciones
moleculares no es significativo para concentraciones inferiores a 107
M, el 5-fluorouracilo puede pertenecer al grupo de moléculas
organicas donde aparecen algunas excepciones (Arias y cols., 2005,

Olsen, 1975).

176




Margarita Lopez-Viota Gallardo

Absorbancia

250 275 300 325

A (nm)

200 225

Figura 26. Espectro de absorcion UV-Vis de las disoluciones acuosas de 5-
fluorouracilo. Las concentraciones molares de anticancerigeno en orden
creciente de absorbancia son: 107, 3x107, 5107, 7x107, 8.5x10°, 10,

2x10™, 3x10™, 5x10, 7x10™, 107, 5x107 y 107,

La determinacion del coeficiente de absorcién molar () se
realiz6 ajustando los datos de absorbancia y de concentracion
mediante el método de los minimos cuadrados. El resultado obtenido
fue & = 7720 + 180 L x mol” x cm™. En la Figura 27 se muestran los
datos y la recta de ajuste. Es destacable como hasta concentraciones
de 0.1 mM los valores de absorbancia a diferentes concentraciones,
obtenidos para la longitud de onda de maxima absorbancia, cumplen
la ley de Beer. La pérdida de la linealidad absorbancia—concentracion
se produce cuando los picos del espectro tienden a fusionarse en uno,

. . . 4
a concentraciones de S-fluorouracilo superiores a 3x10™ M. A estas
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elevadas concentraciones, se hace preciso realizar una adecuada
dilucion de las muestras para poder realizar las estimaciones de

absorcion, adsorcion y liberacion in vitro de este principio activo.

Absorbancia

0,0 : . . , ,
0,0 0,1 0,2 0,3

[5-Fluorouracilo] (mM)

Figura 27. Absorbancia a 266 nm frente a la concentracion molar

en disoluciones de 5-Fluorouracilo.

En cuanto a los resultados obtenidos para el diclofenaco
sodico, en la Figura 28 se pueden observar los espectros de absorcion
de las diferentes soluciones de este AINE, para longitudes de onda
inferiores a = 350 nm. A pesar de que en el espectro son patentes 2
maximos, solo el que aparece a 276 nm permanece estable a esta
longitud de onda en un amplio margen de concentraciones (hasta =
2x10* M), v sera el que utilicemos en nuestro estudio; ademas, este
pico se deforma y tiende a desaparecer, fusionandose con el pico de

menor longitud de onda, a concentraciones superiores a 0.3 mM. No
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podemos dar una explicacion clara sobre el origen de estas
deformaciones, si bien se han descrito desviaciones de la ley de Beer a

concentraciones inferiores a 102 M (Arias y cols., 2005, Olsen, 1975).

Absorbancia

Figura 28. Espectro de absorcion UV-Vis de las disoluciones acuosas de
diclofenaco sddico. Las concentraciones molares de antiinflamatorio no
esteroideo en orden creciente de absorbancia son: 107, 3x107, 5x107, 7x10°

38.5x107, 10, 2x10™, 3x10™, 5x10™, 7x10™, 107, 5x107 y 102,

La determinacion del coeficiente de absortividad molar (g) se
realizd ajustando los datos de absorbancia y de concentracion
correspondientes a concentraciones inferiores a 3x10™* M, mediante el
método de los minimos cuadrados. El resultado obtenido fue ¢ = 9600
+ 500 L x mol” x cm™. En la Figura 29 se muestran los datos y la
recta de ajuste. Como es el caso del 5-Fu serd necesario diluir para

determinar concentracion a partir de absorbancia por encima de 0.2 M.
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Figura 29. Absorbancia a 276 nm frente a la concentracion molar

en disoluciones de diclofenaco sodico.

Con el objetivo de estudiar el espectro las disoluciones acuosas
de ambos farmacos en el pH utilizado en los estudios de liberacion in
vitro (pH = 7.4), investigamos la influencia del tampon NaOH —
KH,PO4 de pH = 7.4 + 0.1 en las propiedades de absorbancia Optica
de las disoluciones de 5-fluorouracilo y de diclofenaco sodico.
Preparamos para ello, una bateria de soluciones acuosas de ambos
principios activos con una concentracion 10% M y con un pH = 7.4,
fijado con el tampon NaOH — KH,PO4 preparado. Tras 24 horas, se
determiné el espectro de absorcion segin la metodologia previamente
descrita. El andlisis de los espectros obtenidos sirvidé para comprobar
la estabilidad de las soluciones de diclofenaco sodico y de 5-

fluorouracilo a este pH, y la independencia del coeficiente de
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absortividad molar con respecto al pH, al menos en el intervalo de

interés.

5.4.1. Validacion del método espectrofotométrico.

En la Tabla 7 se recogen los valores de absorbancia de las
soluciones acuosas de S-fluorouracilo en funcién de su
concentracion. 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 bajos valores de
los coeficientes de variacion (< 5 %, en todos los casos) indican la
adecuada precision del método. La linealidad de la relacion
absorbancia (4) — concentracion molar (C) es adecuada [4 = (0.03
+ 0.02) + (7720 £ 180) x C], con un coeficiente de correlacion r =
0.999. El ajuste lineal es estadisticamente significativo, con una

probabilidad superior al 99.9 %.

Con el proposito de comprobar la exactitud del método
analitico, utilizamos los datos de absorbancia de las
concentraciones de la Tabla 7 (“concentracidon actual” en la Tabla
8), para obtener las concentraciones estimadas para cada una de
las 6 réplicas. Las concentraciones medias y sus D.E. quedan
recogidas en la Tabla 8 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 7. Absorbancia (media + D.E.) de las soluciones acuosas de

5-fluorouracilo para cada una de las concentraciones indicadas.
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Las concentraciones por encima de 3x10™ M fueron

diluidas hasta 10 M antes de realizar la medida.

El C.V. se calcul6 mediante cociente entre la D.E. y el valor medio.

Concentracion (M) Absorbancia C.V. (%)
10° 0.0764 + 0.0015 1.96
3x107 0.233 = 0.005 2.15
5x107 0.391 £0.011 2.81
7x107 0.543 +0.017 3.13
8.5x107 0.661 +0.012 1.82
10° 0.773 £ 0.018 2.33
2x107™ 1.553 £ 0.039 2.51
3x107™ 2.259 + 0.025 1.11
5x107* (—10™) 0.783 + 0.016 2.04
7x107 (—107 0.797 £ 0.014 1.76
107 (—107) 0.769 = 0.012 1.56
5x107 (—107 0.771 + 0.015 1.94
107 (—10™) 0.811 = 0.029 3.58
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Tabla 8. Comparacion de las concentraciones “actuales” de 5-fluorouracilo
en solucion acuosa con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir
de las determinaciones espectrofotométricas. Las concentraciones por
encima de 3x10™ M fueron diluidas hasta 10™* M antes de realizar la medida.
Los valores “estimados” son la media (+ D.E.) de las 6 réplicas
experimentales. Los errores relativos se calcularon mediante el cociente

[(estimado — actual) /estimado], también se muestran los C.V.

Actual (M) Estimada (M) Error relativo (%0) | C.V. (%)
107 (9.89 £ 0.22)x10°® 1.11 2.22
3x107 (3.02+0.01)x107 0.66 0.33
5x107 (5.06 +0.14)x107 1.18 2.77
7x107 (7.03 £ 0.09)x 107 0.43 1.28
8.5x107 (8.56+0.13)x107 0.71 1.52
107 (1.01 £0.02)x10™ 0.99 1.98
2x10™ (2.02 +0.08)x10™ 0.99 3.96
3x10™ (2.93+0.11)x10™ 2.39 3.75
5210 (—10™) | (1.01 £0.03)x10™ 0.99 2.97
7210 (—10%) | (1.03 £ 0.04)x10™ 2.91 3.88
107 (—107) | (9.96 £ 0.19)x107 0.41 1.91
5x107 (—10™) | (9.99 £0.23)x10” 0.11 2.31
107 (—10™ | (1.05+0.02)x10™ 4.76 1.91

Con respecto al diclofenaco sodico, en la Tabla 9 se recogen
los valores de absorbancia de sus disoluciones en funcién de la
concentraciéon. Para cada una de las concentraciones, mostramos
los valores medios de absorbancia y las desviaciones estandar

(D.E.), asi como el coeficiente de variacion (C.V). Los bajos
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valores de estos coeficientes (< 5 %, en todos los casos) indican la
adecuada precision del método. La linealidad de la relacion
absorbancia (4) — concentracion molar (C) es adecuada [4 = (0.05
+ 0.04) + (9580 + 480) x (], con un coeficiente de correlacion r =
0.999. El ajuste lineal es de nuevo estadisticamente significativo, con

un nivel de confianza superior al 99.9 %.

Tabla 9. Absorbancia (media + D.E.) de las disoluciones acuosas de
diclofenaco sodico para cada una de las concentraciones indicadas. Las
concentraciones por encima de 2x10™* M fueron diluidas hasta 10 M antes
de medir. El C.V. se calcul6 mediante cociente entre la D.E. y el valor

medio.

Concentracion (M) | Absorbancia C.V. (%)
107 0.0952 + 0.0019 1.99
3x107 0.291 = 0.007 2.41
5x107 0.484 +0.012 2.48
7x107 0.678 + 0.021 3.09
8.5%10° 0.821+0.016 1.95
107 0.954 +0.022 2.31
2x10* 1.947 £ 0.028 1.44
32107 (=107 0.996 = 0.029 291
5107 (—10™) 1.001 £0.019 1.89
72107 (—107) 0.991 = 0.018 1.82
107 (—107%) 0.995+0.014 1.41
5%107 (—10™) 0.978 £0.012 1.23
107 (—107) 0.956 + 0.031 3.24
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Para comprobar la exactitud del método analitico, utilizamos
los datos de absorbancia de las concentraciones de la Tabla 9
(“concentracion actual” en la Tabla 10), para obtener las
concentraciones estimadas para cada una de las 6 réplicas. En la Tabla
10 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.

Tabla 10. Comparacion de las concentraciones “actuales” de diclofenaco
sodico con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las
medidas espectrofotométricas. Las concentraciones por encima de 2x10* M
fueron diluidas hasta 10 M antes de medir. Los valores “estimados” son la
media (£ 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. (%)
107 (9.94 £ 0.17)x10°® 0.61 1.71
3x107 (3.04 £ 0.05)x107 1.32 1.64
5x107 (5.05£0.11)x107 0.99 2.18
7x107 (7.08 £ 0.12)x107 1.13 1.69
8.5x107 (8.57 £0.09)x10~ 0.82 1.05
10 (9.96 = 0.13)x107 0.41 1.31
2x10* (2.03 £ 0.06)x10™ 1.48 2.96
3x107 (=107 | (1.04 £ 0.02)x10™ 3.85 1.92
5x10% (—10%) | (1.05 £ 0.04)x10™ 4.76 3.81
7107 (—107) | (1.03 £0.02)x10™ 2.91 1.94
107 (—10™ | (1.04 +0.05)x10™ 3.85 4.81
5x107 (—10™) | (1.02 £0.03)x10™ 1.96 2.94
107 (—10™%) | (9.98 £0.12)x107 0.21 1.21
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En cuanto a las 6 réplicas preparadas a pH = 7.4 (NaOH —
KH,PO4) que contenian una cantidad conocida de 5-fluorouracilo o
diclofenaco sodico, se obtuvieron resultados similares, como
mostramos a continuacion, con lo que queda demostrada la exactitud,
precision y linealidad del método espectrofotométrico a este pH para

ambos principios activos.

La Tabla 11 contiene los valores de absorbancia de las
soluciones de 5-fluorouracilo en funcién de su concentracion, 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.). En todos los casos, el coeficiente de variacion tiene un valor <
5 %, lo que indica la adecuada precision del método. La linealidad de
la relacion absorbancia (4) — concentraciéon molar (C) es adecuada [4
=(0.02 £ 0.01) + (7680 = 150) x 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 11 Absorbancia (media + D.E.) de las soluciones acuosas de 5-
fluorouracilo para cada una de las concentraciones indicadas, en un tampon
NaOH — KH,PO, de pH = 7.4. Las concentraciones por encima de
3x10™* M fueron diluidas hasta 10 M antes de realizar la medida.

El C.V. se calculd mediante el cociente entre la D.E. y el valor medio.

Concentracion (M) | Absorbancia C.V. (%)
10” 0.0783 4 0.0011 1.41
3x107 0.227 + 0.007 3.08
5x107 0.381 +0.016 4.19
7x10~ 0.539 +0.012 2.23
8.5%107 0.649 +0.013 2.01
10° 0.764 +0.016 2.09
2x107™ 1.566 + 0.027 1.72
3x10™ 2274 +0.029 1.28
5x107* (=107 0.792 + 0.021 2.65
7x107 (=107 0.798 £ 0.015 1.88
107 (—10™%) 0.782 +0.013 1.66
5x107 (=10 0.777 +0.016 2.06
107 (—10") 0.766 £ 0.019 2.48

La exactitud del método analitico fue comprobada
utilizando los datos de absorbancia de las concentraciones de la
Tabla 11(“concentracion actual” en la Tabla 12, para obtener las
concentraciones estimadas para cada una de las 6 réplicas. Las
concentraciones medias y sus D.E. quedan recogidas en la Tabla
12 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 12. Comparacion de las concentraciones “actuales” de 5-fluorouracilo
en solucion acuosa con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir
de las determinaciones espectrofotométricas. Las concentraciones por
encima de 3x10™* M fueron diluidas hasta 10™* M antes de realizar la medida.
Los valores “estimados” son la media (+ D.E.) de las 6 réplicas
experimentales. Los errores relativos se calcularon mediante el cociente

[(estimado- actual)/estimado], también se muestran los C.V.

Actual (M) Estimada (M) Error relativo (%0) | C.V. (%0)
107 (1.02 £0.02)x107 1.96 1.96
3x107 (2.96 + 0.04)x10~ 1.35 1.35
5%107 (4.96 + 0.09)x 107 0.81 1.81
7x107 (7.02+0.12)x107 0.28 1.71
8.5x107 (8.45+0.15)x10" 0.59 1.78
107 (9.95 +0.14)x107 0.51 1.41
2x10™ (2.04 £0.08)x10™ 1.96 3.92
3x10™ (2.96 =0.13)x10™ 1.35 4.39
5210 (—107™) | (1.03 £0.04)x10™ 2.91 3.88
7210 (—10™) | (1.04 £ 0.03)x10™ 3.85 2.88
107 (—10™% | (1.02+0.02)x10™ 1.96 1.96
5%107 (—107) | (1.01 £0.03)x10™ 0.99 2.97
107 (—10™ | (9.97 £0.11)x107 0.31 1.11

En cuanto al diclofenaco sddico, la Tabla 13 recoge los
valores de absorbancia de sus disoluciones en funcion de la
concentracion. Mostramos los valores medios de absorbancia y las
desviaciones estandar (D.E.), asi como el coeficiente de variacion
(C.V.), para cada una de las concentraciones. Los valores bajos de

estos coeficientes (< 5 %, en todos los casos) indican la adecuada
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precision del método. La linealidad de la relacién absorbancia (A4)

— concentracion molar (C) es adecuada [4 = (0.03 + 0.02) + (9430 +

330) x C], con un coeficiente de correlacion r = 0.999. El ajuste lineal

es estadisticamente significativo, con una probabilidad superior al

99.9 %.

Tabla 13. Absorbancia (media + D.E.) de las disoluciones de diclofenaco

sodico para cada una de las concentraciones indicadas, en un tampon NaOH

— KH,PO,4 de pH = 7.4. Las concentraciones por encima de 2x10* M

fueron diluidas hasta 10 M antes de medir. El C.V. se calculé mediante el

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

Concentraciéon (M) | Absorbancia C.V. (%)
10~ 0.0967 + 0.0022 2.28
3x107 0.287 = 0.008 2.79
5x107 0.466 = 0.013 2.79
7x10” 0.654 = 0.024 3.67
8.5x107 0.798 + 0.017 2.13
107 0.959 = 0.028 2.92
2x10° 1.943+0.016 0.82
32107 (=107 0.941 = 0.021 2.23
5107 (—107 0.992 +0.014 1.41
7x107* (—107 0.982 +0.019 1.94
107 (—107 0.937+0.015 1.61
52107 (—10™ 0.976 = 0.018 1.84
107 (—107) 0.961 = 0.011 1.14
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La exactitud del método analitico fue estudiada utilizando
los datos de absorbancia de las concentraciones de la Tabla 13
(“concentracion actual” en la Tabla 14), para obtener las
concentraciones estimadas para cada una de las 6 réplicas. En la
Tabla 14 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 indicaciéon de la exactitud del

método espectrofotométrico.

Tabla 13. Comparacion de las concentraciones “actuales” de diclofenaco
sodico con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las
medidas espectrofotométricas. Las concentraciones por encima de 2x10™* M
fueron diluidas hasta 10* M antes de medir. Los valores “estimados” son la
media (= 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) Ervror relativo (%) | C.V. (%0)
107 (1.02 £ 0.03)x107 1.96 2.94
3%107 (3.04 £ 0.09)x107 1.32 2.96
5x107 (4.94 £ 0.06)x107 1.22 1.22
7x107 (6.94 £ 0.11)x107 0.86 1.58
8.5x107 (8.46+0.14)x10 0.47 1.65
107 (1.02 +0.03)x10™ 1.96 2.94
2x107 (2.06 = 0.07)x10™ 2.91 3.39
3x10* (—107) | (9.98 £ 0.29)x107 0.21 2.91
5107 (=107 | (1.05 £ 0.04)x10™ 4.76 3.81
7x10* (—107) | (1.04 £ 0.03)x10™ 3.85 2.88
10° (—107™) | (9.94£0.15)x10” 0.61 1.51
5%107 (—107) | (1.04 +0.05)x10™ 3.85 4.81
107 (—10% | (1.02 £0.01)x10" 1.96 0.98
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Finalmente, resaltaremos que el andlisis de los espectros
obtenidos de ambos farmacos durante el proceso de validacion del
método de medida, revela la estabilidad espectrofotométrica de éstos
en solucidn, independientemente del pH de ésta. En concreto, los
maximos de absorbancia (5-fluorouracilo: 266 nm; diclofenaco
sodico: 276 nm) permanecen inalterados a estos pHs, siendo imposible
encontrar diferencias entre los espectros obtenidos a pH acido y pH
7.4. De esta manera, puede asumirse la validez del coeficiente de
absorcion molar calculado en el apartado 5.4 en todo este intervalo de

pHs.

5.5. Adsorcion superficial de S5-fluorouracilo y de

diclofenaco sodico.

Uno de los posibles métodos de vehiculizacion de farmacos en
sistemas transportadores es la adsorcion del principio activo tras la
formacion e incubacion de las particulas portadoras en una disolucion
de éste. Cabe esperar que el enlace formado sea mas débil que en la
vehiculizacion mediante el método de absorcion en matriz (Arias y
cols., 2005, 2008 a, b, c; Calvo y cols., 2001; Soppimath y cols.,
2001), y que la cantidad incorporada sea menor. No obstante
realizamos también el estudio de la adsorcion de 5-fluorouracilo y de
diclofenaco sodico en los tres tipos de particulas con los que
trabajamos. De esta manera, podremos estimar la capacidad de
vehiculizacion de estos farmacos por: 7) los nucleos magnéticos, para
asi determinar sus posibilidades como transportadores “per se” y su
posible contribucion en la vehiculizacion de estos principios activos

por las particulas compuestas; i7) el latex de etilcelulosa, lo que nos
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permitira realizar un estudio comparativo con las particulas
recubiertas, ya que éste es el principal responsable del transporte de
los principios activos por éstas; y iii) las particulas compuestas,
objetivo central de nuestro trabajo. Para ello, el andlisis de la
incorporacién superficial de los farmacos se realizard mediante
determinaciones espectrofotométricas, técnica de caracter cuantitativo,
junto con un estudio electroforético, técnica que consideramos
cualitativa.

*

¢ Determinacion espectrofotométrica de la adsorcion.

Los resultados del ensayo de adsorcion de 5-fluorouracilo y de
diclofenaco sédico en los tres tipos de particulas quedan recogidos en
las Figuras 30 y 31, respectivamente. La cantidad de 5-fluorouracilo
vehiculizada por los nucleos magnéticos, el latex de etilcelulosa y las
particulas recubiertas crece con su concentracion en el medio,
alcanzando valores maximos (en el intervalo ensayado) de 24 + 3
umol/m?, 48 + 4 pmol/m’ y 45 + 4 pmol/m’, respectivamente. Los
datos correspondientes al diclofenaco sddico (Fig 31) indican que este
farmaco se adsorbe en mayor medida que el 5-FU, alcanzandose
valores maximos de 54 + 4, 90 £ 4 y 86 + 3 umol/m” para el hierro
carbonilo, etilcelulosa y compuestas, respectivamente. Estas
diferencias pueden justificarse de modo cualitativo considerando que
los dos anillos bencénicos de la molécula de diclofenaco (Figura 2;
comparese con Figura 1) le daran cierto caracter hidrofobico, que
favorecera su adsorcion, principalmente sobre el latex y las particulas

recubiertas, dada la naturaleza hidrofoba de ambas (Figura 25).
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I’y (nmol/m?)

0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014
[5-f|uorouraci|o]eq {M)

Figura 30. Densidad de adsorcion, s, de 5-fluorouracilo por los nucleos
de hierro carbonilo (m), el latex de etilcelulosa () y las particulas
compuestas (A ), en funcion de la concentracion de equilibrio de

principio activo.

En todos los casos se aprecia un efecto positivo de la
concentracion de principio activo en el grado de adsorcion de éste por
estos materiales: la adsorcion aumenta con la cantidad de farmaco en
solucion, sugiriéndose una saturacion de este proceso a
concentraciones superiores a las investigadas. En efecto, los datos
parecen ajustarse adecuadamente a una isoterma de adsorcion de

Langmuir (Tabla 13),

r - LukC

= 45
Y 1+kC (45)
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donde 7§ es la cantidad adsorbida por unidad de area, C es la
concentracion en el equilibrio, /' €s la cantidad maxima de
farmaco adsorbida (equivalente a una monocapa de adsorcion) y k

es la constante de disociacion de los sitios de adsorcion.

100 -

I', (umol/im’)
g

N
(3]
)

0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014
[Diclofenaco sdédico] (M)
eq

Figura 31. Densidad de adsorcién, [, de diclofenaco sodico por los
nucleos de hierro carbonilo (m), el latex de etilcelulosa (e)
y las particulas compuestas (A ), en funcion de la concentracion de

equilibrio de principio activo.
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Tabla 13. Parametros de ajuste de la isoterma de Langmuir aplicada al
proceso de adsorcidon de S5-fluorouracilo y de diclofenaco sédico por los
nucleos magnéticos, el polimero y las particulas recubiertas (intervalo

de confianza del 95 %).

MATERIAL FARMACO Ipax (pmol/m®) | k (L/mol)
_ _ 5-fluorouracilo 35+£3 34+1
Hierro carbonilo i i
Diclofenaco sodico 71+£3 75+ 6
. S-fluorouracilo 61 £4 5812
Etilcelulosa i i
Diclofenaco sodico 123+ 10 118 +£4
Particulas S-fluorouracilo 64 £5 60£2
compuestas Diclofenaco sodico 118+ 10 113+4

De esta manera, podemos decir que la vehiculizacién en
superficie de este principio activo es muy similar en el caso del
polimero y de las particulas compuestas, consecuencia légica de que
ambos tipos de sistemas son indistinguibles en cuanto a propiedades
superficiales; y, ademas, que la vehiculizacion en el latex y en las
particulas recubiertas es mucho mayor que en el caso del hierro
carbonilo, debido posiblemente a la elevada superficie especifica
asociada al gran nimero de poros que presentan estas particulas en su
superficie (ver Figuras 6¢ y 8d) (Petrov y cols., 2006; Yang y cols.,
2000). Finalmente, debemos resaltar el papel que pueden jugar los
nucleos de hierro carbonilo en la incorporacion de farmaco en matriz
por las particulas recubiertas: debe lograrse una mayor carga si se
utilizan ntcleos magnéticos cargados de firmaco como materia prima

de las particulas compuestas y, también, se debe lograr asi una

195




Capitulo 5. Transporte y Liberacion de farmacos

liberacion mas sostenida de principio activo ya que el asociado a los
nucleos magnéticos solo se liberara una vez degradado el
recubrimiento polimérico. Es por esto que indicamos la necesidad de
suspender los nucleos de hierro carbonilo en la fase acuosa 4acida
diluida de la sintesis con antelacion suficiente (p. ej., 24 horas) antes

de llevar a cabo la preparacion de las particulas compuestas.

«»» Analisis electrocinético de la adsorcion.

La Figuras 32 y 33 muestran la evoluciéon de la movilidad
electroforética de los nucleos de hierro carbonilo, del latex de
etilcelulosa y de las particulas compuestas, en presencia y en ausencia
del electrolito afiadido (10 M NaCl, en su caso), con la concentracion

de 5-fluorouracilo y de diclofenaco sodico, respectivamente.

De forma general, para ambos farmacos y en los tres tipos de
nanoparticulas, los valores de u. tienden a evolucionar hacia valores
progresivamente menos negativos cuando la concentracion de farmaco
aumenta. Teniendo en cuenta la escasa carga eléctrica (en todo caso,
positiva, debido a la protonizacion del grupo NH, Figura 1), es de
esperar que la variacion de concentracion de farmaco en el medio no
produzca grandes cambios en la fuerza idnica del mismo. En
consecuencia, la tendencia de la movilidad hacia valores menos
negativos debe ser indicativa de adsorcion de 5-FU. Esta hipotesis se
ve reforzada por el claro efecto de la adicion de NaCl al medio. El
electrolito apantalla la atraccion entre las nanoparticulas y las

moléculas de fArmaco y, por lo tanto, la reduccion de la u, al aumentar
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la concentracion de principio activo es mas significativa cuando no

hay NaCl en el medio.

En el caso del diclofenaco sodico, la adsorcién superficial
estara dificultada por la repulsion electrostatica entre las cargas
negativas de las particulas y el principio activo, pero a cambio debe
producirse un aumento de la fuerza ionica del medio al aumentar la
concentracion del AINE. Es probable que la disminucioén observada en
lu.| sea consecuencia, ante todo, de compresion de la doble capa,
cuando la concentracion total de iones en el medio (altas

concentraciones de farmaco) sea elevada.

Debe notarse también que la presencia de NaCl provoca una
reduccion de la movilidad de los nucleos magnéticos (debido a la
compresion de la doble capa eléctrica); en cuanto a las particulas
poliméricas y a las particulas compuestas, el aumento aparente de la
movilidad electroforética en presencia de NaCl confirma lo
comentado en el Capitulo 3 sobre falta de validez de la teoria de
Smoluchowski cuando la conductividad eléctrica de la parte
interna de la doble capa eléctrica es significativa (Arias y cols.,
2007). En cualquier caso, nuestros datos confirman que la
electroforesis demuestra ser una técnica util para la investigacion de
los procesos que tienen lugar en la interfase como consecuencia de la
adsorcion de principio activo por las nanoparticulas (Arias y cols.,

2005, 2008 a, b, c).
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| [NaCI] = 10° M
= =
-2 -

[NaCIl] =0
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1 [NaCl]= 10" M
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[5-Fluorouracilo] (M)
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Figura 32. Movilidad electroforética (u.) de los nticleos de hierro
carbonilo (m, O), del latex de etilcelulosa (e, o) y de las particulas
compuestas (A, A) en funcion de la concentracion de S-fluorouracilo,
en presencia (simbolos abiertos) y en ausencia (simbolos cerrados)

de NaCl 10~ M. Las lineas son una guia para los 0jos.
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Figura 33. Movilidad electroforética (u.) de los ntcleos de hierro
carbonilo (m, 0), del latex de etilcelulosa (e, o) y de las particulas
compuestas (A, A) en funcion de la concentracion de diclofenaco
sodico, en presencia (simbolos abiertos) y en ausencia (simbolos

cerrados) de NaCl 107 M. Las lineas son una guia para los ojos.

5.6. Absorcion de S-fluorouracilo y de diclofenaco

sodico.

Una vez estudiada la adsorciéon de S5-fluorouracilo y de

diclofenaco sodico en la superficie de los tres tipos de particulas, nos

centramos en el estudio de la contribucion del, a priori, principal

método de vectorizacion de farmacos en sistemas transportadores: la

incorporacion del principio activo en el momento en que se produce

su formacion, analizando ademads el efecto del principal factor que
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influencia la captacion de principio activo en la matriz de las
particulas: la propia concentracion de farmaco. De esta manera,
determinaremos, al comparar los resultados con los obtenidos en el
analisis de la adsorcion superficial de farmaco, la metodologia de
vehiculizacion dptima que permite una maxima incorporacion de estos

principios activos en el sistema transportador magnético coloidal que

proponemos.

175

150

125 -

I' (umol/g)
g2 3 8

N
(4]
L

0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012
[5-fluorouracilo] (M)
eq

Figura 34. Densidad de absorcion (umol/g) de 5-fluorouracilo por las
particulas de etilcelulosa (@) y por las particulas compuestas (A )

en funcion de la concentracion de éste. Las lineas son una guia para los ojos.
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Figura 35. Densidad de absorcion (umol/g) de diclofenaco sddico por las
particulas de etilcelulosa (@) y por las particulas compuestas (A ) en funcion

de la concentracion de éste. Las lineas son una guia para los ojos.

La cantidad de S5-fluorouracilo y de diclofenaco sodico
absorbida por las particulas poliméricas y por las particulas
compuestas queda recogida en las Figuras 34 y 35. Como puede
apreciarse en ambos casos, la absorciéon aumenta con la concentracion
de farmaco presente en el medio de sintesis, sugiriéndose una
tendencia a la saturacion para concentraciones superiores a las
ensayadas. En definitiva, existe un efecto positivo del aumento de la

concentracion de farmaco sobre la eficacia de la vehiculizacion (Arias
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y cols., 2005, 2008 a, b, ¢; Fawaz y cols., 1997; Fontana y cols., 1998;
Losay cols., 1991; McCarron y cols., 2000; Ubrich y cols., 2004).

Los valores obtenidos de incorporacion de ambos farmacos
son superiores a los alcanzados mediante el procedimiento de
adsorcion en superficie, lo que justifica la seleccion de este método de
vehiculizacion para la sintesis de las particulas compuestas cargadas
con estos fairmacos (Arias y cols., 2005, 2008 a, b, ¢; Calvo y cols.,
2001; Soppimath y cols., 2001). Ademas, se aprecia claramente que la
vehiculizacion es superior en las particulas recubiertas en
comparacion con las particulas de etilcelulosa. En concreto, los
valores méximos de densidad de absorcion obtenidos en el caso del 5-
fluorouracilo (concentracion inicial: 10% M) pasan de 102 + 6 pmol/g
en el caso de la etilcelulosa a 143 = 5 umol/g para las particulas
compuestas; y, en el caso del diclofenaco sédico (concentracion
inicial: 10% M), pasan de 114 + 6 pmol/g para las particulas
poliméricas a 161 + 6 umol/g en las particulas recubiertas. Este hecho
encuentra una explicacion logica si tenemos en cuenta que los nicleos
magnéticos utilizados en la obtencion de las nanoparticulas
compuestas cargadas de farmaco ya tienen principio activo adsorbido
en su superficie (apartado 5.5). Quiza por este motivo las diferencias
en cuanto a la vehiculizacion de estos farmacos no sean tan acusadas
en las particulas poliméricas, y si lo sean en las particulas compuestas
debido a la mayor capacidad de adsorcion de diclofenaco sodico por el

hierro carbonilo (Figuras 34 y 35).

Finalmente, debemos senalar que, en el caso del 5-

fluorouracilo, los resultados de vehiculizacion obtenidos en las
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particulas compuestas mejoran los ya logrados en otro tipo de sistemas
transportadores (Arias y cols., 2005, 2008 b; Gulati y cols., 1998;
McCarron y cols., 2000).

5.7. Liberacion in vitro de S5-fluorouracilo y de

diclofenaco sodico.

Las Figuras 36 y 37 muestran la liberacion (%) en funcion del
tiempo desde el latex de etilcelulosa y las particulas compuestas de los
farmacos 5-fluorouracilo y diclofenaco soédico, respectivamente.
Recuéredese que las particulas de partida contienen 102 y 143 umol/g
(poliméricas y recubiertas, respectivamente) de 5-FU, y 114 y 161
umol/g de diclofenaco. En ambos casos se observa claramente un
proceso bifasico: en primer lugar, una fase de liberacion rapida que
probablemente significa la pérdida de principio activo asociado a la
superficie o débilmente atrapado (adsorbido en los poros superficiales)
(Arias y cols., 2008 a, b, c; Brasseur y cols., 1991; Ubrich y cols.,
2004). Sin embargo, la liberacion mas lenta que ocurre durante la
segunda fase puede deberse a la difusion del farmaco a través de la
matriz polimérica (Chow y cols., 1998; Lenaerts y cols., 1984; Miiller
y cols., 1992; Page y cols., 1996; Yamada y cols., 2001). En su
conjunto, el proceso puede parecer rapido, lo cual es 16gico si tenemos
en cuenta que la superficie de estas particulas es muy porosa (Petrov y
cols., 2006; Yang y cols., 2000), pero la cinética en su conjunto parece
adecuada para lograr una accidon prolongada en el tiempo de ambos

principios activos.
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Figura 36. Liberacion de 5-fluorouracilo (%) desde el latex de etilcelulosa
(@) y desde las particulas compuestas ( A ) en funcion del tiempo de
incubacion en una solucion tampoén NaOH — KH,PO, (pH =7.4 + 0.1).
Las lineas son los ajustes a una funcion logistica con dos tiempos

caracteristicos (Ec. 45).

En concreto, en el caso del 5-fluorouracilo liberado desde las
particulas poliméricas, alrededor del 60 % es cedido en las primeras 3
horas, mientras que el 40 % restante se libera lentamente durante las
siguientes 21 horas. Cuando la liberaciéon se produce desde las
particulas compuestas, el proceso se realiza de una forma mas lenta: =
75 % se libera en las primeras 24 horas y el 25 % restante se libera en
las siguientes 48 horas. Si los datos se ajustan a una funcién logistica

con dos tiempos caracteristicos:
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Al AI_AZ
— + +
1+t/t, 1+t/t,

y= Az (45)

los tiempos para el farmaco 5-FU son 1.4 y 6 h para particulas

poliméricas y 2 y 78 h para particulas compuestas.

En cuanto al diclofenaco sodico, ocurre de forma similar pero
con una cinética ligeramente diferente. En el caso de las particulas
poliméricas, solo pudo encontrarse un tiempo caracteristico, de 1.3 h;
esto explica que se libere = 60 % en las primeras 2 horas y el 40 %
restante en las siguientes 20 horas o incluso antes. Por el contrario, en
las particulas compuestas de nuevo se obtiene el perfil con dos
tiempos, del orden de 1.3 y 35 horas. En consecuencia,
aproximadamente un 80 % se libera durante el primer dia y el 20 %
restante en las siguientes 24 horas. La menor velocidad de liberacion
observada para los dos farmacos en el caso de las particulas
compuestas puede explicarse si tenemos en cuenta que parte del
principio activo puede ser adsorbida en la superficie del hierro
carbonilo cuando se produce el recubrimiento de éste con el latex para
formar las particulas compuestas. De esta manera, la parte de farmaco
localizada en la superficie de los niicleos magnéticos debe difundir a
través de toda la cubierta polimérica para poder salir al exterior, lo que
ralentiza el proceso de cesion de S-fluorouracilo y de diclofenaco
desde las particulas recubiertas. Por ultimo, la cinética del proceso es
algo mas rapida en el caso del diclofenaco sédico debido a que las
particulas vehiculizan una mayor cantidad de éste (Arias y cols., 2008

a, b, ¢; Brasseur y cols., 1991).
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Figura 37. Liberacion de diclofenaco sodico (%) desde el latex de
etilcelulosa (®) y desde las particulas compuestas (A ) en funcion del tiempo
de incubacion en una solucion tampoén NaOH — KH,PO, (pH = 7.4 + 0.1).
Las lineas son los ajustes a una funcion logistica con dos tiempos

caracteristicos (Ec. 45).

Este perfil bifasico sugiere que la mayor parte del fArmaco se
localiza a nivel superficial (Miiller y cols., 1990; Némati y cols., 1996;
Radwan, 1995; Stein y Hamacher, 1992), un hecho caracteristico del
polimero etilcelulosa que ha sido observado en farmacos de muy
diversa naturaleza, por ejemplo, clorhidrato de propranolol,

ketoprofeno, nifedipino, pentoxifilina, amoxicilina, cefaclor o
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clorhidrato de morfina (Chow y cols., 1998; Freichel y Lippold, 2001;
Guyot y Fawaz, 1998; Morales y cols., 2004; Song y cols., 2005;
Ubrich y cols., 2004; Yamada y cols., 2001). Finalmente, en el caso
concreto del 5-fluorouracilo se logra una cesidbn mas sostenida en
comparacion con otros sistemas transportadores magnéticos coloidales
basados en los polimeros de la familia de los poli(alquilcianoacrilatos)

(Arias y cols., 2008 b, c).

207







CAPITULO 6

CONCLUSIONES

A continuacion exponemos un resumen de las principales
conclusiones que se pueden extraer de los datos que hemos
presentado, referentes a la sintesis y caracterizacion de particulas
compuestas hierro/etilcelulosa y a su uso como transportadores de

farmacos:
1. Sobre la sintesis de las nanoparticulas compuestas.

Se ha puesto a punto un procedimiento reproducible de sintesis
de particulas coloidales esféricas de composicion mixta que constituye

un sistema de liberacion modificada de farmacos adecuado para la via
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de administracion parenteral. Este sistema estd constituido por un
nucleo magnético (hierro carbonilo), responsable de las propiedades
magnéticas de las particulas obtenidas, y un recubrimiento polimérico
biocompatible (etilcelulosa), muy apropiado para el transporte y

liberacion modificada de farmacos.

Se ha llevado a cabo un completo analisis quimico de las
particulas sintetizadas (incluyendo, a modo de comparacion, las
esferas de etilcelulosa). Los métodos basados en espectroscopia
infrarroja y resonancia magnética nuclear han demostrado que las
particulas compuestas poseen grupos funcionales del polimero.
Ademas, la superficie especifica del latex de etilcelulosa resulto casi

idéntica a la de las particulas recubiertas.

La caracterizacion magnética de las particulas indico que los
sistemas nucleo/recubrimiento tienen suficiente respuesta magnética,
con una imanacion de saturacion que es alrededor de la mitad de la del
hierro puro. Las particulas resultantes son magnéticamente blandas,

como el propio hierro.

2. Sobre las propiedades eléctricas superficiales y la

termodinamica superficial.

El estudio electroforético comparativo de las propiedades
eléctricas superficiales de los tres tipos de particulas constituye una
nueva prueba de la eficacia del recubrimiento: la cubierta de latex de
etilcelulosa oculta muy eficazmente el nucleo magnético, haciendo

que la superficie de las particulas compuestas sea indistinguible de la
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de las particulas de polimero. Ademas, este estudio sirve para
proponer el mecanismo por el que se produce el recubrimiento
polimérico de los nlcleos magnéticos: existe una interaccion
electrostatica atractiva entre las particulas de hierro carbonilo, con
carga superficial positiva, y el polimero con carga negativa en las

condiciones en que se realiza la sintesis.

Utilizando un modelo termodinamico aplicable a la interfase
solido/liquido ha sido posible llevar a cabo una completa
caracterizacion termodinamica superficial de las particulas
sintetizadas. La diferente naturaleza de las superficies de hierro
carbonilo, etilcelulosa y particulas compuestas se manifiesta en
general en las diferentes contribuciones a la energia superficial total
de cada tipo de solido. Estos cambios en la energia libre superficial se
manifiestan en las caracteristicas de hidrofobicidad/hidrofilicidad de
los diferentes materiales estudiados. La naturaleza hidrofila del hierro
carbonilo se pierde al ser recubierto por el polimero hidréfobo, lo que

confirma nuevamente la eficacia del recubrimiento polimérico.

3. Sobre la capacidad de transporte y liberacion
controlada de los farmacos S-fluorouracilo vy

diclofenaco sodico.

La determinacién de la incorporacioén de principios activos (el
antitumoral 5-fluorouracilo y el antiinflamatorio diclofenaco sodico)
por el sistema transportador ha sido cuantificada de forma
reproducible mediante un método espectrofotométrico validado, que

también se ha utilizado en la determinacion de la cantidad de farmaco

211




Capitulo 6. Conclusiones

cedida al medio en los ensayos de liberacion. La utilizacion de
medidas electrocinéticas constituye una aproximacion original y de
utilidad en la caracterizacion cualitativa de la adsorcion de farmaco

por los materiales.

Las condiciones oOptimas de vehiculizacion del farmaco
antineoplédsico y del AINE en las particulas transportadoras se han
investigado planteando dos métodos posibles: la adicion del principio
activo en el momento en el que se forman las nanoparticulas, y la
adsorcion tras la formacion e incubacion de las nanoparticulas en una
disolucion de farmaco. Esta investigacion demuestra que se logra una
mayor vehiculizacion de los principios activos mediante la absorcion
en matriz y la utilizacion de la mayor concentracion posible de éstos
(se encuentra un efecto positivo de la concentracion en este proceso).
Ademéds, la absorcidon es superior en las particulas recubiertas en
comparacion con las particulas de etilcelulosa, lo que es debido a que
los nuacleos magnéticos utilizados en la obtencion de las
nanoparticulas compuestas ya tienen principio activo adsorbido en su

superficie.

El estudio realizado demuestra que nuestros sistemas
transportadores magnéticos son mas eficientes en la incoroporacion de
5-FU que otros descritos en la bibliografia. Las cantidades maximas
de fArmaco incorporado estan en torno a 100 pmol/g (5-Fluorouracilo)

y 150 pmol/g cuando el principio activo es diclofenaco.

Los estudios de liberacién in vitro revelan para ambos

farmacos un perfil de cesion bifasico (excepto en el caso de
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diclofenaco y polimero puro): una primera fase de liberacion rapida
debida a la pérdida de principio activo asociado a la superficie o
débilmente atrapado, y una fase mas lenta debida a la difusion del
farmaco a través de la matriz polimérica. Se observa también que se
logra una cesion mas sostenida y, por lo tanto, adecuada para nuestros

fines, en el caso de las particulas compuestas.
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1. Introduction

Because of their peculiar physical properties (biocompatibility,
controllable shape and sizes, responsiveness to external magnetic
fields, etc.), an increasing number of formulations of magnetic
composite particles have been developed for special medical
techniques, particularly, drug delivery and targeting. We are dealing
with systems usually having one of the following structures: either a
magnetic core coated with a biocompatible polymer, or magnetic
nuclei embedded on the polymeric surface or precipitated inside the
polymeric pores (Pankhurst et al., 2003; Ren et al., 2005). The
magnetic core is typically made of magnetite, maghemite or carbonyl
iron; and the polymeric shell has a widely diverse nature, including
poly(alkylcyanoacrylate), poly(lactide), poly(lactide-co-glycolide) and
poly(e-caprolactone) (Arias et al., 2001; Pankhurst et al., 2003; Flesch
et al., 2004; Flesch et al., 2005; Okassa et al., 2005; Ren et al., 2005;
Arias et al., 2006).

Their use as drug carrier systems ensures a preferential
location of the major drug fraction in the target tissue (limiting
systemic distribution and avoiding normal tissue clearance), and drug
action at the cellular o subcellular level, without adverse effects to

normal cells (Héfeli, 2004; Arias et al., 2005; Gupta and Gupta, 2005).

For drug delivery applications, magnetic carriers must be
water-based, biocompatible, non-toxic, and non-immunogenic; in

addition, the external applied field must be strong enough and



focussed to retain the particles in the vasculature flow field (Héfeli,
2004; Tartaj et al., 2003). Nevertheless, one of the most important
features in the design of core/shell particles is their final size. This
property not only affects other physical characteristics, such as their
magnetic moment (and hence their response to applied magnetic
fields), but also the biological fate of the particles once they are
injected to the patient. Very small (< 10 nm) carriers will be rapidly
removed after their extensive extravasation and renal clearance,
whereas particles with diameters > 200 nm will be mechanically
filtrated by the spleen and removed by the cells of the
reticuloendothelial system. Moreover, carrier fractions over 5 um will
induce capillary blockade (Gupta and Gupta, 2005). However, if the
particles are retained by the external magnetic field in the target tissue
capillaries, drug diffusion from the capillary wall into the organ (step
limited by the molecular weight of the drug) will induce the
therapeutic action (Maeda et al., 2003). If, in addition, this action
requires extravasation, sizes between 0.5 and 5 pm may already be
suitable for that process, as has been observed even after magnetic

field removal (Goodwin et al., 1999; Gupta and Gupta, 2005).

The magnetic drug delivery system described in this work is
composed of a magnetic nucleus (carbonyl iron) and a biocompatible
polymeric shell (ethylcellulose), in order to take advantage of the
properties of its two components. Carbonyl iron (Fe’) was chosen
because of its high initial susceptibility and saturation. In addition, its
toxicity is quite low (LDso: 50 g/kg) (Huebers et al., 1986; Devathali
et al., 1991; Chua-anusorn et al., 1999; Whittaker et al., 2002).

Concerning the biodegradability of the iron nuclei used in this work



(average diameter of 570 £ 160 nm, see below), most particles will be

eliminated mainly by renal filtration (Okon et al., 1994).

Ethylcellulose was chosen as the biocompatible polymeric
shell on the magnetic particles, responsible for the drug transport and
release. This is a hydrophobic polymer, widely used in pharmaceutical
technology, chemically stable under storage and characterized by its
lack of toxicity for patients. Ethylcellulose can be used either as a
modified drug release dosage form for oral administration or as a
chemoembolization agent after sterilization, due to the prevention of
the rapid revascularization of the embolized area (Dubernet et al.,
1990; Zinutti et al., 1996; Grattard et al., 2002; DeMerlis et al., 2005).
In cancer treatment, as a result of its great tolerability and low
toxicity, this cellulose-based latex has been applied to diverse tumor
lesions proving an enhanced and sustained effect, prolonging the
patients survival (Kato et al., 1996; Zinutti et al., 1996). A wide
variety of active agents have been proposed to be delivered by this
carrier, particularly 5-fluorouracil, propranolol, loratadine, ketoprofen
or morphine, among others (Zinutti et al., 1996; Yamada et al., 2001;
Wau et al., 2003; Morales et al., 2004; Ubrich et al., 2004; Martinac et
al., 2005).

Taking into account that the inclusion of magnetic particles in
polymeric substrates does not affect the toxicity of the latter and that
clinical phase I trials have clearly shown the low toxicity of these
selective drug delivery systems (Ibrahim et al., 1983; Liibbe et al.,
1996a, b), it is interesting to investigate the applications of carbonyl

iron/ethylcellulose composites in pharmaceutical technology. In this



Thesis, a reproducible technique for the preparation of core/shell
particles, consisting of an iron nucleus and a latex shell, is described.
The coating efficiency will be analyzed by means of electron
microscopy (TEM, HRTEM, SEM), infrared absorption spectra, and
electrical, thermodynamic and chemical surface properties of the
mixed particles, as compared to those of the pure magnetic core and

latex colloids.

In addition, the potential applications of the particles as drug vehicles
will also be carefully explored. Both spectrophotometric and
electrokinetic techniques will be used for the evaluation of the surface
and bulk loading, as well as release kinetics, of two drugs, namely, 5-
fluorouracyl (used in cancer treatment) and diclofenac (a nonsteroidal
anti-inflammatory drug used as the potassium or sodium salt in the
treatment of rheumatic and nonrheumatic inflammatory conditions,
and as the potassium salt to relieve pain and dysmenorrhea; also
applied topically to the conjunctiva as the sodium salt to reduce ocular
inflammation or photophobia after certain kinds of surgery and to the

skin to treat actinic keratoses).

The antitumor drug 5-Fluorouracil [5-FU, 5-fluoro-2,4-
pyrimidinedione] has been selected based on its demonstrated and
extensive use in cancer treatment due to its broad spectrum of activity
against solid tumors. In addition, different authors have already
reported that its therapeutic efficacy can be improved, while its
undesired toxic effects are reduced (Cooke et al., 2001; Lemaire et al.,
1994) by loading this hydrophilic drug to a carrier system. This

antineoplasic drug works during the synthesis of the cellular cycle,



interfering the DNA and RNA synthesis: because of its structural
analogy with uridine, it behaves as a fake substrate in nucleic acid
synthesis, producing anomalous DNA. Fig. 1 is a schematic drawing

of the molecule.
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Figure 1. Chemical structure of 5-fluorouracil.
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Figure 2. Chemical structure of diclofenac.

Concerning diclofenac (Fig. 2), it is probably the most widely
used non-steroidal anti-inflammatory drug in the world. Its main

pharmacological action is the inhibition of prostaglandin synthesis,



blocking the activity of cyclooxygenase-1 (COX-1) and COX-2. Its

analgesic and anti-inflammatory actions are based on that blocking.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

All chemicals used were of analytical quality from Panreac,
Spain, except for ethylcellulose polymer (9004-57-3; supplied by ICN
Biomedical Inc., USA), carbonyl iron (BASF, Germany), formamide
(Aldrich, USA), and KOH and acetone (Merck, Germany). In
addition, 5-FU was purchased from Sigma-Aldrich, Germany, and
diclofenac from Guinama, Spain. Water used in the experiments was
of deionized and filtered with a Milli-Q Academic System (Millipore,

France).

2.2 Methods

2.2.1. Preparation of Carbonyl Iron, Ethylcellulose and Carbonyl
Iron/Ethylcellulose (Core/Shell) Nanoparticles

The selection method used to obtain carbonyl iron
nanoparticles with a diameter below 1 pm and narrow size distribution
consisted of a gravitational separation (Arias et al., 2006). This
method involves the sonication of 0.3 % (w/v) Fe’ aqueous
suspensions during 5 min. After settling under gravity during 60 min,
the upper 10 mm of supernatant were taken. For these separations, 1 L
flasks with an internal diameter of about 90 mm were used. The

conductivity of the supernatant was ~ 1 uS/cm, and no other solids but



carbonyl iron were in suspension. The particles were then dried at 60
°C in a vacuum oven and stored until their use.

The method followed for the preparation of colloidal
ethylcellulose latex is the procedure developed by Vanderhoff et al.
(1979), with slight modifications. Briefly, 4.68 g of ethylcellulose
were dissolved in a mixture of organic solvents (22.57 g benzene and
4 g ethanol; this mixture has been demonstrated to be a good solvent
for ethylcellulose). After 24 h at room temperature, 0.31 g of n-decane
was added to the polymeric phase, and it acted as a stabilizer of the
emulsion prepared by adding this organic solution to 94 g of a 10° N
HNOs aqueous solution, containing 0.125 % (w/v) sodium dodecyl
sulphate and 0.375 % (w/v) polyethylene glycol 4000. Before mixing,
both phases were heated at 67.0 + 0.5 °C, and the incorporation of the
aqueous phase to the polymeric one was carried out under mechanical
stirring at 8000 rpm, during 5 min. Finally, the organic solvent was
evaporated at room temperature and under mechanical stirring at 2000
rpm, during 24 h, in order to eliminate the toxicity of the systems and
to increase their solid content. A whitish suspension was obtained,
which was then subjected to a cleaning procedure that included
repeated cycles of centrifugation (20 000 rpm, Centrikon T-124 high-
speed centrifuge, Kontron, France) and redispersion in Milli-Q water.
In order to ensure that the suspension was sufficiently clean, the

conductivity of the supernatant was measured.

Finally, the procedure followed to obtain the core/shell
nanoparticles was very similar to the one described for the latex
spheres, except that the aqueous phase was a 0.266 % (w/v) carbonyl

iron suspension in 10° N HNO; solution. This initial



polymer/magnetic nuclei weight ratio has been shown to produce an
adequate polymer shell on the magnetic nuclei (Arias et al., 2001,
2006). Cleaning was achieved by repeated magnetic separation and
redispersion in Milli-Q water, until the supernatant was transparent
and its conductivity indicated that the suspensions were clean of both
unreacted chemicals and non-magnetic latex particles. The final solids

concentration was typically around 5.6 % (w/v).

The drug incorporation into the composite core/shell particles
can be carried out either by dissolving it in the aqueous phase
containing the magnetic particles, and then adding the organic phase
as described, or by dissolving it directly in the latter. The choice of
one procedure or the other will depend on the solubility properties of
the drug, and its physicochemical compatibility with the polymer and
the inorganic particles. In addition, a third approach would involve a
surface loading on previously synthesized particles, by contacting

them with a solution of the drug.

2.2.2. Characterization methods

The determination of the size and shape of the three types of
synthesized particles, was achieved through analysis of TEM, Dark-
Field HRTEM and SEM pictures, obtained using Zeiss EM 902
(Germany) transmission, STEM PHILIPS CM20 (The Netherlands)
high resolution transmission, and Zeiss DSM 950 (Germany)
scanning, electron microscopes, respectively. A preliminary
inspection of the coating efficiency was carried out by these
techniques. Prior to observation, dilute suspensions [approx. 0.1 %

(w/v)] were sonicated for 5 min, and drops of the suspension were
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placed on copper grids with formvar film. The grids were then dried at

35 °C in a convection oven.

The values of specific surface area of the three kinds of solids
were obtained by multipoint B.E.T. nitrogen adsorption, in a
Quantasorb Jr. of Quantachrome (USA). The experiments were

repeated at least three times on independent samples, in all cases.

The characterization of the chemistry of the three types of
particles (carbonyl iron, latex, and core/shell) was carried out by
means of Fourier transform infrared spectrometry data (Nicolet 20

SXB infrared spectrometer, USA) with a resolution of 2 cm™.

The surface electrical properties of suspensions of the three
kinds of particles studied [0.1 % (w/v)], were analyzed by
electrophoresis measurements as a function of both pH and NaNO;
concentration, using a Malvern Zetasizer 2000 (England)
electrophoresis device. Measurements were performed at 25.0 = 0.5
°C, after 24 h of contact at this temperature. The experimental

uncertainty of the measurements was below 5 %.
Finally, a surface thermodynamic analysis of the three kinds of
particles was also carried out, using the model developed by van Oss

et al., according to which the total surface free energy of any material i

is the sum of two contributions (van Oss, 1994; Duran et al., 1996):

=y =N 20y (1)

11



one of which, 7iLW’ is the non-polar Lifshitz-van der Waals
component, and the second one, ylAB or acid-base component, is

related to the electron-donor (y;) and electron-acceptor ( ;/;.r)
characteristics of the material. Similarly, the interfacial solid/liquid
free energy, Q/ZST, and its LW and AB components (7&", 74,

respectively) are related to the surface free energies of both the solid

(subscripts S) and the liquid (subscripts L):

YT =y =B 0 ey 24y - 24 vey - 24y )

These quantities can be related to the contact angle 8 between

the liquid and the solid, using the Young's equation (Adamson, 1990):

(1+cos0)y " = 2\/V§W y, + 2\/9’; Yot 2\/7_5 7 3)

The three unknowns (yéW, ys and y;) can be obtained by solving the
resulting system of three equations if the contact angles of three
liquids of known in, yz and vy, , are measured. In our case, we used
water (y;" =21.8, y, = y, = 25.5 mJ/m’), formamide (y;” = 39.0,
y, =2.28, y, =39.6 mJ/m®) and a-bromonaftalene (y." =43.6, y, =

v, =0 mJ/m?), all data having been taken from van Oss (1994). The

contact angles of the three liquids were determined at 25.0 + 0.5 °C,

using a Ramé-Hart 100-00 goniometer (USA), on pellets (radius: 1.3

12



cm) obtained by compressing the dry powders in a Spepac hydraulic

press set to 10 Ton during 5 min.

The magnetic properties of Fe” and core/shell particles (first
magnetization curve and hysteresis cycle) were determined with a
Manics DSM-8 vibrating magnetometer, at room temperature. The
field-responsive behavior of the composite particles under the
influence of an external magnetic field, was analysed by optical
microscope visualization of a 0.5 % (w/v) aqueous suspension under
exposure to a 0.2 T permanent magnet, using a Nikon SMZ800

(Japan) stereoscopic zoom microscope.

2.2.3. Methodology for the determination of drug loading and release

The determination of the quantity of 5-fluorouracil
incorporated by our materials is limited by the instrumental techniques
available. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) is the
most widely used technique for the quantification of the incorporation
and release of many active agents. However, we did not have access to
this technique in our study. Therefore, we followed the methodology
used by other authors in the determination of the drug incorporation
by nanoparticles of the same family (Fawaz et al., 1997; Miiller et al.,
1991). This methodology is based in the application of the Beer’s law
to a medium composed by more than one class of absorbent substance.
As it is well known, the total absorbance of a multicomponent system
is the sum of the absorbances of each absorbent component, whenever
no significant interactions exist between each other. In our case, the
substances capable to contribute to this total absorbance are the drug

not incorporated to the nanoparticles, the polymerization by-products,
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and remaining components of the medium (buffer, surfactant).
Therefore, the amount of drug not trapped by the nanoparticles can be
estimated by subtracting to the total absorbance of the system, that
produced by the by-products mentioned. The total drug loading was
obtained from the difference between the initial and final drug

concentrations in the medium.

A) SURFACE INCORPORATION

The drug loading of the polymeric and composite
nanoparticles can be achieved by means of two methods: the addition
of the active agent at the moment in which the nanospheres are
generated, being trapped mainly in the polymeric matrix, or the
surface adsorption after the formation and incubation of the
nanoparticles in its solution. It is predictable that the main loading will
be obtained by the bulk incorporation method (Soppimath et al.,
2001). The study of the 5-fluorouracil and diclofenac surface
incorporation by our materials started from the nanosphere preparation
under the polymerization conditions, a battery of 5 mL solutions with
different 5-fluorouracil molar concentration (10'5, 5107, 10'4, 5-10'4,
102, 5-107, and 10?%) were prepared, reproducing the monomer
polymerization medium that was generally used in the absorption
experiments. After the uptake of a sample of the medium for a later
comparison, enough polymer was added to obtain a 0.55 % (w/v) final
concentration. After 24 hours of contact, the supernatants were
obtained by double centrifugation at 9000 rpm during 20 minutes. The
determination of the 5-fluorouracil adsorption was done, as previously
stated, by means of the comparison of the polymerization medium

absorbance with the supernatant absorbance obtained after the double

14



centrifugation routine and the removing of the residual products
absorbance. The same procedure was followed in the case of the

composite and magnetite nanoparticles, establishing a concentration of

1 % (w/v) for both.

As an additional probe to determine if the surface adsorption
takes place, the behavior of its electrophoretic mobility () when the
drug is present in the medium was also studied. The experimental
methodology followed was described in the spectrophotometric
determinations. The suspensions studied were 0.1 % (w/v) in
concentration. In order to consider the influence of the ions present in
the solution, the suspensions were divided into two groups: with and
without an ionic strength fixed (10° M NaCl). The measurements
were carried out after 24 hours of storage at 25 °C, with protection
against ambient light and under constant stirring, checking the pH
previously. The data given is the average of fifteen determinations,

changing each sample every three measurements.

B) BULK LOADING

The main factor determining the active principle loading has
been found to be the initial drug concentration in the synthesis
medium (Arias et al. 2008 a,b,c; Fawaz et al., 1997; Fontana et al.,
1998; Losa et al., 1991; McCarron et al., 2000). In our study, the
analysis of the infuence of the concentrations of either 5-FU or
diclofenac on their incorporation on ethylcellulose and composite
particles was carried out by following the synthesis routine and the
spectrophotometric determination already described. The magnetic

nuclei are kept in contact with the aqueous phase of the synthesis,

15



containing the drug, during 24 h prior to mixing this suspenion with

the nonaqueous, polymeric solution.

C) IN VITRO DRUG RELEASE

The final step in the evaluation of the applicability of our particles as

drug vehicles involves the determination of the rate of delivery. Both

polymer and composite particles were employed with that aim, and

the conditions of the release experiments were:

16

Bulk loading from 10 M drug solution

Centrifugation (8000 rpm, 5 min) of the suspensions thus
prepared in order to eliminate the non-loaded drug
Redispersion of the drug-loaded sediments in 10 mL of a
NaOH-KH,POy4 (pH 7.4)

Temperature 37.0+0.5 °C

Sampling of the suspensions (1.5 mL) at specified time
intervals

Centrifugation of the extracted sample, optical absorbance
determination of the supernatant (5-FU: 266 nm; diclofenac:
276 nm)

An equal volume is returned to the original suspension,
together with the centrifuged sediments (in order to keep sink
conditions)

Evaluation of the amount released using the same

spectrophotometric method above described.



3. Results and Discussion

3.1. Particle geometry

Figure 3. Transmission electron microscope (TEM) pictures of the

carbonyl iron particles. Bar length: 500 nm.

Fig. 3 shows TEM pictures of the carbonyl iron particles
obtained using the gravitational separation method. No particles with a
diameter larger than 1 um were found. Size measurements were
performed on 100 particles, and a log-normal distribution was fitted to
the data: as a result, the average diameter (+ standard deviation) was
estimated to be: 570 +£ 160 nm. As observed in Fig. 3, the particles are
almost spherical. Fig. 4 shows TEM, HRTEM (High-Resolution
TEM) and SEM (Scanning Electron Microscope) pictures of the
ethylcellulose particles obtained in the conditions producing the
highest quality particles (a 1:3 weight ratio of NaSDS and PEG 4000,

8000 rpm mechanical stirring). The particles are spherical and

17



polydisperse with average diameter 280 + 140 nm.

Figure 4. TEM (a), HRTEM (b) and SEM (c) pictures of the
synthesized ethylcellulose particles. Bar length: 500 nm.
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Figure 5. TEM (a), clear-field HRTEM (b), dark-field
HRTEM (c), and SEM (d) pictures of the

synthesized iron/ethylcellulose particles. Bar length: 500 nm

Similar observations of the composite particles (Figs. 5a, b)
did not allow to identify clearly enough the polymer shell around the
magnetic nuclei. On the contrary, dark-field HRTEM
microphotographs of the mixed particles (Fig. 5¢) made it possible to
show that the carbonyl iron nuclei are covered by a polymeric shell ~

20 nm thick. Following the same methodology described above for the

19



bare nuclei, we found that the average diameter (= standard deviation)
of the core/shell nanoparticles was 620 = 140 nm. Finally, SEM
microphotographs were also obtained in order to investigate the
surface texture of the three kinds of synthesized particles, with the aim
of confirming the efficiency of the coverage. As can be seen in Fig.
5d, the morphology and surface of the mixed nanoparticles is
identical to that of the pure polymer (Fig. 4c). This points out to a very

efficient coating of the crystalline carbonyl iron by the polymeric shell

3.2. Specific surface area

The reduction in the surface area of the iron nuclei (1.72 +
0.23 m?g), when covered by the ethylcellulose latex, constitutes
another proof of the coating efficiency. In fact, the specific surface
areas of the ethylcellulose latex (0.79 + 0.17 m?*/g) and core/shell
(0.86 + 0.08 m?/g) particles is explained by the polymer layer hiding

the iron nucleus, given that all the particles have similar sizes.
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3.3. Chemical composition of the particles
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Figure 6. Infrared spectra of iron (-), ethylcellulose latex (o), and

core/shell particles (+).

The most significant transmittance bands of the infrared
spectra of the three types of particles (Fig. 6) have been identified by
comparison with data by Silverstein and Webster (1998). It can be
observed that all the polymer bands are present in the mixed particles
spectrum, a clear indication that the shell observed in Fig. 5,
corresponds indeed to an ethylcellulose coating. The small relative
amount of latex in the composite sample is responsible for the
reduction in the band intensity of the core/shell spectrum. The bands

at 3489 cm™ (4) and 1632 cm™ (C) correspond to the moisture content
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of the samples. The main groups identified are: (B) C-H stretching
(2981 cm™ and 2808 cm™); (D) C-H bending (1485 cm™ and 1279 cm
Y: (E) C-0-C stretching (1109 cm” and 1057 cm™); (F) medium band
characteristic of alkanes (918 cm™ and 881 cm™); and finally, band

G(579 cm™) indicate that the band E belongs to an ether group.

3.4. Magnetic Properties

0 1000 2000 3000 4000
H (KA/m)

Figure 7. First magnetization curves (magnetization vs. magnetic

field) for carbonyl iron (e) and composite particles (l).

We considered also of interest to analyze to what extent the

22



magnetic properties of the iron nuclei remain in the composites. Fig.
7 shows the first magnetization curves of pure iron and
iron/ethylcellulose composites. Note how the polymer coating,
although reduces the saturation magnetization Mg (because of the
presence of non-magnetizable volume, so Ms (kA/m) = 1698+5 for
iron and 703.340.3 for iron/polymer), leads to rather similar magnetic
behaviors of both samples. Note that the value corresponding to the
iron particles is close to published data obtained with 6 um particles
(Arias et al., 2006; Phulé et al., 1999). The initial susceptibility of the
composite particles (y; = 9.1£0.1) is also smaller in the core/shell

material than in iron (y; = 22.110.2).
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Figure 8. Magnetic hysteresis curves for carbonyl iron () and

composite particles (H).
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The hysteresis cycles of both the carbonyl iron nuclei and the
mixed particles reveal their soft magnetic behavior (Fig. 8), and in fact
the increasing and decreasing branches of the hysteresis cycles are
hardly distinguishable, considering the sensitivity of our
magnetometer. As previously observed (Arias et al., 2005, 2006; Ren
et al.,, 2005), the magnetic behavior of composite nanoparticles is
similar to that of the nuclei, except that the polymeric shell reduces

the magnetization of the sample.

Finally, the response of composite particles to external
magnetic fields was evaluated by optical microscopic inspection of an
aqueous suspension under exposure to a magnetic field. As can be
seen in Fig. 9, the initially homogeneous distribution of particles is
strongly modified, and formation of chainlike aggregates parallel to
the field lines is observed. This is due to the fact that the magnetic
interaction represents a significant contribution over the DLVO
colloidal interactions between core/shell particles (electrostatic van
der Waals and hydration or acid-base), in spite of the presence of the

polymer shell.
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Figure 9. Optical microscope pictures (magnification 63x) of an

aqueous suspension of coated particles in the absence (a)
and presence (b) of a constant magnetic field

(200 mT in thedirection of the arrow).

3.5. Electrokinetic characterization
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Figure 10. Zeta potencial of carbonyl iron (W), ethylcellulose (o) and
composite (4 ) particles as a function of pH in the presence of 10° M

NaN03.
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The conversion of the experimental electrophoretic mobility
into zeta potential values was carried out using the theory of O’Brien
and White (1978). The electrokinetic study was first focussed on the
pH effect on the zeta potential, £, for the three kinds of particles in the
presence of 10 M NaNO; (Fig. 10). Note that carbonyl iron particles
show a well defined isoelectric point (pHie, or pH of zero potential)
close to pH = 5. The surface charge of this metal particles is originated
at the metal/solution interface by the amphoteric thin oxide layer,
whose formation cannot be avoided in oxidizing environments (Kallay
et al., 1991; Plaza et al., 2002). Considering this value of the pHiep, it
can be expected that the iron particles will display a positive surface
charge at the pH of the aqueous phase used in the synthesis of
core/shell particles (pH = 3) (Matijevi¢, 2002; Flesch et al., 2005).

However, ethylcellulose particles have a negative surface
charge for the whole pH range studied and only at pH < 3, the zeta
potential can approach a zero value. This behavior can be explained if
we take into account the charge generation mechanism at the
polymer/solution interface and the results obtained with Aquacoat”, a
latex similar to ethylcellulose (Gallardo et al., 1993; Vera et al., 1994,
1996). The generation of the negative surface charge is due to strong
groups corresponding to dissociated end molecules of the sodium
dodecyl sulfate used in the synthesis, that remain adsorbed on the
particle surface even after the cleaning procedure. In addition, weak
acid groups, presumably carboxylic, must be responsible for the pH-

dependence of the surface charge (Gallardo et al., 2005).
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This electrokinetic technique is a very useful tool for
qualitatively checking the coating efficiency, due to the large
differences between nuclei and polymer particle mobilities and zeta
potentials. In fact, Fig. 10clearly shows that the {~pH trends of mixed
particles are dominated to a large extent by the latex shell. This must
be a consequence of a suitable polymeric coating of Fe’, leading to
composite particles which, from an electrokinetic point of view, are

qualitatively similar to ethylcellulose.
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Figure 11. Zeta potencial of carbonyl iron (W), ethylcellulose (o) and
composite (4 ) particles as a function of NaNO3 molar concentration

atapH=35.5.

We also measured ¢ as a function of NaNO; concentration at a

constant pH = 5.5, in order to confirm these results. This is shown in
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Fig. 11 for the three kinds of particles. Note that the effect of NaNO;
concentration on each of the particles is different, not only considering
the average mobility values, but also the {-concentration trends. Fig.
11 shows that iron has the lowest || values, ethylcellulose the largest
ones, and, as before, the composite particles yield intermediate zeta
potentials, closer to those of the polymer than of the iron nuclei. This
was expected considering the zeta potentials at pH 5.5 for the three
colloidal systems (Fig. 10. Of a greater interest is the fact that |
changes differently with the ionic strength: in the case of iron, a
decrease in the absolute value of zeta potential is observed when
NaNOs; is increased, a consequence of the classical double-layer
compression mechanism, in virtue of which the electric potential
decreases faster with distance the larger the indifferent electrolyte
concentration. However, the latex particles (and, to a lesser extent,
also the composite ones) display a quite different trend: |{] goes
through a maximum, so that only at high enough NaNO;
concentration is the compression observed. Several explanations have
been given to the initial increase of |{] with concentration, but it seems
to be clear that this is a manifestation of stagnant-layer conductivity
(Lyklema, 2002). This means electrical conduction (but not liquid
motion) in the inner part of the double layer: ions flow tangentially to
the particle, without dragging liquid, when a field is applied. As a
consequence, the particle velocity is larger (the particle is less breaked
if the liquid flow against its motion is weaker) and leads to an
apparently larger zeta potential. This effect is obviously less important
if the diffuse region is richer in counterions (this will happen if the
bulk concentration of ions is large enough), and the classical behavior

is recovered at high NaNOj; concentrations.
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Electrokinetics can also help in elucidating the mechanisms
through which the ethylcellulose layer is formed on the carbonyl iron
surface: it is clear that an attractive electrostatic interaction will exist
between the positively charged Fe” particles and the negatively
charged polymer, at the acidic conditions in which the synthesis is
performed (see Fig. 10). Because of this attraction, the vicinity of the
carbonyl iron surface will be enriched in polymer species, negative at

that pH range.

3.6. Surface thermodynamics

The analysis of the surface free energy components of the three
types of particles was used to check the nature of the ethylcellulose
coating. The contact angle data of the three probe liquids on particles
pellets already suggest significant differences among the three types
of nanoparticles (Table 1). But it is the evaluation of the yg
components that provides a better physical characterization of their

surface thermodynamics (Table 2).
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Table 1. Contact angle 6 (degrees) of the probe liquids indicated on

carbonyl iron, ethylcellulose and carbonyl iron/ethylcellulose

(core/shell) particles.

SOLID LIQUID
WATER FORMAMIDE a- BROMONAFTALENE
CARBONYLIRON 15994 1.1] 21.5+0.7 16.7 £ 0.5
FTAYLCELLULOSE 1 0534 0.7] 62.9+0.8 30.1 + 3.1
ETHYLCELLULOSE /
FE? 64.1+1.3| 60315 29.4+£1.2

Table 2. Surface free energy components of carbonyl iron,

ethylcellulose and carbonyl iron/ethylcellulose (core/shell) particles.
yéW is the Lifshitz-van der Waals component; y; (y;) is the electron-

acceptor (electron-donor) component. All values in mJ/m?.

+ .
SOLID yéW Ve

Vs

CARBONYLIRON | 4181(.1 | 0.75+0.01 | 45.4+0.8

ETHYLCELLULOSE | 3791 1.1 | 0.41 +0.05 26.7 £ 0.4
ETHYLC?E}ULOSE/ 382+0.4 | 0.22+0.05 26.1 £0.6
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As can be seen, whatever the component considered, its values
for the mixed particles are similar to those for the bare latex (yfg is not
suitable for the comparison, as it displays values close to zero in the
three cases). In addition, yéW for the composite particles is almost the
same as that of ethylcellulose, although this component is the least
affected (as it is usually the case, see e.g. Plaza et al., 1998; Arias et
al., 2001, 2006). However, yg shows large values in carbonyl iron,
that is thus essentially a monopolar, electron-donor material. Its value
of yg is larger than that found for either the polymer or the core/shell.
This thermodynamic analysis agrees with the electrokinetic one in
suggesting that sufficient coverage has been achieved, since the y,

components of mixed particles coincide almost exactly with those

corresponding to ethylcellulose.

These surface free energy changes manifest themselves in the
hydrophobicity/hydrophilicity  characteristics of the different
materials. The evaluation of the free energy of interaction AGs;s (not
considering the electrostatic component) between the solid phases
immersed in the liquid, can be used to check whether a material can be
considered hydrophobic or hydrophilic (van Oss, 1994). This can be

written, per unit area of interacting particles, as follows:

AGgg =-2vs" 4)

If this quantity is found to be negative, interfacial interactions

will favor attraction of the particles to each other, and they are hence
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2
AG, o (mJ/m”)

considered hydrophobic. On the opposite case, hydrophilicity will
correspondingly be associated to positive values of AGSTLOST . As

observed in Fig. 12, the hydrophilic nature of carbonyl iron is
modified and the core becomes hydrophobic (just like the latex) when

covered by ethylcellulose.

30
1 HYDROPHILIC
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HYDROPHOBIC
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Figure 12. AGs;s (solid-liquid interfacial energy of interaction) values

and hydrophobicity/hydrophilicity of the three types of particles.

3.7. Drug loading

As mentioned, the capacity of the particles to load (either on the bulk
or the surface) the drugs can be evaluated quantitatively by

spectrophometric determination of the amonut of drug remaining in
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solution after contact or synthesis of the particles in the medium
containing the active molecules. This requires a previous calibration
of the absorbance of drug solutions of increasing concentrations and
the estimation of the molar absorption coefficient. Fig. 13 shows the
UV-Vis spectra of solutions of several concentrations of 5-FU, and
Fig. 14 corresponds to diclofenac. As observed, in the case of 5-FU

the low-concentration spectra display two absorbance maxima, but

Absorbancia

200 225 250 275 300 325
A (nm)

Figure 13.UV-Vis absorption spectra of aqueous solutions of 5-FU
with molar concentrations (increasing from the bottom):10, 3-107,
5107, 7-107, 8.5:10°, 10, 2:10™, 3-10™, 5-10™, 7-10™, 107,
510,107
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Absorbancia

200 | 250 | 300 o 350
A (nm)

Figure 14. Same as Fig. 13, but for diclofenac solutions.

only the one at 266 nm wavelength remains unaltered in position and
shape along most of the concentration range. However, even that peak
changes shape, eventually leading to a flat band for high enough
concentrations. This means that above 0.3 mM the solutions must be
diluted in order to remain in the region where Beer’s law might be
applicable. Fig- 14 demonstrates that the situation is very similar with
the anti-inflammatory drug: the wavelength that can be used for
calibration is 276 nm, and the limiting concentration where linearity

can be expected is around 0.2 mM.

The determination of the molar absorption coefficient, ¢, was

carried out by least-squares fitting of the absorbance-concentration
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dependences in the respective concentration ranges of Beer’s law
validity. Figs. 15 and 16 show the linearity achieved and indicate that
absorbance can be used in order to obtain concentration from
absorbance. As a result of the fittings, the values of the molar
absorption coefficients are obtained as follows: &= 7720+180 L mol™
cm’ (5-FU, 266 nm) and &= 9600+500 L mol™ cm™ (diclofenac, 276
nm). Let us add here that in the Thesis we discuss the precision and
accuracy of the method when applied to both drugs, although we skip

the details in this summary for the sake of brevity.

Absorbancia

[5-Fluorouracilo] (mM)

Figure 15. Plot of the absorbance-concentration data for 5-FU

solutions.
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Figure 16. Plot of the absorbance-concentration data for diclofenac

solutions.

SURFACE ADSORPTION OF 5-FU AND DICLOFENAC

With this knowledge, it is already possible to evaluate the capacity of
surface and bulk loading of 5-FU and diclofenac by our particles. To
begin with, we will describe our results concerning the surface
adsorption of both drugs onto the three types of particles. The results
are plotted in Figs. 17 (5-FU) and 18 (diclofenac). The results indicate
that the adsorption isotherms are very similar in shape, differing in the
absolute amounts incorporated by different particles and for the two
drugs. Two facts are immediately clear from the comparison between
the two Figures: the amount adsorbed is larger in the case of
diclofenac, and, in both cases, similar for pure polymer and core/shell

particles. The former result can be explained by considering the ionic
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nature of diclofenac (recall that it is a sodium salt form). The

similarity between polymer and coated particles is an interesting result

that confirms that our composites have surfaces almost identical to

those of ethylcellulose in the same conditions.

I’y (Lmol/m?)

0,000 | o,doz | 0,604 | o,dos | o,dos | 0,610 | 0,612 | 0,014
[5-f|uorouraci|o]eq (M)

Figure 17. Surface adsorption density /5 of 5-FU onto carbonyl iron

(m), ethylcellulose latex (®), and composite particles (), as a

function of the equilibrium drug concentration.
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Figure 18. Same as Fig. 17, but for diclofenac.

In all the situations depicted in Figs. 17 and 18 it is clear that the
increase in the concentration of drug in solution leads to larger
adsorbed amounts, although a sort of saturation is suggested at high
equilibrium concentrations. In fact, the results can be fitted to a
Langmuir adsorption isotherm:

5o TankC

= ZmaxT 5
S 1+kC )

where C is the equilibrium concentration, /. is the adsorbed amount
corresponding to one monolayer coverage, and k is the dissociation
constant of adsorption sites. The results of the fitted parameters are

summarized on Table 3.
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Table 3. Fitting parameters of the adsorption data in Figs. 17, 18 to

the Langmuir equation (3) for the two drugs tested.

5-FU adsorption parameters Diclofenac adsorption
parameters
PARTICLES T (umol/m?) =
max l"l‘mo m max
k (L/mol) (umol/m?) k (L/mol)
CARBONYL IRON 3543 34+1 713 75+6
ETHYLCELLULOSE 61+4 58+2 123+10 118+4
ETHYLCELLULOSE
/ FE' 6415 6012 118+10 | 113+4

It is clear that the loading capacities of the polymer and composite
particles are larger than those of the iron cores; probably, the porous
nature of the ethylcellulose surface (Figs. 4, 5) will help in explaining
such difference. It can also be observed that the iron cores, although to
a lesser extent, do adsorb both drugs in significant amounts. For that
reason, all the experiments of bulk loading started by contacting the

iron particles with the drug solutions.

ELECTROKINETIC FOLLOW-UP OF THE ADSORPTION

We have mentioned that electrokinetic techniques can be suited for
the, at least qualitative, determination of the surface incorporation of
chemical species able to change the zeta potential, either by surface
charge modification (charged species adsorption), modifying the ionic
strength (indifferent electrolyte in the medium) or by changing the slip
plane position (polymer adsorption). In order to check for this

possibilities in the case of our active principles, one can consider the
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results plotted in Figs. 19 and 20, corresponding, respectively, to the
efect of 5-FU and diclofenac concentrations on the electrophoretic

mobility of the three kinds of particles investigated.

_ [NaCl] = 10° M
E— 5
-2

[NaCl] = 0

-6 -
' [NaCl]= 10° M
-8-

u_(um-s"IV-cm™)
X

-4 10-3
[5-Fluorouracilo] (M)

-2

10 10

Figure 19. Electrophoretic mobility of iron cores (®, ),
ethylcellulose latex (e, 0) and core/shell particles (a ,H) as a function
of 5-FU concentration. Open symbols: 1 mM NacCl in solution; full
symbols: no salt added.
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Figure 20. Same as Fig. 19, but for diclofenac.

Generally speaking, both drugs provoke a tendency of the
mobility towards less negative values as their concentration is
increased: in the case of 5-FU this must be a manifestation of drug
adsorption, since some positive charge can be expected in the
molecule, coming from protonization of its NH group. In the case of
diclofenac, the main effect responsible for the trend observed in the
mobility is probably double layer compression. This is justified by the
fact that the active principle (recall that it is dissolved as sodium salt)
must be negatively charged, and it must contribute to ionic strength

changes to a larger extent than 5-FU.
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BULK LOADING

We expected a much more significant loading in the bulk than in the
surface, and this is interesting for the applications, as surface
adsorption is in principle a more labile loading procedure. Our results
(Figs. 21, 22) confirm this expectancy, and demonstrate that, although
the qualitative trends of loading vs. concentration may be similar to
those found for surface adsorption (in particular, the positive effect of
drug concentration on loading, and the tendency to saturation; see also
Arias et al., 2005, 2008a.b,c; Fawaz et al., 1997; Fontana et al., 1998;
Losa et al., 1991; McCarron et al., 2000; Ubrich et al., 2004), the
amounts absorbed in the bulk are much larger. Note the interesting
result that our core/shell particles absorb both drugs better than the
ethylcellulose latex alone: this confirms the positive effect of the iron
cores on the overall loading. In addition, our vehicles demonstrate to
be more efficient in 5-FU incoporation than others reported in the
literature, from this and other groups (Arias et al., 2005, 2008b; Gulati
et al., 1998; McCarron et al., 2000).

3.8. Drug release

This is the final step of our investigation: for the vehicles designed to
be really useful, they must be able to release the loaded drugs at
reasonable rates: one would expect that a several day term would be
ideal, as the release could be gradual, and the patient might not be

worried about dosage during that number of days.
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Figure 21. Bulk adsorption density of 5-FU by ethylcellulose
latex (o) and core/shell particles (a) as a function of drug

concentration. The lines are guides to the eye
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Figure 22. Same as Fig. 21, but for diclofenac.
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The results in Figs. 23 (5-FU) and 24 (diclofenac) are rather
satisfactory. In both cases we observe a biphasic release process
(except in the case of diclofenac in etylcellulose: a single time was
obtained in such case) , with a rapid liberation probably associated to
drug adsorbed on the surface or weakly trapped in the surface pores,
followed by a slower process. This is likely the result of diffusion of
the drug through the polymer shell towards the surface (Chow et al.,
1998; Lenaerts et al., 1984; Miiller et al., 1992; Page et al., 1996;
Yamada et al., 2001). The overall time for almost 100 % release is

close to one day.

It is worth noting that the amount released is smaller and
slower from the composite particles than from the bare latex ones.
This can again be ascribed to the drug coming into solution from the
core surface, a longer process considering the need to migrate through
the whole thickness of the polymer coating. Finally, comparing the
results for the two drugs, the release kinetics appears faster in the case
of diclofenac, a result explained by its larger loading for the same

conditions.
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Figure 23. Percent 5-FU released by ethylcellulose latex () and
composite particles () as a function of the incubation of the particles
in a NaOH-KH,PO, buffer solution (pH = 7.4+0.1). The lines are the

best fit to a logistic equation with two characteristic times.
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Figure 24. Same as Fig. 23, but for diclofenac. A single time was used
in the case of the bare polymer particles.
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4. Conclusions

The following is a summary of the main conclusions that can

be drawn on the data presented concerning the synthesis and

characterization of iron/ethylcellulose compound particles and their

use as drug vehicles:

1. Concerning the synthesis of the particles:

46

® A procedure has been set up for the synthesis of spherical

particles of a mixed composition, namely, iron core and
biocompatible polymer (ethylcellulose) shell, suitable for
being used as a magnetic drug vehicle for parenteral
administration. Electron microscope pictures show that the
particles are all spherical, and that ethylcellulose and
iron/polymer particles have a porous surface.

A thorough chemical analysis of the synthesized particles
(including, for comparison, ethylcellulose latex spheres) has
been carried out, including infrared and NMR techniques.
The results demonstrate that the composite particles possess
the functional groups of the polymer. In addition, the specific
surface areas were found to be almost identical for the latex
and the compound spheres.

The magnetic characterization of the particles indicates that
the core/shell system has sufficient magnetic response, with a
magnetization saturation around one half that of pure iron.
The resulting particles are soft ferromagnetic materials, as

iron itself.



2. On the surface electric and magnetic properties of the particles:
* As desired, the polymer coating almost completely hides the
metal core, and the electrophoretic mobility of the composites
is very similar (particularly concerning its pH dependence) to

that of the latex.

*# The surface charge of iron (in fact, its surface oxide layer)
displays a positive surface charge at pH below 5, while the
polymer remains negative down to pH below 3. This provides
a pH interval where the electrostatic attraction between core
and polymer favors the coating.

# The surface thermodynamic analysis carried out (based on a
model of interfacial interactions distinguishing between
apolar or van der Waals, and polar or acid/base interfaces)
demonstrates clearly the changes undergone by iron cores
upon polymer coating. Specifically, the hydrophilic nature of
carbonyl iron shifts to hydrophobic after producing the

coating.

3. Concerning the application of the particles as drug vehicles:

# Using a validated spectrophotometric method, it has been
possible to evaluate the loading capacity of the
iron/ethylcellulose particles for two different drugs: the
antitumor agent S-fluorouracil, and the non-steroidal anti-
inflammatory drug diclofenac. The method is based on
determinations of the optical absorbance of solutions of the

drug in the UV range. From the concentration range where
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Beer’s law is found to be valid it was possible to extract the
molar absorption coefficient for the two active molecules.
Both drugs are better incorporated to the bulk of the particles
during their synthesis than by contact on already formed
particles (surface adsorption). Nevertheless, the surface
loading is not negligible, and, furthermore, a significant
contribution to the drug loading by the composite particles is
associated to the iron cores themselves. For this reason, the
loading is better for the core/shell than for the bare polymer
spheres.

Our vehicles demonstrate to be more efficient in 5-FU
incorporation than others reported in the literature. The
maximum loadings are about 100 pmol per gram of particles
in the case of 5-FU and 150 pumol/g when the active principle

1s diclofenac.

* [n vitro release experiments conducted on both drugs after

bulk loading typically show a biphasic process: the faster rate
occurs during the first few hours, and it is proposed that it
corresponds to surface desorption. A slower release rate (time
scale on the order of 20 hours) is associated to the diffusion
from the polymer coating and from the drug adsorbed on the
iron cores.

Interestingly, the latter fact leads to a more sustained release
in the case of the magnetic composites, making them even
more suited for the sought design of a practical magnetic

drug vehicle.
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