UNIVERSIDAD DE GRANADA

FACULTAD DE FARMACIA

Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica

Diseno de Nanosistemas Poliméricos
Sensibles a Estimulos Magnéticos para el
Tratamiento del Cancer

TESIS DOCTORAL

Gema l. Martinez Soler
Granada, abril 2011



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: Gema |. Martinez Soler

D.L.: GR 2736-2011

ISBN: 978-84-694-2956-3






Dna. M? Adolfina Ruiz Martinez, Profesora Titular del Departamento de
Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la Universidad de Granada, D. José Luis
Arias Mediano, Profesor Ayudante Doctor del Departamento de Farmacia y Tecnologia
Farmacéutica de la Universidad de Granada, y Dna. Visitacion Gallardo Lara,
Profesora Titular del Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la
Universidad de Granada.

CERTIFICAN:

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

DISENO DE NANOSISTEMAS POLIMERICOS SENSIBLES A ESTIMULOS
MAGNETICOS PARA TRATAMIENTO DEL CANCER

ha sido realizado en el Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica bajo
nuestra direccién, por la Licenciada de Grado Dha. Gema Inmaculada Martinez Soler,
y constituye su Tesis Doctoral.

Con esta fecha autorizamos su presentacion ante la Comision Asesora de

Doctorado de la Universidad de Granada.

Granada, 8 de marzo de 2011.

Fdo.: M2 Adolfina Ruiz Martinez.

Fdo.: Visitacion Gallardo Lara. La doctoranda,

Gema I. Martinez Soler.

Fdo.: José Luis Arias Mediano.






La ciencia, a pesar de sus progresos increibles, no puede ni
podra nunca explicarlo todo. Cada vez ganara nuevas zonas a
lo que hoy parece inexplicable. Pero las rayas fronterizas del
saber, por muy lejos que se eleven, tendran siempre delante
un infinito mundo de misterio.

Dr. Gregorio Marafion
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l. Introduccion

1.1. CANCER

1.1.1. Breve historia del Cancer (American Cancer Society, 2011).

El cancer es una enfermedad severa que ha sido descrita desde los albores de
los albores de la historia. Algunas de las primeras pruebas de cancer se encuentran
entre los tumores éseos fosiles, de momias humanas en el antiguo Egipto, y
manuscritos antiguos. Estos restos 6seos presentan crecimientos caracteristicos del
cancer de huesos, el osteosarcoma, y signos de destruccion 6sea en el craneo tipicos
del cancer de cabeza y cuello.

La descripciébn mas antigua de cancer (si bien no se utilizd esta palabra) fue
descubierta en Egipto y data del afio 1600 a. C. Se trata del Papiro de Edwin Smith, y
es una copia de una parte de un texto antiguo egipcio sobre cirugia del trauma. En él
se describe 8 casos de tumores o Ulceras de la mama que fueron tratados por
cauterizacién, con una herramienta llamada el simulacro de incendio. La escritura dice

acerca de la enfermedad que "no existe un tratamiento."

El origen de la palabra cancer se le atribuye al médico griego Hipécrates (460-
370 a.C.), considerado el "padre de la medicina". Hipdcrates utilizé los términos
carcinos y carcinoma para describir la formacion de tumores no ulcerosos y con
formacién de Ulcera. En griego, estas palabras proceden de la palabra cangrejo, muy
probablemente porque en la enfermedad la expansion de la zona afectada recuerda a
la forma de un cangrejo. EI médico romano, Celso (28-50 a.C.), posteriormente tradujo
el término griego a cancer, la palabra latina para el cangrejo. Galeno (130-200 d.C.),
otro médico romano, usé la palabra oncos (del griego, hinchazén) para describir los
tumores. Aunque la analogia del cangrejo de Hip6crates y Celso todavia se utiliza para
describir los tumores malignos, el término de Galeno se utiliza actualmente como parte

del nombre de especialistas en cancer (oncélogos).

Durante el Renacimiento, cientificos italianos lograron una mayor comprension
del cuerpo humano, cientificos como Galileo y Newton comenzaron a utilizar el método
cientifico, que mas tarde se utilizaria para estudiar las enfermedades. Las autopsias,
realizadas por Harvey (1628), permitieron entender el proceso de circulacion
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sanguinea en el organismo, hasta entonces desconocido. En 1761, Giovanni Morgagni
de Padua fue el primero en describir la realizacion de autopsias para relacionar la
enfermedad del paciente con los hallazgos patolégicos después de la muerte. Este
hecho sent6 las bases de la oncologia cientifica para el estudio del cancer. El famoso
cirujano escocés John Hunter (1728-1793) sugirié que algunos tipos de cancer pueden
ser curados mediante cirugia y describié cémo el cirujano puede decidir qué tipos de
cancer se podian operar, si el tumor no habia invadido los tejidos cercanos. Eran
"moviles”, dijo, "No hay inconveniente en retirarlo." Un siglo mas tarde, el desarrollo de
la anestesia permitié el florecimiento de la cirugia y operaciones de canceres clasicos

como la mastectomia.

En el siglo XIX nacié la oncologia cientifica, con el uso del microscopio 6ptico
en el estudio de los tejidos enfermos. Asi como Morgagni habia relacionado los
resultados de las autopsias con el curso clinico de la enfermedad, Rudolf Virchow,
considerado como el fundador de la patologia celular, sento las bases cientificas para
el estudio moderno del cancer mediante el estudio de la anatomia patolégica. Asi
pudieron comenzar a comprender mejor los dafios que produce el cancer y se

sentaron las bases para el desarrollo de la cirugia del cancer.

El mayor conocimiento de la biologia del cancer durante el siglo XIX, ha
conducido a un notable progreso en la prevencién del cancer, el diagnostico precoz y
el tratamiento. Los cientificos han aprendido mas sobre el cancer en las Ultimas
décadas en comparacién con los siglos anteriores. Las investigaciones sobre el cancer
contindan avanzando y, actualmente, podemos destacar como principales campos de
investigacion en la lucha contra el cancer: la terapia dirigida, la gendmica, la cirugia
robédtica y la nanotecnologia. La investigacién del cancer esta avanzando en tantos

frentes que es dificil elegir los que destacar.

En cuanto a las terapias dirigidas, a medida que méas se aprende acerca de la
biologia molecular del cancer, los investigadores tienen nuevas dianas farmacologicas
para sus novedosos farmacos. Podemos citar como ejemplo los anticuerpos
monoclonales, los oligodesoxinucle6tidos antisentido y el ARN interferente pequefio
(small interfering RNA). Un ejemplo de esto es una nueva clase de terapia dirigida
llamada inhibidores de la PARP [PARP es la abreviatura de las enzimas de polimerasa
poli-(ADP-ribosa)]. Las células cancerosas utilizan PARP para reparar dafios en el
ADN, incluyendo el dafio causado por la quimioterapia. Estudios recientes en el cancer
de mama han demostrado que el bloqueo de PARP puede hacer que las células
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cancerosas sean mas sensibles al tratamiento y promover la muerte celular (Tentori L
y Graziani G, 2005; Li Y y col. 1998).

La gendmica y la protedmica pretenden analizar los perfiles de expresion de
ARN permite a los cientificos determinar cientos o incluso miles de moléculas de ARN
de una sola vez. Saber qué proteinas o moléculas de ARN estan presentes en una
célula puede aportar mucha informacion sobre como se comportara la célula. En el
cancer, puede ayudar a distinguir los canceres mas agresivos de los menos agresivos
y, @ menudo, puede ayudar a predecir frente a qué medicamentos es probable que el
tumor responda. El estudio de la protedmica también se esta investigando como
método de diagnédstico del cancer. En la mayoria de los tipos de cancer, la deteccién
de una determinada proteina en la sangre no es muy Util para la deteccion precoz de
la enfermedad. Pero los investigadores tienen la esperanza de que el conocimiento de
que ciertas proteinas son anormalmente abundantes y otras son menos abundantes
puedan proporcionar informacion precisa y Gtil. Esta es un area apasionante de la
investigacion y los primeros resultados de los estudios realizados en el pulmén y el
cancer colorrectal han sido prometedores (Plaschke J y col. 2004, Xu AJ y col.2010).

El término cirugia robdtica se refiere a la manipulacion de instrumentos
quirurgicos por control remoto por los brazos del robot y otros dispositivos controlados
por un cirujano. Estos sistemas roboéticos se han utilizado para varios tipos de cirugia
de cancer, la prostatectomia radical es una de las aplicaciones de este tipo mas
comunes en cirugia oncolégica. Como la tecnologia mecanica y el equipo mejoran,
algunos investigadores esperan que los futuros sistemas sean capaces de eliminar los

tumores de forma mas completa y con menos trauma quirurgico.

Finalmente, la nanotecnologia es una novedosa técnica en la que a partir de
determinados materiales obtenemos particulas extremadamente pequefias que nos
permiten obtener imagenes para diagnostico muy exactas donde se muestra con
mayor precision la ubicacion de los tumores, asi como nuevas formas de
administracién de farmacos antitumorales mas especificos y eficaces a las células

cancerosas.
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1.1.2. ¢Qué es el Cancer? (Sociedad Espafiola contra el cancer, 2011)

Nuestro organismo esta constituido por un conjunto de células que se dividen
de forma regular con el fin de reemplazar a las ya envejecidas o muertas, y mantener
asi la integridad y el correcto funcionamiento de los distintos érganos. El proceso de
divisién de las células esta regulado por una serie de mecanismos de control que

indican a la célula cuando comenzar a dividirse y cuando permanecer estética.

Si se produce un dano celular que no puede ser reparado comienza un proceso
de autodestruccion celular que impide que el dafio sea heredado por las células
descendientes. Cuando estos mecanismos de control se alteran en una célula, ésta y
sus descendientes inician una division incontrolada, que con el tiempo dara lugar a un
masa tumoral. Cuando las células que constituyen dicho tumor no poseen la
capacidad de invadir y destruir otros érganos, hablamos de tumores benignos. Pero
cuando estas células ademas de crecer sin control sufren nuevas alteraciones y
adquieren la facultad de invadir tejidos y 6rganos de vecinos (infiltracion), y de
trasladarse y proliferar en otras partes del organismo (metastasis), hablamos de tumor
maligno o cancer. No todos los tipos canceres se caracterizan por la presencia de una
masa solida tumoral. En las leucemias las células alteradas crecen e invaden la
médula 6sea (tejido que se encarga de la formacion de las células de la sangre). Con
el tiempo, las células salen al exterior e invaden la sangre y otros 6rganos. La
evolucion de cada cancer esta sujeta a multiples factores que van a interactuar entre

si. Estos factores varian dependiendo tanto del tumor como del propio paciente.

Las principales caracteristicas de las células de un tumor maligno son:

1. Displasia: los mecanismos reguladores que mantienen el equilibrio de
las células son incapaces de controlar su divisién, produciendo un camulo de células.
Normalmente da lugar a un bulto o tumor.

2. Neoplasia: las células presentan variaciones en su forma, tamano y
funcion. Estas células dejan de actuar como deben y adquieren nuevas propiedades
que configuran el caracter maligno (cancer).

3. Capacidad de invasion: el cancer puede extenderse por el organismo,
utilizando para ello diferentes vias. Las mas comunes son:

La propagacion local. Las células tumorales invaden los tejidos vecinos,
infiltrandose en ellos. La propagacion a distancia. Ocurre cuando algin grupo de
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células malignas se desprende del tumor original donde se gener6 para trasladarse a
otros lugares del organismo. Fundamentalmente, se propagan por los vasos

sanguineos y linfaticos, para después desarrollar tumores malignos secundarios.

1.1.2.1. Tipos (Sociedad Espariola Contra el Céncer, 2011)

Para confirmar el diagnéstico de un cancer es preciso tomar una muestra del
tumor (biopsia). La malignidad de un tumor viene determinada por la agresividad de
sus células, que le confiere una mayor o menor capacidad de invasion. La valoracion
de la biopsia no sélo permite determinar si la lesiéon es un cancer o no, sino que,
ademas, permite conocer las células que la componen (estudio anatomopatolégico).
Este estudio permite etiquetar y saber cual o cuales son los tejidos y células de las que
proviene el tumor y cudles son las caracteristicas de las mismas. Estos factores son

fundamentales para determinar el tratamiento mas adecuado en cada caso.

Existen una serie de alteraciones tipicas benignas y/o premalignas de las

células cancerosas, en concreto:

J Hiperplasia: incremento en el nimero de células (se dividen mas rapido
de lo normal) de un tejido en un area especifica. El resultado es el agrandamiento del
o6rgano como por ejemplo la hiperplasia benigna de préstata o la aparicion de un
nodulo benigno.

o Metaplasia: sustitucién de un tipo de célula por otra de otra localizacion.
Con el tiempo puede aparecer una displasia sobre estas células cambiadas de lugar.

o Displasia: se trata de un desarrollo anormal del tejido, debido a un
crecimiento de células alteradas. Si se deja evolucionar sin tratamiento en algunos
casos la displasia puede evolucionar a un cancer, por tanto se trata de una lesion

premaligna o precancerosa.

Estas alteraciones pueden dar lugar a un cancer. Existen muchas
denominaciones de cancer segln su anatomia patologica, y no seria posible elaborar
un listado completo, con la clasificacion estricta, de todas las posibilidades. Algunos de

los términos aplicados a los tipos de cancer mas comunes son los siguientes:
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a) Carcinoma

Es el tumor maligno que se origina en la capa de células epiteliales que recubre
los érganos. Aproximadamente el 80% de los tumores cancerosos son carcinomas.
Algunas de estas células tienen diferentes caracteristicas y por tanto su nombre puede
ser algo distinto, destacando:

J Adenocarcinoma: céncer que se origina en el tejido glandular
(glandulas), por ejemplo en los conductos o lobulillos de la mama o en la prostata.

J Carcinoma de células escamosas o epidermoide: cancer que se origina
en las células no glandulares, por ejemplo es6fago, cuello de Utero, etc.

J Carcinoma de células basales: es el tipo de cancer de la piel mas
comun. Se origina en la capa mas profunda de la epidermis, llamada la capa de
células basales. Por lo general se origina en zonas corporales expuestas al Sol,
especialmente la cabeza y el cuello. El cancer de células basales crece lentamente y
es poco probable que se propague a partes distantes del cuerpo.

o Melanoma: tumor maligno que se origina en las células que producen la
coloracion de la piel (melanocitos). EI melanoma es casi siempre curable en sus

primeras etapas. Sin embargo, es probable que se propague a otras partes del cuerpo.

b) Sarcoma

Se trata de un tumor maligno que se origina en los tejidos conectivos, tales
como los cartilagos, la grasa, los musculos o los huesos. Dependiendo de la célula
que lo origina pueden recibir diferentes nombres, siendo los mas conocidos:

o Osteosarcoma: (osteo = hueso) sarcoma que deriva del hueso.

o Liposarcoma: (lipo = grasa) sarcoma que deriva de la grasa.

o Condrosarcoma: (condro = cartilago) sarcoma que deriva del cartilago.

J Angiosarcoma: (angio = Vaso) sarcoma que deriva de los vasos
sanguineos.
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c) Leucemia

Popularmente conocido como cancer de la sangre. Las personas con leucemia
presentan un aumento notable en los niveles de glébulos blancos o leucocitos. En las
leucemias no existe tumoracion, se afectan la sangre y la médula 6sea. Las leucemias
se pueden clasificar en funcién del tipo de célula alterada en:

o Leucemia mieloide, afecta a las células madre

. Leucemia linfoide, afecta a los glébulos blancos o leucitos

Asimismo, se clasifican segun el estado de maduracién de las células
leucémicas, pudiendo ser:

. Leucemias agudas: formada por células inmaduras.
. Leucemias cronicas: las células estan en el Ultimo paso de la
maduracion.

d) Linfoma

Se denomina asi al cancer del sistema linfatico. El sistema linfatico es una red
de ganglios y vasos finos que existe en todo el cuerpo, su funciéon es combatir las
infecciones. El linfoma afecta a un grupo de glébulos blancos llamados linfocitos.

Los dos principales tipos de linfomas son:

o Enfermedad de Hodgkin: se caracteriza por la proliferacion masiva de
células de Reed-Sternberg, linfocitos de mayor tamano y con mas de un nicleo

o Linfoma no Hodgkin: se caracterizan por sufrir un proceso de infiltracién
en los ganglios linfaticos, aumentando de tamano. Incluye diferentes tipos de linfomas
y se pueden dividir en dinamicos (de crecimiento rapido) e indolentes (de crecimiento
lento) y pueden estar formados por células B o células T.
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1.1.2.2. Origen (Sociedad Espafiola Contra el Cancer, 2001)

El cancer se origina cuando las células normales se transforman en
cancerigenas, es decir, adquieren la capacidad de multiplicarse descontroladamente e
invadir otros tejidos y érganos. Este proceso se denomina carcinogénesis. La primera
fase comienza cuando determinados agentes actuan sobre la célula alterando su
material genético mediante mutaciones. Una primera mutacién no es suficiente para
gue se genere un cancer, pero es el inicio del proceso. La condicién indispensable es
qgue la célula alterada sea capaz de dividirse. Como resultado, las células dafadas
comienzan a multiplicarse a una velocidad ligeramente superior a la normal,
transmitiendo a sus descendientes la mutacién. A esto se le llama fase de iniciacion
tumoral y las células involucradas en esta fase se llaman células iniciadas. La

alteracion producida es irreversible, pero insuficiente para desarrollar el cancer.

Si sobre las células iniciadas actuan de nuevo y de forma repetida los agentes
carcinégenos, la multiplicacion celular comienza a ser mas rapida y la probabilidad de
gue se produzcan nuevas mutaciones aumenta. A esto se le llama fase de promocion
y las células involucradas en esta fase se denominan células promocionadas.
Actualmente conocemos muchos factores que actuan sobre esta fase, como el tabaco,
la alimentacion inadecuada, el alcohol, etc. Las células iniciadas y promocionadas
sufren nuevas mutaciones. Cada vez se hacen mas anémalas en su crecimiento y
comportamiento. Adquieren la capacidad de invasion, tanto a nivel local infiltrando los
tejidos de alrededor, como a distancia, originando las metastasis. Esta es la fase de

progresion.

Para que el cancer se origine deben producirse de cuatro a seis mutaciones o
alteraciones genéticas celulares, por lo que todo apunta a que los factores de riesgo
deben estar en contacto con el organismo durante un considerable periodo de tiempo
(anos). Como resultado, se incrementa considerablemente el nimero de célulascon
alteraciones en forma, tamanoy funcién; las cuales también se caracterizan por su
capacidad de invadir otras partes del organismo. Esto también explicaria que el riesgo
de padecimiento de un cancer aumente con los anos. En algunos casos, muy pocos (5
- 7 %), las personas presentan una predisposicion genética al desarrollo de ciertos
tipos de canceres. Esto ocurre porque se heredan genes ya alterados. El resultado es
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que en estas personas la probabilidad de padecer cancer aumenta y el tiempo

necesario para su aparicién es menor que cuando no existe esta predisposicion.

Los habitos de vida son fundamentales en el desarrollo de enfermedades
como la obesidad, las enfermedades cardiacas y el cancer. Por ejemplo, fumar
aumenta las probabilidades de desarrollar cancer de pulmén, boca, eséfago, entre
otros; El consumo excesivo de alcohol también aumenta la probabilidad de que se
produzca un cancer de higado y estomago, por citar algun ejemplo.

El 75 - 80 % de los tipos de canceres se deben a la accidén de agentes externos
gue actuan sobre el organismo, causando alteraciones en las células. Sin embargo, la
persona puede modificar sus habitos, impidiendo que el organismo entre en contacto
con estos agentes, como por ejemplo, evitando el consumo de tabaco, reduciendo las
ingesta de alcohol, haciendo ejercicio fisico, etc. En el otro 20 - 25 % de los casos, no
se conocen con exactitud los mecanismos por los que se produce y desarrolla el
cancer. Se piensa que puede ser debido a mutaciones espontaneas de los genes o
por la accioén de algun factor externo que aun no se ha identificado. Actualmente es
uno de los principales areas de investigacion. A los agentes externos se les denomina
factores de riesgo 0 agentes carcinégenos. Son las sustancias que, en contacto con
un organismo, son capaces de generar en él enfermedades cancerosas. Su naturaleza

es variada, habiéndose descrito factores fisicos, quimicos y biolégicos.

La mayoria de los carcin6genos quimicos estan relacionados con actividades
industriales, por lo que gran parte de los tipos de canceres producidos son mas
frecuentes en los paises desarrollados. De los 7 millones de compuestos quimicos
conocidos, en unos 2.000 se ha descrito algun tipo de actividad carcinogénica y muy
pocos estan en contacto directa o indirectamente con el ser humano. Ademas,
independientemente de su composicion, la capacidad de una sustancia para producir
cancer va a depender de la dosis recibida y del tiempo de exposicion a la sustancia. El
amianto, arsénico, benceno, cadmio, mercurio, niquel, plomo, hidrocarburos clorados,

naftilamina, son algunos de los agentes con actividad carcinogénica mas usuales.

Entre los agentes fisicos destacan las radiaciones ionizantes (rayos X), las
radiaciones no ionizantes (rayos ultravioleta del Sol) y las radiaciones que emite la
propia corteza terrestre (radén). Otra fuente de agentes fisicos cancerigenos es la
generada por accidentes nucleares como es el caso de las fugas producidas en

centrales nucleares.
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En los ultimos afos los agentes biolégicos estan adquiriendo cada vez un
mayor protagonismo en la carcinogénesis humana. Hoy dia sabemos que el 18 % de
los canceres son atribuibles a infecciones persistentes provocadas por virus, bacterias
0 parasitos, entre los que destacan el virus del papiloma humano (cancer de cuello de
Utero), el virus de la hepatitis B (cancer de higado) y el helicobacter pylori (cancer de
estdbmago).

Tabla 1.1. Relaciona los tipos de canceres con posibles causas y formas de prevencion.

AGENTES
TIPO DE CANCER CARCINOGENOS PREVENCION
Céncer de piel Radiaciones ultravioleta Tomar adecuadamente el sol
Cancer de pulmon,
de rifion, Cromo, niquel, cobalto, Seguir medidas de seguridad
mesotelioma, de asbesto, plomo, arsénico en el trabajo
higado, de piel
Cancer de pulmén y Hidrocarburos aromaticos Evitar el consumo de tabaco y
testiculo policiclicos (humo de tabaco, seguir medidas
hollin, alquitran, petréleo...) de seguridad en el trabajo
Cancer de higado, Nitrosaminas Evitar el consumo excesivo de
estbmago ahumados y embutidos
Cancer de Virus del Papiloma Humano Evitar relaciones sexuales y
cuello de Gtero (VPH) vacunacion ( GRADASIL®)
Cumplir el calendario de
vacunacion y, para poblacion
Cancer de higado | Virus de la hepatitis B (VHB) de riesgo, utilizacién de
jeringuillas desechables y
preservativo
en las relaciones sexuales
Céancer de Helicobacter pylori (bacteria) Tratamiento antibiético y
estébmago vacunacion.

1.1.3. Abordaje farmacoldgico.

El tratamiento moderno del cancer incluye la cirugia, radioterapia,
quimioterapia, inmunoterapia y trasplante de medula 6sea, o combinaciones de estos.
Durante muchos anos, la cirugiafue la Unica estrategia disponible, en ocasiones tan
radical que tenia una alta morbi-mortalidad. Posteriormente, merced a los estudios de
los esposos Curie y de Roéntgen entre otros, la radioterapia se convirti6 en una
exitosa posibilidad, comenzando por las tradicionales agujas de Radium para tratar el
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cancer de cuello uterino. Las ultimas modalidades han sido posibles gracias a los
avances en la biologia molecular, en la inmunologia y en el conocimiento de las

diversas fases del ciclo celular y de la apoptosis.

Aunque en los comienzos se pretendia, por medio de devastadores
procedimientos quirdrgicos, eliminar hasta la ultima célula cancerosa, siempre se
pens6 que debia existir una posibilidad medicamentosa para lograr los mismos fines.
Una de las grandes limitaciones estribaba en la destruccion de las células sanas al
igual que las tumorales. El desarrollo de la radioterapia mostré que habia tumores
radiosensibles mientras que otros eran radiorresistentes. Se observd también que
habia tumores hormono-dependientes. La disponibilidad del trasplante medular 6seo
permitié la utilizaciéon de dosis antitumorales masivas de agentes quimioterapicos, con
la seguridad de que se podra volver a poner en su sitio la medula ésea sana que

existia en el paciente antes del tratamiento.

El tratamiento mediante farmacoterapia especifica de una patologia que no
dafie los tejidos sanos del paciente, evitando efectos sistémicos indeseables, fue el
objeto de la farmacologia del siglo XX. El término “quimioterapia” fue reacufiado por
Ehrlich al comenzar dicho siglo, pues ya habia sido utilizado en una tesis de 1785 en
Wittenberg. A este investigador alemén le llam6 mucho la atencién la especificidad de
un anticuerpo por el antigeno al que neutraliza, y como ese anticuerpo es letal para el
microorganismo pero no le hace dafno al resto de los tejidos del enfermo. Comparé
estos anticuerpos con “balas magicas” y penso6 que la naturaleza nos daba un ejemplo
para buscar agentes quimioterapicos tremendamente selectivos (concepto que se

plasmarian realmente en los anticuerpos monoclonales).

Si bien los agentes quimioterapicos clasicos fueron por mucho tiempo los
antibiodticos, poco a poco este término se volvié analogo a farmaco oncoldégico. La
historia de los quimioterapicos para el cancer se remonta a 1887, cuando se
descubrieron las propiedades vesicantes de la mostaza sulfurada y del azufre. La
accién vesicante de estos compuestos sobre la piel, 0jos, y tracto respiratorio que tuvo
un uso médico durante la primera guerra mundial, mostr6 que a todas luces estos
preparados tenian un efecto sistémico toxico caracterizado (Krumbhaar en 1919) por
leucopenia, aplasia de la medula 6sea, disolucion del tejido linfoide y ulceracién del
aparato digestivo

Como las mostazas nitrogenadas resultaron citotéxicas para el tejido linfoide,
Gilman y Goodman estudiaron su efecto sobre el linfoma trasplantado de ratones. En
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1942 realizaron los primeros estudios clinicos que dieron inicio a la quimioterapia. Por
otro lado, diferentes observaciones epidemiolégicas e investigaciones de laboratorio
originaron el concepto de agente “carcinbgeno”. Los nazis fueron lideres en
investigacion del cancer y los primeros en describir los efectos carcinogénicos del
tabaco. Una serie de restricciones impuestas a la guerra quimica, limit6é inicialmente
las investigaciones. Pero una vez levantadas dichas restricciones, numerosas
variantes de la estructura quimica béasica de las mostazas nitrogenadas se formularon.
Esto dio lugar a una serie de compuestos muy utilizados en la quimioterapia moderna,
como la ciclofosfamida, la mostaza nitrogenada como tal, el clorambucilo, la tiotepa, el
bisulfan, las nitrosoureas y el cisplatino, entre otros.

Farber descubridé en 1948 que analogos del acido félico, como el metotrexato, y
conocidos popularmente como “antifélicos”, producian remisiones importantes de la
leucemia, aunque estas eran temporales; el efecto inmunosupresor de los recién
descubiertos corticosteroides empezé a investigarse en el tratamiento de la leucemia,
y la apariciébn de la terapia de rescate con &cido folinico permitieron una mayor
supervivencia en estos pacientes gravemente enfermos, la mayoria nifos. El
metotrexato es hoy un farmaco antitumoral muy efectivo por ejemplo en el tratamiento
del coriocarcinoma, aunque también en el tratamiento de como la artritis reumatoide o
la psoriasis. Estos farmacos fueron agrupados bajo el nombre de antimetabolitos.
Dentro de este campo se encuentran también la cincuentenaria 6-mercaptopurina o el

primer quimioterapico para tumores sélidos, el 5-fluorouracilo.

Los carcinomas avanzados de mama y de préstata empezaron a beneficiarse
del uso de las hormonas sexuales. Los estrogenos se usaban para retardar el
crecimiento de los canceres prostaticos, mientras que los andrégenos se usaron en los
canceres de mama. Esta terapia se modernizé con los antagonistas androgénicos, los
moduladores de los receptores estrogénicos, y las gonadorrelinas de larga accion,
efectivas aunque costosas, por la alta tecnologia involucrada.

La naturaleza también fue la fuente de productos oncoldgicos. La medicina
“folclérica” habia sefialado a un mirto denominado Vinca rosea como una planta con
propiedades beneficiosas. Diversos investigadores cientificos describieron la actividad
antilinfocitica de alcaloides extraidos de esta planta, lo que dio lugar a la
comercializacion y utilizacion de la vinblastina y de la vincristina en linfomas vy
leucemias. Estos principios activos fueron utilizados generalmente en combinacién con
otros quimioterapicos en regimenes ampliamente estudiados que se denominan con

siglas como MOPP, CHOP, etc. Se estudiaron también enzimas como la L-
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asparaginasa, o antibidticos derivados de Streptomyces de cuya clase surgieron la

actinomicina D, la bleomicina o la doxorrubicina por nombrar algunos ejemplos.

Los inmunomoduladores han sido utilizados en otras indicaciones. El levamisol
por ejemplo, es un antiparasitario de uso comun en veterinaria y el BCG (Bacilo
Calmette Guerin) es una vacuna contra la tuberculosis. La invasion biolégica de los
virus hacia que los linfocitos segregaran unas sustancias que interferian con la
infeccion viral. En 1957 los investigadores de origen judio Isaacs y Leidenmann
describieron como interferones a estas glicoproteinas que todavia se utilizan en
leucemias, linfomas y tumores metastaticos de diferente origen. Otros productos
linfocitarios llamados interleucinas también son utilizados en la quimioterapia del

cancer.

Otro de los grandes adelantos en esta area es el de la disponibilidad de
productos biolégicos que combaten las citopenias, complicaciones que a menudo
obligaban a suspender la quimioterapia durante tiempos prolongados. La
eritropoyetina (para la anemia, en un principio para la asociada fallo renal) los factores
estimulantes de colonias de granulocitos o de macréfagos (para las leucopenias) y los
medicamentos que controlan la trombocitopenia, permiten al oncélogo continuar

utilizando dosis efectivas de antitumorales que son también potencialmente toxicos.

La nueva Ciencia de la Oncologia aglutind entonces a especialistas diversos
como radiélogos y hematélogos. Cada dia se dispone de nuevas sustancias contra
leucemias antes intratables, y por medio de anticuerpos monoclonales, por ejemplo, se
puede dirigir la quimioterapia a los blancos especificos donde se necesita que actue, lo
que disminuye notoriamente su toxicidad. Cientificos de Cambridge y Basilea (Milstein,
Kéhler y Jerne, Premio Nobel en medicina en 1984) fusionaron linfocitos B de ratones
productores de anticuerpos con células tumorales, dando lugar a los hibridomas,
antitumorales que combinan la especificidad monoclonal con la inmortalidad potencial

de las células tumorales.

En 1965 el Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos promovié u
programa de cribado de agentes oncolégicos para analizar su efectividad. El
perfeccionamiento de los trasplantes de medula 6sea autéloga le supuso el Premio
Nobel de 1990 al oncdélogo de Seattle E. Donnall Thomas. Estos transplantes fueron
utilizados inicialmente para el tratamiento de las leucemias, al final del siglo eran parte

integral de regimenes de quimioterapia para tratar la enfermedad de Hodking, el
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mieloma multiple, los neuroblastomas, el cancer testicular y algunos tipos de cancer de

mama.

El tratamiento de este ultimo tipo de tumores ha evolucionado notablemente
desde 1950. Por ejemplo, las cirugias radicales fueron reemplazadas por las
modificadas, o las tumorectomias con linfadenectomia axilar més radioterapia y
quimioterapia auxiliar, potenciando el efecto estos tratamientos. Estudios realizados en
Norteamérica mostraron la utilidad de estas combinaciones y una de las mas usadas
hoy, el CMF (ciclofosfamida, metotrexato y 5- fluorouracilo) fue desarrollada en 1976
por el Instituto Nazionale di Tumori de Milan. La investigacion en farmacologia
oncolégica es hoy por ejemplo uno de los campos mas beneficiados con la Ley de los
Medicamentos Huérfanos [reglamento CE 141/2000 Agencia Europea del
Medicamento (EMEA)].

El pronéstico y tratamiento del céncer han mejorado gracias a estos
descubrimientos y a un diagndstico precoz, al igual que al desarrollo de camparnas
preventivas como la antitabaquica, la de proteccién de los rayos solares, seguridad

industrial, dietas y la concienzacion masiva sobre esta problematica.

1.1.3.1. Tipos de Farmacos Antitumorales

Los farmacos antitumorales son aquellos que se utilizan para el tratamiento,
tanto curativo como paliativo, de los procesos tumorales. Se pueden utilizar solos o en
regimenes poligiuimioterapicos, 0 como coadyuvantes de la cirugia o radioterapia. Se
calsifican principalmente en: (Rubin, 2003).

J Agentes alquilantes
a) Mostazas Nitrogenadas: ciclofosfamida, ifosfamida, clorambucil,
melfalan, bisulfan, treosulfan.
b) Nitrosoureas: carmustina, lomustina, estramustina, estreptozotocina.

c) Ofros: clormetina, tiotepa.
. Antibiéticos antitumorales: Antraciclinas: daunorubicina, doxorrubicina,
idarubicina, mitoxantrone, bleomicina, mitomicina, actinomicina D, hidroxiurea,

procarbazina, dacarbazina
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J Antimetabolitos
a) Antagonistas del &cido folico: Metrotexato

b) Andlogos de las purinas: mercaptopurina, tioguanina, fludarabina,
cladribine, pentostatin

¢) Andlogo de las pirimidinas: 5-fluoruracilo, gemcitabina, capecitabina,
citosina arabinosido

. Inhibidores de los microtubulos
a) Alcaloides de la Vinca: vinblastina, vincristina, vindesina, Vinorelbina
b) Derivados del Podofilo: etoposido, teniposido
o Inhibidores de la topoisomerasa
a) Derivados del taxano: docetaxel, paclitaxel
b) Otros: irinotecan y topotecan
J Enzimas
a) Asparaginasa (Crisantaspasa)
o Hormonas y antagonistas hormonales
b) Esteroides: glucocorticoides
c) Estrégenos: fosfestrol, dietilestilbestrol, etinilestradiol
d) Progestagenos: medroxiprogesterona,megestrol
e) Androgenos noretisterona

f) Analogos de los factores liberadores de gonadotropinas: goserelina,

buserelina
g) Antiestrogenos: tamoxifeno, formestano
h) Antiandrogenos: flutamida, bicalutamida, Ciproterona

i) Antiprogestagenos: letrozol,anastrozol
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j) Antiadrenocorticoides: aminoglutetimida, trilostano, formestano,

mitotano.
J Sales de Platino: carboplatino, cisplatino, oxaliplatino
J Anticuerpos monoclonales: nimotuzumab, rituximab, trastuzumab
o Modificadores de las respuestas bioldgicas

a) Inmunomoduladores: interleucina, aldesleucina, tretinoina, BCG

b) Interferones alfa, beta y gamma.

. Otros: amsacrina, beraxoteno, bortezomib, cetuximab, temozolomida,

porfimer , temoporfin y altretamina

A continuacion describimos los principales grupos de farmacos antitumorales:

a) Antimetabolitos

Son anélogos estructurales de metabolitos celulares (falsos sustratos),
disminuyen la biodisponibilidad normal de los precursores de los nucle6tidos de purina
o pirimidina, interfiriendo en la sintesis de ARN y ADN. Son especificos de la fase S
del ciclo celular.

Algunos de los farmacos mas caracteristicos dentro de este grupo son:

El metotrexato, anélogo del acido fdlico, inhibe la dihidrofolato reductasa. Entre
sus efectos adversos especificos estan la nefrotoxicidad a dosis altas, toxicidad
pulmonar en nifos, fibrosis hepatica y neurotoxicidad tras la administracién intratecal.
Su espectro antitumoral es amplio, se emplea en el tratamiento de linfomas (leucemia
linfocitica aguda) y en carcinomas de diversos tipos (mama, cabeza y cuello , pulmén
de células pequenas).

El 5- Fluorouracilo, anélogo de las pirimidinas, se convierte en un nucleétido
fraudulento (5-FAUMP), que interactla con la timidilato sintetasa, originando deplecion
de d-TMP, necesario para la sintesis de ADN y el crecimiento celular. Ademas puede
interferir con el procesamiento del ARN. Entre sus efectos adversos estan la
neurotoxicidad y alteraciones de la consciencia a dosis altas. Su efectividad se
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incrementa si se administra previamente metotrexato. Esta indicado principalmente en

adenocarcinomas del tubo digestivo (colon y pancreas) y adenocarcinoma de mama.

El Arabindsido de citosina (citarabina o Ara-C), analogo natural de la 2'-
desoxicitidina que se transforma intracelularmente en ara-CTP, el cual inhibe
competitivamente la ADN-polimerasa e inhibe la elongacion de DNA. Se degrada a
nivel gastrointestinal, por lo que se administra via intravenosa o intratecal. Es un
potente mielosupresor. Indicado principalmente en el tratamiento de la leucemia
linfocitica aguda, leucemia mielocitica aguda y crénica, enfermedad de Hodgkin, entre
otros.

El 6- Mercaptopurina, analogo de la hipoxantina, actia como nucleétido
fraudulento T-IMP, especifica de la fase S del ciclo de division celular. Inhibe la
sintesis "de novo" de purinas, inhibe la sintesis de AMP y XMP, y puede incorporarse
al ARN y ADN. Indicado para las leucemias agudas.

b) Antibiéticos

Son antibiéticos citotéxicos que actuan sobre el ADN o el ARN inhibiendo su
duplicacién o transcripcién. En este grupo se encuentra la actinomicina D, capaz de
unirse a la doble hélice del ADN impidiendo la transcripcion, ademas, produce roturas
de DNA, por su accién sobre la topoisomerasa Il. Es muy potente y produce una
importante mielosupresion, se utilizada como un componente de varios regimenes
quimioterapéuticos en conjunto con la cirugia, con la radioterapia o con ambas en el
tratamiento de las formas localizadas o metastdsicas de tumor de Wilms
(nefroblastoma), rabdomiosarcoma, sarcoma de Ewing en nifios, sarcoma osteogénico
y sarcoma de Kaposi, carcinoma de testiculo y utero.

Dentro de este grupo también estan las antraciclinas, antibiéticos que producen
rotura del DNA por generacién de radicales libres o por su accion sobre la
topoisomerasa Il. Su utilidad clinica queda limitada por la cardiotoxicidad (irreversible)
que producen. Sus principales representantes son la doxorrubicina y daunorrubicina y
son amplio espectro antitumoral estan indicados en leucemia linfoblastica, leucemia
miloblastica aguda, tumor de Wilms, neuroblastoma, sarcoma de partes blandas, y
sarcoma 0seo, carcionoma de ovarico, carcinoma transicional de vejiga, carcinoma de
la gldndula tiroides, carcinoma gastrico, enfermedad de Hodgkin, linfoma maligno y

carcinoma broncogénico de células pequenas.
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También, destacar en este grupo las bleomicinas, éstas se unen a las hebras
de ADN, generando radicales libres que producen su rotura de manera especifica. La
susceptibilidad a la bleomicina es maxima en fase G2 o mitosis, pero también actua en
la fase G1. Origina una importante toxicidad cutdnea y toxicidad pulmonar. Eficaz

frente a tumores de células germinativas de testiculos y ovarios.

c) Agentes alquilantes

Su accidn citotoxica se debe a la formacion de enlaces covalentes entre sus
grupos alquilo y grupos nucleofilicos del ADN, impidiendo su replicacion. También
pueden reaccionar con los grupos fosfato y alquilar bases del ARN.
La toxicidad comun més frecuente es la mielodepresion vy alteraciones
gastrointestinales. Son teratégenas y carcindgenas. Producen toxicidad pulmonar en
forma de fibrosis (especialmente las nitrosoureas) y gastrointestinal.

Entre los agentes alquilantes estan las mostazas nitrogenadas y dentro de este
grupo destacan: mecloretamina, ciclofosfamida e ifosfamida, estramustina, melfalan.
Sirven para tratar la enfermedad de Hodgkin, linfomas, leucemias crénicas y algunos
carcinomas de pulmén, mama, prostata y ovario. La ciclofosfamida es el mas utilizado.
Es un profarmaco que se metaboliza por el citocromo P450 a fosforamida (molécula
citotoxica) y acroleina (molécula toxica que origina cistitis hemorragica). Tiene
importantes efectos sobre los linfocitos, y puede administrarse via oral.

Nitrosoureas son similares a los agentes alquilantes, y trabajan inhibiendo los
cambios necesarios para la reparacion de DNA. Un rasgo muy importante es que son
liposolubles y pueden atravesar la barrera hematoencefalica, hecho que les hace muy
utiles en el tratamiento de los tumores cerebrales. También producen un importante
efecto acumulativo depresor de la médula 6sea, pueden servir para tratar linfomas y
melanomas. Las nitrosoureas son administradas por via oral o intravenosa. Ejemplos

de farmacos en esta clase son: carmustina y lomustina.

d) Inhibidores de los microtubulos

En este apartado diferenciamos dos grupos:
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Los alcaloides de la vinca: vincristina y vinblastina son dos alcaloides de la
vinca rosea, vindesina y vinorelbina son analogos semisintéticos. Los alcaloides
penetran en la célula a través de un sistema transportador, dentro de ella
interaccionan con la tubulina, proteina que forma los microtubulos del huso acromatico
en la mitosis, mediante asociacion especifica con los dimeros proteicos impidiendo su
polimerizacién para formar los microtubulos. Detienen la mitosis en metafase, por lo
que se detiene la division celular. Son relativamente poco tdxicos sobre la médula
Osea, y vincristina es neurotéxico. Entre sus indicaciones principales estan los
canceres de pulmén, mama, colon y testiculo, tumores de Wilms, rabdomiosarcoma,

leucemia linfocitica aguad, enfermedad de Hodgkin, entre otros.

Los taxanos, su mecanismo de accién difiere del de los alcaloides del vinca
aunque ambos tipos de farmacos se fijan a la tubulina. Estos se unen de manera
reversible a la subunidad de la tubulina, favoreciendo la polimerizacion en
microtubulos estables pero poco funcionales, deteniéndose la division celular. Los
principOales taxanos son el placitaxel y el docetaxel, ambos producen efectos toxicos
sobre la médula ésea, lo que puede originar leucopenia o neutropenia. Son activos
sobre tumores sélidos de mama, ovario, pulmén, cabeza y cuello, cancer de préstata

hormonarrefractario y gastrico metastatico.

e) Inhibidores de las topoisomerasas

Las topoisomerasas del ADN son enzimas nucleares que controlan, mantienen
y modifican las estructuras y la topologia del ADN durante los procesos de replicacion
y traslacién del material genético. Los farmacos anticancerosos que ejercen su accion
a este nivel estimulan y estabilizan los complejos ADN-enzima provocando la escision
mantenida de la cadena de ADN y la pérdida de su funcion.

Son inhibidores de la topoisomerasa | el irinotecan y el topotecan. La reaccion
adversa mas limitante es la leucopenia. Son inhibidores de la topoisomerasa Il
el etopdsido y el tenipdsido, glucédsidos semisintéticos de la podofilotoxina, extraida del
Podophylum peltatum, actdan impidiendo de forma irreversible la ruptura de la doble
cadena de DNA, deteniéndose el ciclo celular en el final de la fase S-G2. Estos
farmacos se incluyen como un componente importante de regimenes curativos de
cancer de células germinales, también se utilizan para el tratamiento del cancer de
pulmén microcitico y no microcitico, y en el cancer gastrico, linfomas y sarcomas
pediatricos.
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f) Hormonas esteroideas y sus antagonistas

El tratamiento hormonal del cancer se basa en el hecho de que las células
tumorales conservan, al menos en parte, la memoria biolégica de las células de los
tejidos normales de los que provienen. A grandes rasgos, este tratamiento puede
consistir en supresién hormonal adicién hormonal o utilizacién de las hormonas como
potenciadores de otras terapéuticas; las dos primeras modalidades son las que se

utilizan mas frecuentemente.

Los tumores que son sensibles a un tratamiento con hormonas esteroideas
pueden ser tumores que responden al tratamiento con hormonas: tras el tratamiento
con una hormona especifica, el tumor puede regresar; o dependiente de hormonas, de
tal manera que la eliminacion del estimulo hormonal puede originar la regresion del

tumor.

Destacamos:

Los estrégenos, los mas utilizados son etinilestradiol y dietilestilbestrol Se
utilizan para el tratamiento del cancer de préstata por su capacidad para inhibir el
crecimiento del tejido prostatico y en el cacer de mama, por su capacidad de inhibir la
sintesis de prolactina.

Los andrégenos son utilizados preferentemente en el carcinoma de mama,
aunque también se los ha utilizado en el tratamiento del céncer renal y en las
pancitopenias producidas por farmacos citostaticos. Los mas utilizados son el
propionato de testosterona y el fenilpropionato de nandrolona.

Los prgestagenos La utilizacion de progestagenos, solos o asociados a otras
hormonas, ha tenido gran importancia en la terapéutica del cancer. Por un lado
actuarian a nivel celular, y por otro como controladores de otras hormonas. A nivel
celular se ha comprobado que son capaces de inhibir la sintesis de DNA y RNA 'y por

tanto la mitosis.

La aminoglutetimida, inhibe la sintesis de cortisol por bloquear la conversion
de colesterol en pregnenolona; también inhibe la aromatasa responsable de la sintesis
de estrogeno a partir de androstenodiona, se usa para tratar el cancer metastasico de

mama; también puede usarse como preventivo.
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Leuprolida y goserelina son analogos de la hormona liberadora de
gonadotropinas, por lo que inhiben la LH (hormona luteinizante) y la FSH (hormona
foliculo estimulante), y subsecuentemente la sintesis de andrégenos y estrégenos. Se
usan para el tratamiento del cancer prostatico y de mama. Flutamida es un

antiandrégeno que se usa para el tratamiento del cancer de prostata.

Los antiestrogenos suprimen los efectos promotores del crecimiento de los
estrogenos. Se utiliza para el tratamiento del cAncer de mama estrogeno-dependiente.

También puede usarse de forma preventiva. EI mas representativo es el tamoxifeno.

Y los corticoides, principalmente la prednisona, prednisolona y 6-
metilprednisolona. Actuan inhibiendo la proliferacion leucocitaria, por 1o que se usan
para tratar leucemias y linfomas.

g) Sales de platino

El cisplatino es el mas representativo de este grupo, es un compuesto
inorganico cis-diaminodicloroplatino en el que el platino se encuentra en estado de
oxidacién +2. Actua preferentmente sobre las bases del ADN, en particular con el
nitrbgeno en posicion 7 de la guanina debido a su gran nucleofilia. Ademas, se
comporta como un agente bifuncional produciendo enlaces cruzados entre las dos
hebras del ADN. Produce de manera importante vomitos y nefrotoxicidad, sus
derivados son el carboplatino y el oxaliplatino que mejoran su toxicidad. Indicados en
régimen de monoterapia o como parte de una quimioterapia existente para tumores
avanzados o metastasicos: carcinoma testicular, carcinoma de ovario, epitelioma de

células escamosas de cabeza y cuello, cancer do de vejiga, carcinoma de pulmon.

h) Enzimas

La L-Asparraginasa enzima que hidroliza la asparragina, por lo que se priva a
las células tumorales de este nutriente, que ellas no pueden sintetizar y que necesario
para la sintesis de proteinas. En esto reside su efecto citotéxico.
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1.1.3.2. Metotrexato

El metotrexato o ametopterina tiene su origen en la década de 1940 cuando el
Dr. Sidney Farber del Hospital Infantil de Boston (E.E.U.U) estudiaba el efecto del
acido folico en la leucemia aguda infantil. Este médico pidi6 al Dr. Subbarao, cuyo
equipo habia conseguido sintentizar por primera vez en 1946 acido folico, que creara
un anti-folato. El medicamento (metotrexato) fue administrado a un grupo de nifios
enfermos de leucemia, comprobandose su efecto beneficioso, por o que se considera

que el metotrexato marco el comienzo de la quimioterapia en oncologia.

El metotrexato es un antimetabolito de la familia de los folatos. Esta molécula
es un analogo de la aminopterina, producto que también deriva del acido félico. Fue
utilizado inicialmente, en 1948 en el tratamiento de la leucemia linfocitica infantil, y
desde entonces, ha sido empleado contra numerosas enfermedades malignas,
incluyendo osteosarcomas, linfoma no de Hodgkin, enfermedad de Hodgkin, linfoma
cutaneo de células T (micosis fungoides) y canceres de cabeza y de cuello. El
metotrexato es uno de los pocos farmacos que puede ser administrado intratecalmente
y actuando en los casos de metéstasis que afectan el sistema nervioso central. El
metotrexato también posee efectos inmunosupresores y es utilizado en el tratamiento
de la artritis reumatoide, en la prevencion de rechazo tras transplantes y en otras
enfermedades autoinmunes como la psoriasis (Floréz, 2004).

a) Indicaciones

Se ha mostrado muy eficaz, «curativo», en el tratamiento de la enfermedad
trofoblastica. Forma parte de la mayoria de los esquemas de tratamiento de casi todos
los tumores sélidos (ORL (otorrinos), mama, ovario, testiculo, pulmén,etc.). La
utilizacion de dosis altas parece haber modificado el pronéstico del sarcoma
osteogénico. Es sumamente eficaz en el tratamiento de la leucemia aguda infantil y
también se ha mostrado util en el tratamiento de la micosis fungoide y en los linfomas
no-Hodgkin (Rubin, 2003).

24~
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b) Estructura quimica.

HoN N N
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= w"f 0
NH? -Iff;h

OH

Figura 1.1. Estructura quimica del metotrexato (CooH2oNgOs).
Férmula quimica IUPAC: (2S) -2 - [[4 - [(2,4-diaminopteridin-6-il)]] metilamino metil-benzoil

amino] acido pentenodioico.

¢) Mecanismo de accion (Morales, 2006)

El metotrexato inhibe competitivamente la dihidrofolato-reductasa, enzima
responsable de convertir el acido félico a tetrahidrofolato, el cofactor necesario para la
transferencia de un carbono en muchas reacciones metabdlicas. Algunas de estas
reacciones afectan la proliferacion celular, incluyendo la sintesis de acido timidilico y
de los precursores nucle6tidos del ADN y ARN. La inhibicion de la timidilato-sintasa es,
quizés, el efecto mas importante del metotrexato resultando en una inhibicion de la
sintesis del ADN. Los efectos inhibidores del metotrexato dependen de sus
concentraciones intracelulares, y los tejidos con mayor metabolismo celular y
crecimiento mas rapido son los mas afectados. Entre estos, se encuentran los tejidos
neoplasicos, los foliculos capilares, las células epiteliales del tracto digestivo y las
células de la médula ésea. El metotrexato inhibe la proliferacién celular en la fase S
del ciclo celular. En dosis altas (> 30 mg/m?) el metotrexato inhibe las células en la
fase Sy ralentiza el paso desde G1 a S.

.25.
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El metotrexato también puede inhibir la sintesis de proteinas debido a la
disminucién en la concentracién de folato. Parece ser que éste es el mecanismo por el
cual las dosis altas de metotrexato detienen las células en la fase G1. Un factor critico
sobre los efectos citotdxicos del metotrexato es la duracion de la exposicién al mismo.
Una exposicion prolongada, incluso a dosis bajas, puede producir citotoxicidad y
toxicidad significativas. El metotrexato penetra en las células utilizando dos sistemas
de transporte. El primero utiliza un transportador de folato reducido que muestra una
alta afinidad hacia el metotrexato y a los folatos reducidos. El segundo sistema de
transporte consiste en un proceso de difusién pasiva. Este Ultimo mecanismo no
reviste gran importancia a menos que el metotrexato se administre en dosis muy altas

(concentraciones séricas > 100 mM).

Una vez en el interior de la célula, el metotrexato experimenta la polimerizacion
de la cadena lateral de acido glutamico para formar el poliglutamato de metotrexato
(PG-MTX). Tanto el metotrexato como su derivado poliglutamico inhiben la
dihidrofolato-reductasa. Sin embargo, el mayor tamano del PG-MTX le hace resistir
mejor el transporte hacia el exterior, mecanismo por el que las células eliminan los
productos téxicos. La formacién del complejo PG-MTX se lleva a cabo con mayor
facilidad en células tumorales que en células sanas, lo que explica la relativa
selectividad del farmaco hacia las células tumorales. Esta formacién depende tanto de
la concentracién intracelular del farmaco, como de la duracion de la exposicion. A
pesar de su toxicidad, la administracién de dosis elevadas de metotrexato pretende
originar grandes concentraciones extracelulares como medio para evitar la aparicion
de resistencias en las células tumorales relacionadas con los cambios en los sistemas
de transporte de membrana. La resistencia de las células tumorales al metotrexato se

desarrolla principalmente mediante uno o mas de los siguientes mecanismos:

. Disminucién de la entrada del farmaco en la célula

. Reduccion de la unién del metotrexato a la dihidrofolato-reductada o

J Aumento de la concentracién o actividad de la dihidrofolato-reductasa
. Disminucién de la formacion del PG-MTX, lo que supone desarrollo de

resistencias incluso a grandes dosis del farmaco

Los dos primeros mecanismos son los usualmente involucrados en el
desarrollo de resistencia al metotrexato. La disminucién de la formacion del PG-MTX
sélo tiene lugar cuando las exposiciones de la célula al antitumoral son cortas (< 24

horas). Los blastos de la leucemia mielocitica son intrinsecamente resistentes al
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metotrexato. Se cree que esta resistencia se debe a que estas células retienen menos

tiempo el metotrexato al ser mas reducida la poliglutamacion.

El metotrexato posee igualmente propiedades inmunosupresoras y también
puede mostrar propiedades anti-inflamatorias. En dosis bajas, el metotrexato inhibe la
proliferacion y funcionalidad de los linfocitos T y B, siendo capaz de suprimir la
liberacién de interleucina-1, interferén gamma, el factor de necrosis tumoral y otras
citocinas que intervienen en la funcién de los neutréfilos. Asi, en la psoriasis, la
produccion de células epiteliales que esta aumentada en relacién con la piel normal es
reducida por el metotrexato.

d) Reacciones adversas

En general, la incidencia y la gravedad de las reacciones adversas producidas
por el metotrexato son dependientes de las dosis y de la frecuencia de la

administracion.

Las reacciones adversas que se observan con mayor frecuencia son la
estomatitis ulcerativa, nauseas, vémitos y molestias abdominales. Las nauseas y
vémitos empeoran con dosis altas y requieren una premedicacion con antagonistas de
la serotonina y corticosteroides. Aproximadamente el 10% de los pacientes con
psoriasis 0 artritis reumatoide tratados con metotrexato experimentan este tipo de
reacciones adversas. La estomatitis es también muy frecuente cuando se emplean
dosis elevadas de metotrexato, apareciendo los primeros sintomas aparecen a los 3 -
5 dias del comienzo del tratamiento. La estomatitis se presenta en un 20 % de los
pacientes con cancer tratados con metotrexato, pudiendo ser minimizada si se
administran dosis adecuadas de leucovorina. Otros efectos secundarios
gastrointestinales incluyen gingivitis, glositis, faringitis, anorexia, diarrea, hematemesis,
sangrado gastrointestinal, perforacién gastrointestinal, enteritis, y pancreatitis. En el
caso de vomitos y diarrea intensos puede producirse una deshidratacion. Las
reacciones adversas digestivas pueden ser el factor limitante de las dosis a utilizar en

un tratamiento oncoldgico.

Después de un tratamiento con metotrexato y dependiendo de la dosis y pauta
de tratamiento se produce rapidamente una supresion de la médula 6sea. El
metotrexato puede suprimir la hematopoyesis produciendo anemia, leucopenia,
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neutropenia, pancitopenia o trombocitopenia. La funcién hematologica debe ser
monitorizada durante un tratamiento con metotrexato, debiendo garantizar que esta se
recupere antes de iniciar un nuevo tratamiento. La administracion previa de
leucovorina minimiza la supresion medular. Ademas, la mielotoxicidad puede ser
mayor en pacientes con alteraciones de la funcion renal. Raras veces se han sefalado

casos de hipogammaglobulinemia después de un tratamiento con metotrexato.

El metotrexato puede causar una elevacion de las enzimas hepaticas y
hepatotoxicidad manifestada por fibrosis portal y cirrosis. Estos incrementos suelen ser
pasajeros y asintomaticos y no son predictores de una enfermedad hepatica
subsiguiente. Sin embargo, el uso prolongado de metotrexato puede conducir a una
hepatotoxicidad crénica, potencialmente fatal. Como las pruebas de la funcion
hepatica pueden ser normales durante un tratamiento prolongado con metotrexato
independientemente de que se esté desarrollando una fibrosis o cirrosis, se
recomiendan llevar a cabo periédicamente biopsias hepaticas.

En los pacientes con enfermedades neoplasicas tratados con > 1 g/m2 de
metotrexato puede desarrollarse una hepatitis quimica, si bien esta reaccion adversa
no es frecuente. Igualmente, en estos pacientes pueden desarrollar enfermedades
oportunistas graves. La neumonia por Pneumocystis carinii es la infeccibn mas
frecuente. También se han comunicado otras infecciones bacterianas, fungicas y
viricas, cuya gravedad aumenta a medida que es mayor la mielosupresiéon del
paciente.

Se ha observado ocasionalmente un sindrome neurolégico similar al sindrome
neurolégico maligno en algunos pacientes tratados con dosis elevadas de metotrexato.
Las manifestaciones de una encefalopatia pueden ser confusion, hemiparesia,
convulsiones y coma. Se han comunicado serios efectos neurotdxicos manifestados
por convulsiones focales o generalizadas en nifios con leucemia linfoblastica aguda
tratados con 1 g/m2 de metotrexato. La retirada del farmaco no siempre resulta en una

recuperacion total.

Con dosis bajas de metotrexato se han descrito ocasionalmente episodios de
disfuncion cognitiva, alteraciones del estado de animo, leucoencefalopatias y
encefalopatias. La leucoencefalopatia crénica se produce sobre todo en pacientes que
recibieron 2 o 3 tratamientos con metotrexato sistémico, metotrexato intratecal y
craneal. Para el tratamiento de la leucoencefalopatia inducida por el metotrexato se

utilizan altas dosis de leucovorina o teofilina Puede ocurrir una leucoencefalopatia
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desmielinizante necrotizante meses o afnos después de una terapia con metotrexato.
Esta enfermedad se caracteriza por un deterioro neurolégico progresivo que puede
llegar a ser fatal.

La administracion intratecal de metotrexato puede producir sintomas de
neurotoxicidad que se manifiestan como cefaleas, dolor de espalda, rigidez de la nuca
y fiebre. La reaccion adversa mas usual es una aracnoiditis quimica y se encuentra
probablemente relacionada con las concentraciones tan altas que alcanza el

metotrexato en el liquido cefalorraquideo.

Se han descrito neumonitis intersticiales que pueden llegar a ser fatales y
enfermedad pulmonar intersticial obstructiva durante el tratamiento con metotrexato.
La aparicién de sintomas pulmonares como tos seca no productiva o neumonitis
inespecifica, puede ser indicativa del desarrollo de una fibrosis que requiere la
interrupcién del tratamiento. El paciente con enfermedades pulmonares inducidas por
el metotrexato usualmente se presenta con fiebre, tos, disnea, hipoxemia e infiltrados
pulmonares visibles en las radiografias. Estas lesiones pueden producirse en cualquier

momento y con dosis tan bajas como 7.5 mg/semana.

La toxicidad renal asociada al metotrexato incluye azoemia, cistitis, hematuria e
insuficiencia renal. Estos efectos suelen ir asociados a dosis mas altas de metotrexato.
La nefrotoxicidad es debida primariamente a la precipitacién del metotrexato o del 7-
hidroximetotrexato en los tbulos renales produciendo cristaluria y obstruccion tubular.
Por este motivo, durante los tratamientos con dosis medias y altas de metotrexato, se
recomienda alcalinizar la orina con bicarbonato oral o parenteral asi como mantener
una buena hidratacion del paciente que permita mantener una excreciéon de orina
superior a 100 mL/hora. La nefrotoxicidad inducida por el metotrexato puede, a su vez,
prolongar los niveles séricos del farmaco con las correspondientes reacciones
adversas, en particular estomatitis y mielosupresion. Es esencial monitorizar la funcion
renal, incluyendo los niveles de creatinina sérica, el estado de hidratacion, la

alcalinizacion de la orina y los niveles séricos de metotrexato

Se han descrito ocasionalmente reacciones adversas dermatologicas graves,
incluyendo necrosis epidérmica toxica, sindrome de Stevens-Johnson, dermatitis
exfoliativa, necrosis de piel y eritema multiforme en pacientes tratados con metotrexato
por via intravenosa, intramuscular, intratecal y oral, tanto en adultos como en nifos.
Otras reacciones adversas hematologicas son rash eritematoso, prurito, urticaria,

alopecia, fotosensibilidad, equimosis, telangiectasia, acné vy forunculosis. Los
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pacientes tratados con metotrexato deben evitar la exposiciébn al sol y deben
protegerse con filtros solares de elevado factor de protecciéon durante al menos 15 dias

después de una administracion

El metotrexato puede ocasionar una pequena supresion gonadal representada
por una oogénesis defectuosa, inhibicion de la espermatogénesis, oligospermia
transitoria, disfuncion menstrual, amenorrea, flujo vaginal, ginecomastia e infertilidad.
Las alteraciones de la espermatogénesis suelen ser leves vy transitorias,
desapareciendo en unas pocas semanas después de discontinuar el farmaco. La
amenorrea no es muy frecuente entre las mujeres, incluso después de dosis altas. La
amenorrea esta relacionada con la edad de las mujeres y las que tienen mas de 40
anos, suelen experimentar la menopausia en el afo siguiente al tratamiento con
metotrexato. Son muy raras las ocasiones en las que se ha comunicado impotencia o
pérdida de la libido.

Aproximadamente el 25 % de los pacientes tratados con metotrexato se
desarrolla una irritacion ocular con conjuntivitis y deterioro de la vision. Esta reaccion
adversa comienza a la semana de iniciarse el tratamiento y desaparece una semana
después de interrumpir el tratamiento. En los pacientes tratados con dosis bajas de
metotrexato puede desarrollarse un linfoma que puede desaparecer al suspender la
mediacién sin necesidad de ser tratado.

Otras reacciones adversas mucho mas raras que se han atribuido al
metotrexato son vasculitis, artralgia, mialgia, osteoporosis, diabetes y reacciones
anafilacticas.

e) Precauciones de uso, contraidicaciones e
interacciones (Lepori, 2003)

Hay que tener especial cuidado con el uso de metotrexato en casos de
pacientes con Ulcera péptica o colitis ulcerosa, infeccién activa, insuficiencia renal,
enfermedad hepética previa o actual, especialmente si es debida al alcohol. Se debe
controlar mediante monitorizacion hematoldgica, hepatica, renal y niveles séricos de
metotrexato, con radiografia de térax y biopsia hepatica. EI metotrexato puede producir
la supresién de la hematopoyesis, inducir a sindrome de lisis tumoral, provocar
hepatitis aguda y hepatotoxicidad crénica (fibrosis hepatica y cirrosis), puede aparecer
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neumonitis intersticial aguda o cronica de causa no infecciosa. A dosis elevadas puede
aparecer sindrome neurolégico agudo transitorio. En lesiones de psoriasis pueden
agravarse por exposicion de rayos UV. Evitar embarazo entre 3 meses y 1 afno
después de finalizar tratamiento. Ademas la administracion intravenosa e intratecal de
metotrexato puede desencadenar en encefalitis aguda y encefalopatia aguda con
desenlace fatal.

El uso de metotrexato esta contraindicado en pacientes con hipersensibilidad,
en estado de embarazo y lactancia, con sindromes de inmunodeficiencia clinica,
discrasias sanguineas (depresién de médula O6sea, leucopenia, trombocitopenia o
anemia significativa), en pacientes con psoriasis o artritis reumatoide que tengan
hepatopatia alcohdlica, crénica o alcohdlicos, con insuficiencia hepatica (bilirrubina > 5
mg/dl), insuficiencia renal grave, con hepatopatia alcohdlica, hepatopatia crénica o
pacientes alcohdlicos. En pacientes que deben un régimen de vacunacion concurrente
con vacunas de microorganismos vivos 0 atenuadas, con infecciones graves, agudas o
cronicas (tuberculosis y VIH, Ulceras de la cavidad oral y enfermedad ulcerosa
gastrointestinal activa conocida).

Las principales interacciones medicamentosas que presenta el metotrexato
pueden ser diversas. Debido a su capacidad de unién a las proteinas plasmaticas,
puede ser desplazado de las mismas por algunos farmacos, tales como los salicilatos,
antibacterianos, hipoglicemiantes, diuréticos y sulfonamidas, hidantoina, tetraciclinas,
cloranfenicol, acido p-aminobenzoico y antiinflamatorios no esteroidicos. Este
desplazamiento originaria un aumento de metotrexato libre en el plasma vy
consiguientemente un mayor riesgo de toxicidad. Usado simultdneamente con
probenecid, debe estar bajo estricto control médico, debido a que este ultimo
disminuye el transporte tubular renal. La administracién simultdnea de metotrexato
intratecal con aciclovir puede producir anomalias neuroldgicas. Aumenta el riesgo de
hepatotoxicidad con el alcohol o medicamentos hepatotéxicos. El metotrexato aumenta
la concentracion de 4cido urico en sangre, por lo que resulta necesario readecuar la
dosificacion de alopurinol, colchicina o probenecid. Aumenta la actividad
anticoagulante y el riesgo de hemorragias por disminuir la sintesis hepatica de los
factores de coagulacion, por lo que se regulara la dosis de anticoagulantes derivados
de la cumarina. El uso de AINE (antiinflamatorios no esteroidicos) aumenta el riesgo
de agranulocitosis (fenilbutazona). La asparaginasa puede bloquear los efectos del
metotrexato al inhibir la replicacion celular. La administracion de citarabina después de
iniciada la terapéutica con metotrexato pueden producir un efecto citotdxico sinérgico.



Gema |. Martinez Soler

El 4cido folico puede interferir con los efectos antifolato del metotrexato. La kanamicina
administrada por via oral aumenta la absorcién del metotrexato oral. El probenecid y
salicilatos pueden inhibir la excrecion renal del metotrexato. La pirimetamina,
triamtereno o trimetoprina pueden aumentar los efectos toxicos del metotrexato debido

a sus acciones similares como antagonistas del acido félico.

f) Propiedades fisicoquimicas (Chamberlin y col., 1976)

El metotrexato es el (25) -2 - [[4 - [(2,4-diaminopteridin-6-il)]] metilamino metil-
benzoil amino] acido pentenodioico y su estructura quimica C 5 H 22 N g O 5. También
es denominado como acido 4-amino-10-metilfélico o ametopterina y su peso molecular
es 454.46.

Es un polvo de color amarillo-naranja brillante e inoloro. Generalmente,
presenta un grado de hidratacién en torna 8 — 10%dando la sensacién de ser untuoso,
y suele presentarse en forma de clorohidrato (1: 0.3) o hidrato (1: 2.5) de metotrexato.
En cuanto a su solubilidad, el metotrexato es practicamente insoluble en agua, alcohol,
cloroformo y éter. Siendo soluble en soluciones diluidas alcalinas, &cidas y
carbonatadas.

En estado sdélido es estable conservado en un bote opaco tapado y a
temperatura ambiente. En solucién acuosa de bicarbonato sédico y a pH 7,
concentraciones de metotrexato comprendidas entre 0.5 mg y 0.05mg/ml, se
mantienen estables a temperatura ambiente conservadas tanto en oscuridad como
bajo luz artificial. En souciones &cidas, el grupo amida del metotrexato puede ser
hidrolizado, obteniendose acido N-metil-4-amino-4- desoxi pterdico y acido glutamico.
En soluciones alcalinas, y especialmente a elevadas temperaturas, los principales
productos de descomposicion que se obtienen son el acido (N-metil) folico, acido (N-
metil) pteroico y acido félico (todos como iones carboxilados). En cuanto a su
fotosensiblilidad y termosensiblilidad, el metotrexato es estable ante la luz y la

temperatura.

.32-
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1.2. SISTEMAS TRANSPORTADORES DE FARMACOS

La actividad biol6gica de una sustancia terapéuticamente activa (un farmaco)
depende, ante todo, de la naturaleza de su interaccion con el tejido u érgano 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. Esto implica que el agente terapéutico deberia liberarse en un lugar concreto
del organismo y a una velocidad controlable. Cuando un farmaco es administrado a un
paciente, debe atravesar una serie de membranas lipidicas hasta llegar al lugar donde

se necesita su accion farmacoldgica.

Aunque la mayoria de los principios activos son administrados mediante formas
de dosificacién convencionales (tabletas, capsulas, disoluciones inyectables, etc.), hay
ocasiones en que éstas son inapropiadas. A menudo, las formas de dosificacién
convencionales requieren una administracion repetida con objeto de mantener la
concentracion plasmatica de farmaco en la sangre a un nivel suficientemente alto
como para asegurar un efecto terapéutico. La administracién crénica puede resultar un
inconveniente para el paciente, conduciendo a un pobre cumplimiento del régimen de
dosificacion prescrito. Ademas, una administraciébn cronica inadecuada 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 si las concentraciones plasmaticas se encuentran por encima del nivel

terapéutico.

Por tanto, el mayor obstaculo para asegurar una actividad farmacolo6gica eficaz
y segura es la distribucién no especifica del farmaco en tejidos y 6rganos sanos tras
su administracién. Esta es la razén por la que surgié la idea de disefar sistemas
transportadores de farmacos, y mas concretamente, el desarrollo de la nanomedicina.
Los nanosistemas transportadores de farmacos estan constituidos por particulas que
presentan unas dimensiones nanoescalares. De esta forma, la nanotecnologia puede
ser utilizada para modificar o incluso controlar la distribucion de los farmacos a nivel

tisular, celular o subcelular

El enorme avance que ha experimentado la ciencia de los materiales asi como

un mejor conocimiento de los procesos fisiopatoldgicos asociados a una enfermedad,



Gema |. Martinez Soler

han permitido desarrollar nanodispositivos “inteligentes” capaces de liberar la dosis
deseada de farmaco en el momento y en el lugar deseado. Los nanosistemas pueden
incluso ser utiles para mejorar las técnicas de imagen del diagnéstico in vivo. Por lo
tanto, aunque aun estemos lejos del concepto ideal de “magic bullet” (bala méagica)
propuesto en el siglo pasado por el premio Nobel en inmunologia Paul Erlich, hoy la
nanotecnologia ya ha logrado muchos de los objetivos necesarios para alcanzar esta

meta.

En general, el disefio de estos nanotransportadores “inteligentes” de farmacos
les debe proporcionar la capacidad de

1. Camuflar el principio activo de ser reconocido por los sistemas
inmunoldgicos de defensa, como el sistema fagocitico mononuclear (SFM) y evitar su
retirada antes de cumplir su efecto farmacolégico.

2. Combinar distintos componentes activos en el interior de su estructura
para que actuen sobre dianas terapéuticas complementaria. Por ejemplo agentes
antiangiogénicos y ADN intercalado.

3. Liberar el farmaco de forma controlada en respuesta a estimulos
externos, como pH, temperatura o gradiente magnético.

4. Proteger al principio activo de ser captado por componentes del
organismo implicados en procesos de detoxificacion, por ejemplo enzimas
degradativas o proteinas de eflujo.

5. Transportar especificamente el farmaco al tejido, célula o
compartimento subcelular diana mediante la conjugacién del sistema transportador
con ligandos moleculares especificos de receptores sobreexpresados en la zona
diana. Por ejemplo anticuerpos monoclonales, hormonas, péptidos, vitaminas etc.

6. Liberacion intracelular de principios activos que no pueden difundir por

si mismo hacia el interior de las células diana.

7. Combinar agentes farmacoldgicos y agentes de contraste de técnicas
de diagndéstico de imagen para asi lograr de forma simultanea el diagnostico y
tratamiento personalizado de un paciente (“Nanoteragnosis”)
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1.2.1. Principales estrategias para el transporte especifico de

farmacos en las células tumorales.

Con el objetivo de maximizar la selectividad de accién de los farmacos
antitumorales por las células cancerosas, se ha propuesto su transporte en
nanoparticulas biodegradables disefiadas segun unas revolucionarias estrategias de
transporte pasivo y activo de farmaco.

1.2.1.1. Estrategias de transporte pasivo de farmacos

El transporte pasivo de nanoparticulas hasta el lugar diana se basa en el paso
de los nanotransportadores a través de los capilares tumorales defenestrados hacia el
espacio intersticial y células del tumor por conveccién o difusiébn pasiva. Estos
sistemas nanoparticulares explotan las caracteristicas de crecimiento anormal de los
nuevos vasos sanguineos que irrigan la masa tumoral para su transporte pasivo. En
condiciones normales, el tumor recibe un bajo aporte de oxigeno y nutrientes, y tiene
una baja capacidad para eliminar los productos secundarios de sus procesos
metabdlicos. Sin embargo, el tumor es capaz de superar esta limitacibn mediante la
produccion de nuevos vasos sanguineos mediante un proceso denominado

angiogénesis (Naimov y col. 2006).

El resultado de la angiogénesis son capilares tortuosos que presentan
anomalias en su estructura y una déficit de pericitos su el revestimiento endotelial
(Torchilin V.P. 2000; Hobbs y col. 1998) que da lugar a unas paredes incompletas con
poros o0 canales de un tamafo entre 100nm y 2um dependiendo del tipo de tumor
(Maeda y col. 2009). Ademas, la presién intersticial es mayor en la zona central del
tumor que en la periferia debido a que los tumores carecen de un sistema linfatico bien
definido y funcionan. El aumento de la presion interna provoca una difusion hacia el
exterior de liquido intersticial, disminuyendo la difusién del farmaco desde el centro del
tumor (Haley y col. 2008). De forma que los farmacos y las nanoparticulas que
acceden al espacio intersticial tumoral permanecen retenidos mas tiempo que en un
tejido normal. La combinacién de estos capilares con fugas y el deficiente drenaje
linfatico da lugar a lo que se conoce como efecto de permeabilidad y retencidon
aumentadas (Enhaced permeability and retention effect, EPR effect). Las

nanoparticulas mas pequenas pueden atravesar los poros de los vasos sanguineos,

.35.
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alcanzando el espacio intersticial y quedar retenidos en el tumor (figura 1.1) (Krasnici y
col. 2003). El tamafio de poro es de especial interés para los transportadores
magnéticos de farmacos porque éste permite usar particulas ferromagnéticas que
pueden alcanzar una muy elevada magnetizacion, facilitando su inmovilizacién por un

campo magnético externo.

Célula tumoral

4
. Intersticio
Endotelio .— tumoral

>

»

Endotelio
tumoral

Figura 1.1. Proceso de extravasién de nanoparticulas mediante difusién pasiva o conveccién a

través del endotelio tumoral que esta alterado (mas permeable).

El transporte pasivo también implica el uso de otras caracteristicas innatas de
las nanoparticulas que inducen su focalizacién en el tumor, como la carga eléctrica
superficial. Por ejemplo, los liposomas catibnicos se unen por interacciones
electrostaticas a las cabezas de los fosfolipidos cargados negativamente que se
expresan preferentemente en las células endoteliales tumorales (Hatakeyama y col.
2007).

a) La Teoria del efecto de permeabilidad y retencion
aumentadas. Fisiopatologia y anatomia de la vasculatura tumoral.

Cuando las células tumorales se multiplican, se agrupan y alcanzan un tamafno
de 2 a 3 mm, la angiogénesis es inducida para satisfacer la mayor demanda de
oxigeno y nutrientes del tumor en crecimiento (Byrne y col. 2008). Esta neovasculatura
difiere ampliamente con respecto a la de los tejidos sanos en su estructura anatomica

microscopica (Betancourt y col. 2007). Por ejemplo, los vasos sanguineos en el tumor
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irregulares, dilatados, con poros o defectuosos, y las células endoteliales estan poco
alineadas o desorganizados con grandes fenestraciones. También, las células
perivasculares y la membrana basal, o la capa de mdusculo liso frecuentemente
presentan anomalias o estan ausentes. La luz de los vasos tumorales es mas ancha,

mientras que el drenaje linfatico es deficiente (Skinner y col. 1990).

Esta anatomia defectuosa junto con las anomalias funcionales, es lo que
produce la mayor permeabilidad de los componentes del plasma sanguineo, tales
como macromoléculas, nanoparticulas y particulas lipidicas, hacia el tejido tumoral.
Por otra parte, el lento retorno venoso y el pobre aclaramiento linfatico hacen que las
macromoléculas sean retenidas en el interior del tumor, mientras la extravasacion en
el intersticio tumoral continta. Este fendbmeno denominado efecto de permeabilidad y
retencion aumentadas, fue descrito hace ya casi 20 afos, y es la base para el
transporte selectivo de farmacos macromoleculares hacia el tumor sélido (Satchi-
Fainaro y col. 2006). Pudiéndose alcanzar concentraciones locales de farmacos muy
superiores, por ejemplo de 10 a 50 mayores que en un tejido normal en uno o dos
dias.

Mas recientemente, conjugados poliméricos, micelas o liposomas cargados con
farmacos anticancerosos, y anticuerpos conjugados se basan en este mecanismo y el
efecto EPR se estd convirtiendo en una estrategia muy importante para asegurar la
accion especifica del agente quimioterapico sobre las células tumorales (Lee y col.
2006). Sin embargo, el efecto EPR no se aplica a principios activos de bajo peso
molecular por su rapida difusion hacia la circulacién sanguinea y su rapido aclaracién
(Maeda y col. 2001).

b) Factores que determinan el efecto de permeabilidad y
retencion aumentadas (lyer y col. 2006)

Factores anatémicos:

- Extensa angiogénesis y alta densidad vascular

- Falta de capa de musculo liso, pericitos, bajo flujo sanguineo, se da
dilatacion pasiva que activa la angiotensina Il, generando un estado de hipertension y
mayor fuga

- Defectos de la arquitectura vascular, produce mas difusion
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- Aclaramiento linfatico escaso, produce mayor retencion de
macromoléculas, farmacos y particulas lipidicas en el espacio intersticial

- Lento retorno venos, produce mayor acumulacion de las macromoléculas

Factores que favorecen la generacion del efecto EPR:

- Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

- Bradiquininas y prostaglandinas

- Oxido nitrico

- Peroxido nitrico

- Metaloproteinasas de la matriz celular

- Otras proteinasas (cascada proteasa)

- Otras citoquinas (factor de necrosis tumoral, interleucina Il)

1.2.1.1.  Estrategias de transporte activo de farmacos

Hay situaciones en las para tratar el tejido tumoral es necesario aplicar
estrategias de transporte activo debido al rapido paso de la circulacion sanguinea por
la region diana y a la baja concentracion de nanoparticulas que alcanzan la regién
tumoral, a pesar del efecto EPR. Bajo estas condiciones, se obtienen concentraciones
de principio activo por debajo del nivel terapéutico. El transporte activo se basa en la
expresion exclusiva de diferentes epitopos o receptores en la superficie de las células
tumorales o en el endotelio de los vasos sanguineos que irrigan al tumor. Por otro
lado, también existe la posibilidad de utilizar materiales especiales en el disefio de las
nanoparticulas que transportaran al farmaco hasta el lugar deseado. Estos materiales
biodegradables deberan caracterizarse por ser sensibles a estimulos externo (por
ejemplo, luz, pH, ultrasonidos, sistemas enzimaticos, gradientes magnéticos, etc.),
ante los cuales se alteran. Este comportamiento permitira la liberacién del agente
quimioterapico exclusivamente en el lugar donde se encuentre aplicado este estimulo.
Es importante senalar que ambos tipos de estrategias de transporte activo pueden
combinarse en el disefio de un mismo sistema transportador, para asi aumentar adn
mas la acumulacién del principio activo antitumoral en el interior de la célula
cancerosa. Un aspecto fundamental de este tipo de estrategia de transporte activo es
la seleccion de ligandos especificos que incorporados en la superficie de los
nanotransportadores, sean capaces de interaccionar con sus receptores especificos
de las células cancerosas sobreexpresados a nivel superficial. Estos ligandos sélo

interaccionan con receptores que se sobreexpresan en las células cancerosas o en la
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vasculatura tumoral y no en los tejidos sanos, activindose la captacién de la

nanoparticula generalmente por endocitosis. (Kirpotin y col. 2006; Linuma y col. 2003).

Los ligandos pueden ser anticuerpos monoclonales o fragmentos de
anticuerpos o ligandos de otra naturaleza (moléculas de bajo peso molecular,
péptidos, proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos y acidos grasos poliinsaturados).
La afinidad de los ligandos por sus receptores determina la capacidad de penetracion
en el tumor.

. Transportador
Farmaco

4+~ Ligando

Endocitoso rceptor-
ligando

Liberacion
del
farmaco

Endosoma

Exocitosis y
reciclado de
receptores

®
L ]
L
= e e, %
~ ADN b» ®
Nucleo

Figura 1.2. Esquema de internalizacién de nanoparticulas conjugadas con ligandos o

anticuerpos tumor-especificos a través de receptores de la superficie celulares.

a) Transporte activo mediado por ligandos:

En funcién del tipo de ligando, las estrategias de transporte activo de farmacos
que usan ligandos para llegar al objetivo, se clasifican, principalmente en los
siguientes grupo.
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Transporte selectivo del sistema transportador mediado por
anticuerpos monoclonales.

El descubrimiento de antigenos que se sobreexpresan en la superficie de las
célula tumorales, llevé a la idea de poder usar determinados anticuerpos como
marcadores selectivos de las células tumorales, permitiendo diferenciar entre tejidos
enfermos y tejidos sanos (Liu y col. 1996). Los anticuerpos monoclonales que
muestran una mayor especificidad de unién a los antigenos especificos de las células
cancerosas y pueden ser usados como vehiculos especificos de agentes citotoxicos
(Adams y col. 2001). Estos anticuerpos se localizan en la superficie de las
nanoparticulas cargadas con farmaco y se unen a los antigenos de las células
cancerosas. De esta manera el sistema transportador entra en la célula por
endocitosis mediada por ligandos, seguido de la liberacién del farmaco transportado
en el interior celular. Un ejemplo de la utilizacién de anticuerpos monoclonales fijados
a nanovehiculos es la fijacion de epitopos CD19 a liposomas pegilados con lo que
consigue un notable incremento de la eficacia terapéutica sobre células de linfoma B;
la fijacion de fragmentos de anticuerpo Fab’a liposomas de doxorrubicina
estericamente estabilizados muestran un incremento de la actividad frente a los
liposomas no vectorizados en aquellos tumores que presentan una sobreexpresion
del receptor HER2 o la fijacién del anticuerpo CC52 a liposomas los cuales muestran
una acumulacién especifica en modelos de adenocarcinoma de colonen ratas

(Matsumura y col. 2004).

Transporte selectivo del sistema transportador mediado por
péptidos.

El uso de determinados péptidos cuya secuencias son reconocidas por
receptores asociados al tumor, es una perspectiva interesante en el transporte
especifico de farmacos quimioterapicos. Actualmente, el numero de péptidos y de
nanoparticulas transportadoras de farmacos asociadas a con agentes citotoxicos que
tienen afinidad por receptores de células cancerosas ha surgido como un potencial
agente quimioterapico tumor-especifico. Por ejemplo: péptidos gastrointestinales,
somatostatina y sus analogos, bombesinas (Gosk y col. 2008).
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Transporte selectivo del sistema transportador mediado por acido
folico y derivados.

El acido félico pertenece a la familia de la vitamina B. Es un compuesto
importante en el proceso de formacién de nuevas células porque participa en la
biosintesis de las bases nucleotidicas. El acido folico procedente de los alimentos es
transportado a las células epiteliales a través de un tipo de endocitosis mediada por
ligandos, llamada “potocitosis” (Miele y col. 2009).

Existen dos tipos de receptores de membrana del acido félico (a y B). La
expresion de estos receptores en tejidos normales es muy baja y queda restringida a
determinados tipos células epiteliales como la placenta, el plexo coroideo, los
pulmones, las glandulas tiroideas y los rifiones. Sin embargo, estos receptores se
sobreexpresan en varios tumores, particularmente en cancer de ovario y de
endometrio. Un estudio con radiomarcadores, mostré que la uniéon del acido félico en
las células tumorales es 20 veces superior que en las células epiteliales normales o
fibroblastos (Cho y col. 2008). De esta manera, amplios estudios muestran que las
nanoparticulas transportadoras de farmacos antitumorales cuando son conjugadas con
acido folico como ligando muestran la misma afinidad por las células tumorales como
el estudio de los radiomarcadores, es decir, su capacidad de unién a los receptores
expresados en las células cancerosas es muy superior a los de las células sanas.

Transporte selectivo del sistema transportador mediado por

transferrina.

La transferrina es una glicoproteina sérica que transporta hierro por la sangre y
hasta las células mediante su captacion por receptores de transferrina y su
consecuente internalizacion por endocitosis mediada por receptores. El receptor de la
transferrina es una proteina vital implicada en la homeostasis del hierro y en la
regulacion del crecimiento celular. Los altos niveles de expresién de los receptores de
transferrina en las células cancerosas, que pueden llegar a ser 100 veces superior a la
expresion media en las células sanas, y su accesibilidad extracelular, permite su
internalizacién y jugar un papel fundamental en la patologia del cancer, haciendo de
este receptor un atractivo objetivo en el tratamiento del cancer (Daniela y col. 2006).
Por jemplo, la transferrina se puede fijar a nanoparticulas y favorecer el paso a través
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de la membrana de las células tumorales con lo que se consigue un mayor efecto

antitumoral de farmacos como la doxorubicina.

Transporte selectivo del sistema transportador mediado por
glicoproteinas superficiales celulares, las lecitinas.

Las lecitinas son proteinas de origen no inmuldgico capaces de reconocer y
unirse especificamente a fracciones hidrocarbonicas de glicoproteinas que se
expresan en la superficie celular. Las celulas cancerosas expresan mas
frecuentemente diferentes glicoproteinas comparado con células normales. La
interaccion de las lecitinas con determinados carbohidratos es muy especifica. Las
lecitinas pueden ser incorporadas en nanoparticulas como fracciones que son
directamente reconocidos por carbohidratos de la superficie celular o, por el contrario,
que fracciones de carbohidratos sean acopladas a las naoparticulas para unirse
especificamente a lecitinas. El uso de lecitinas y de neoglicoconjugados como
estrategia de transporte directo o inverso es un enfoque tradicional el tratamiento de
cancer de colon (Acharya y col. 2009).

Transporte selectivo del sistema transportador mediado por

aptameros.

Los aptameros son tramos cortos de ADN o ARN que actian como los
anticuerpos pero con un peso molecular mas reducido (del orden de 20 kDa), que han
mostrado ser ligandos prometedores de las nanoparticulas transportadoras de
farmacos para el transporte selectivo de los agentes antitumorales hacia la regién
diana. Aunque se han aislado diversos aptdmeros que se unen a antigenos
sobreexpresados en células tumorales, sin embargo poseen una utilidad terapéutica
limitada mientras que cada vez es mayor el nimero de trabajos que se orientan hacia
la preparacion de bioconjugados de nanoparticulas con aptameros. En general estos
nanosistemas estdn constituidos por nanoparticulas, conteniendo agentes
antineoplasicos o agentes de contraste, que llevan en su superficie cadenas de PEG a
las cuales se fija el aptamero. Por ejemplo, recientemente se ha publicado el primer
estudio in vivo de nanoparticulas de docetaxel y el aptamero A10 RNA que se une al
antigeno de membrana especifico de préstata (PSMA) (Hurst, 2001).
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b) Transporte activo basado en la utilizacion de materiales
bidegradables sensibles a estimulos externos:

El desarrollo de nanosistemas sensibles a ciertos estimulos esta recibiendo un
gran interés y se basan en que los tejidos tumorales tienen un pH mas bajo y una
temperatura mas elevada que los tejidos normales con lo que es posible que el
farmaco sea liberado solo cuando se dan estas especiales caracteristicas
fisiopatologicas de los tumores; igualmente, la presencia de determinados sistemas
enzimaticos en tejidos tumorales, puede ser utilizada para conseguir una liberacioén del
farmaco via estimulos externos. (j.l.vila jato y p. calvo). Numerosos trabajos de
investigacion muestran que tejidos inflamados o neoplasicos presentan un pH
(acidosis) o una mayor temperatura (hipertermia) que un tejido sano (Yahara y col.
2003). Por tanto, el transporte hacia tumores sélidos puede realizarse mediante el
disefio de transportadores de farmacos sensibles a estos estimulos. De tal manera
que se produzaca un proceso de desintegracion de la nanoparticula y liberacion de los
principios activos transportados.

Sistemas transportadores de farmacos sensibles a estimulos
acidos

El pH intersticial de los tumores juega un papel importante en la terapia del
cancer (Couvreur y Vauthier, 2006). En un organismo sano, el pH extracelular de los
tejidos y de la sangre se mantiene en torno a 7.4. A diferencia de lo que ocurre con el
entorno a 5.5 — 6.5 del tejido tumoral, que presenta valores de pH inferiores,
dependiendo de la histologia y del volumen del tumor (Dellian y col. 1996; Yatvin y col.
1980). El descenso de los valores del pH en la masa cancerosa se debe
principalmente a la pobre organizacion de la vasculatura tumoral, que provoca un
descenso de la presién sanguinea, hipoxia local y acumulacion de metabolitos acidos.
Esta diferencia de pH entre los tejidos sanos y cancerosos puede ser utilizada en el
desarrollo de sistemas transportadores sensible al pH (figura 1.3.) (Shin y col. 2003).
Asi, por ejemplo se han disefiado liposomas con componentes DOPE (dioleilfosfatidil
etanolamina) y otros lipidos ligeramente acidos como colesterilhemisuccinato o acido
oleico, PEG carboxilados o copolimeros de derivados hidrofébicos de N-
isopropilacrilamida (NIPAM) que a pH neutro mantienen la estructura de la bicapa
lipidica pero a pH &cido sufren una protonizacion, se colapsan y sufren una

43-
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desestabilizacién y rotura de la bicapa lipidica que permite la rapida liberacion del

farmaco anticanceroso transportado.

Los liposomas sensibles a pH acidos han demostrado ser utiles en cultivos
celulares para el transporte de los farmacos y su liberaciéon a nivel citoplasmatico. Sin
embargo, la eficacia de estos liposomas in vivo esta mas limitada debido a los
procesos de opsonizacion y reconocimiento del sistema transportador por el sistema
inmune. Estos problemas de estabilidad in vivo se han solventado mediante la
incorporacién de determinados tipos de lipidos en la formulacion como el dipalmitoil
succinilglicerol o de polimeros como el polietilenglicol (PEG) (Simoes y col. 2004; Roux
y col. 2002). La incorporacién de cadenas de PEG en los liposomas prolonga su
semivida plasmatica evitando su reconocimiento por los macréfagos y retirada por los
organos del sistema fagocitico mononuclear (SFM) como higado y bazo.
Generalmente, estas modificaciones aumentan la estabilidad de los liposomas
sensibles a pH acidos en el plasma, aunque, los valores de pH a los cuéles se
desestabilizan se hacen mas acidos (Slepushkin y col. 1997).

Endocitosis
’

Nanoparticula

- _an
---.--‘- ﬁ
S=r W2

7/ Endosoma

Nucleo

Exocitosis

M | Polimero

Desestabilizacion

Farmaco
del endosoma

Figura 1.3. Proceso de liberacion de farmacos desde nanoparticulas como consecuencia de la

degradacion de éstas en entornos acidos del interior de la célula tumoral.
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Sistemas transportadores de farmacos sensibles a la temperatura

El uso de la hipertermia local para el transporte especifico de farmaco a la
masa tumoral fue propuesto en 1978 por Yatvin y cols. Este enfoque se basa en el
disefo de liposomas formados por fosfolipidos caracterizados por una temperatura de
transicion/desestabilizacion justo por encima de 37 °C. Ademas, la hipertermia tumoral
es citotéxica per se, y facilita la acumulacion de los nanositemas en el tumor debido al
incremento del flujo sanguineo y el aumento de permeabilidad del endotelio tumorales.
Otro nuevo enfoque para la liberacién de farmacos provocada por calor ha sido
presentado recientemente mediante incorporacion de lisofosfolipidos en la membrana
liposomal. Cuando los liposomas se calientan por encima de la temperatura de
transicion de los lisofosfolipidos, éstos abandonan la bicapa produciendo un aumento
de la permeabilidad de la membrana liposomal y la salida del anticanceroso (Kong y
col. 2000; Needham y col. 2000).

Sistemas transportadores de farmacos sensibles a sistemas

enzimaticos

La sobreexpresion de ciertos sistemas enziméticos en tejidos tumorales
también ha sido objeto de investigacion con la finalidad de conseguir una vectorizaciéon
via estimulo externo como por ejemplo la fosfolipasa A2 o proteasas como
metaloproteasas. La inclusion de cadenas de PEG permite que las nanoparticulas
presenten una larga permanencia en la circulacion sanguinea pero disminuyen la
interaccion con las membranas celulares lo cual representa un importante problema
para aquellas formulaciones que contienen farmacos que deben actuar en el interior
de la célula (Vasir y col. 2005). Asi por ejemplo, para resolver este problema, se ha
propuesto recientemente que entre las cadenas lipidicas y de PEG se sitie un
espaciador constituido por un péptido cuya unién se rompe por la accion de

metaloproteasas existentes en el fluido extracelular de numerosos tumores (figura 1.4).
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Figura 1.4. Esquema de un nanosistema que posee un péptido espaciador entre su superficie
y las cadenas de PEG. Por la accion de las metaloproteasas, existentes en el espacio

extracelular, se desprenden las cadenas poliméricas de PEG.

1.2.2. Sistemas transportadores de farmacos sensibles a
gradientes magnéticos aplicados

Dentro de los diferentes sistemas coloidales disefiados para el transporte
especifico de farmacos destacan, por sus grandes posibilidades, los transportadores
magnéticos coloidales. La Tecnologia de Transportadores Magnéticos surgié en los
anos 40 en el contexto de la purificacion de las aguas residuales. Debido a sus
interesantes  propiedades (forma y tamafo, propiedades magnéticas,
biocompatibilidad, etc.), los coloides magnéticos en los rangos de tamafo
submicrométrico y nanométrico han encontrado numerosas y prometedoras
aplicaciones biomédicas. 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 seleccién de un tipo de células
entre una poblacion celular, el transporte de farmacos y los biosensores (Pankhurst y
col. 2003), la terapia celular (separacién y etiquetado celular), el tratamiento de
tumores mediante hipertermia, resonancia magnética de imagen (como agentes de
contraste), la reparacién de tejidos y, particularmente, el transporte de farmacos ( Arias
y col. 2001, 2007).
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Los principales beneficios de estos sistemas dentro del campo terapéutico son
la eliminacion de reacciones adversas que frecuentemente derivan de la distribucion
sistémica de los farmacos y la posibilidad de reducir la dosis precisa de un agente
terapéutico por peso corporal, disminuyendo los posibles efectos adversos derivados
de las dosis tradicionales. Ademas, se solucionan los problemas de inestabilidad en
los fluidos biologicos o in vivo del fa&rmaco. Por otro lado, el reconocimiento y la
eliminacién del sistema coloidal por el sistema fagocitico mononuclear (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 a érganos de este sistema como el higado.

1.2.2.1 Principales caracteristicas para su utilizacion
en la quimioterapia del cancer.

Las caracteristicas que idealmente debe tener un buen sistema transportador
magnético de farmacos son (Duran y col. 2008; Gupta y Gupta, 2005):

J Pequefio tamano (inferior a 500 nm), para permitir la distribucién a nivel

capilar y la perfusién uniforme al érgano o tejido diana.

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

o Una respuesta magnética adecuada a los campos y gradientes
magnéticos externos aplicados, a la velocidad de flujo presente en los sistemas
fisiologicos. De forma que permita el control del complejo farmaco-transportador antes,
durante y después de la liberacién de farmaco en su destino.

J Velocidad de liberacion del farmaco controlable (o predecible) en la
region diana.
o Propiedades superficiales que permitan una maxima biocompatibilidad y

una minima antigenicidad.
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o Biodegradabilidad y productos de degradacion que posean una
toxicidad minima.

Estas caracteristicas ideales, por su parte van a depender de factores
fundamentales como son las propiedades magnéticas de las particulas, los campos de
fuerza que actuan sobre ellas, la morfologia, las propiedades quimicas de los
componentes que forman las particulas magnéticas compuestas, la composicidon
quimica de su superficie y la toxicidad de las particulas y de sus productos de
degradacion.

A pesar de que muchos estudios in vivo muestran las posibilidades de estos
sistemas, todavia deben todavia salvarse algunas dificultades para su aplicacién en
humanos: i) la pobre respuesta a campos magnéticos de estos sistemas en zonas no
tan superficiales del organismo (>2cm de profundidad); ii) la escasa retenciéon en el
lugar diana cuando se retira el campo magnético; y iii) sus mejorables propiedades de
vehiculizacién vy liberacion de farmaco. No obstante, cada vez hay un mayor nimero
de ensayos clinicos que respaldan su eficacia y posibilidades (Libbe y col. 2001;
Rudge y col. 2000).

1.2.2.2. Composicion de los nucleos magnéticos

Las particulas magnéticas mas comunmente utilizadas para aplicaciones
biomédicas son las ferritas como la magnetita (Fe304), maghemita (¥-Fe203) y el hierro
o aleaciones a base de hierro. Las primeras ferritas con rango nanométrico se
obtuvieron por primera vez en la década de los 60 (Papell, 1965) mediante
pulverizacion humeda de polvo micrométrico de magnetita en presencia de

surfactantes idoneos para obtener ferrofluidos estables en agua y solventes orgénicos.

1.2.2.3. Utilidad en el tratamiento del cancer

La orientacion magnética es una atractiva estrategia que esta acaparando una
gran atencién para su aplicacion en el transporte de farmacos. Aqui, los farmacos
estan en atrapados en la superficie o en el interior de micro- o nanoparticulas

magnéticas. Este tipo de transporte especifico de agentes quimioterapicos permite
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aumentar la eficacia y reducir la toxicidad sistémica asociada aestos farmacos. Esto
implica la incorporacién de quimioterapicos en micro- o nanoparticulas magnéticas que
sean biocompatibles, y pueden resultar mas eficaces debido a que permiten obtener
mayores de concentraciones de fa&rmaco en la regién tumoral, limitando la toxicidad

sistémica asociada (Harivardhand L. 2005; Safarik y Safarikova 2002).

Estos transportadores magnéticos, después de su administracién intravenosa,
pueden ser concentrados en el lugar de accion usando un gradiente externo
magnético, después de su acumulacion en el tejido tumoral diana in vivo, los principios
activos son liberados desde el transportador magnético y captados especificamente
por las células del tumor (figura 1.5.). La eficacia de esta acumulacién depende de
varios parametros incluidos la intensidad del campo magnético, el volumen de flujo
sanguineo y las caracteristicas superficiales del transportador (Pankhurst y col. 2003;
Guo y Szoka 2003).

Nanoparticula
magnética

Capilar sanguineo

Superflme corporal

—— @ células

endoteliales

Células cancerosas

Figura 1.5. Acumulacion selectiva de nanoparticulas magnéticas en la masa tumoral, como

consecuencia de la influencia de un gradiente magnético aplicado.

Por otro lado, la aplicacion de un gradiente magnético alterno provoca la
vibracion de las particulas magnéticas calentando el tejido diana, este aumento de
temperatura facilita la liberacién del anticanceroso por aumento de la permeabilidad de
las nanoparticulas o acelerar la degradacion de la matriz no magnética que alberga el
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farmaco (Wagner, 2007). Las vibraciones del campo magnético convierten a las
diminutas particulas magnéticas en calentadores capaces de mantener la temperatura
ligeramente superior a 42 °C durante 30 minutos o més, llevando a la muerte de las
células tumorales. Esta prometedora técnica, estd siendo objeto de investigacién
(Herat y col. 2006; Hilger y col. 2006).

A consecuencia de su pequefo tamano, los sistemas magnéticos coloidales se
caracterizan por una elevada relacion superficie/volumen. Estas caracteristicas
morfolégicas le confieren la capacidad de transportar una gran variedad de moléculas
bioactivas, pudiendo transformar a las nanoparticulas en sistemas multifuncionales
(Service RF, 2005). Esta multifuncionalidad es la base del desarrollo de nanoparticulas
compuestas con un nudcleo, magnético o no magnético, y un recubrimiento de
naturaleza organica, como polimeros sintéticos, polisacaridos, almidones; e

inorganica, como la silice o el carbon.

Esto permite que las caracteristicas del nucleo y del recubrimiento de las
particulas puedan ser modificadas en funcion de los requerimientos especificos para
su uso farmacéutico, manipulando las diferentes superficies y la mayoria de las
caracteristicas como: mojabilidad (balance hidréfilo/hidrofobo), carga superficial,
composicion quimica, capacidad de unir ligandos, capacidad de adsorcidén/absorcién,
cinéticas de liberaciéon, degradacion del transportador, cinética de aclaracion,
estabilidad coloidal y respuesta magnética.

Las caracteristicas distintivas que hacen de los coloides magnéticos
particularmente idéneos para sus aplicaciones biomédicas, se basan en capacidad de:

o Ser visualizados por resonancia magnética de imagen (RMI)

L Pueden ser dirigidos y mantenidos en lugar diana mediante el gradiente
de un campo magnético aplicados

L Ser calentados mediante la aplicaciébn de un gradiente magnético

alterno para iniciar la liberacién del farmaco o provocar hipertermia en el tejido diana.

A continuacion se exponen una serie de fendbmenos que pueden resultar
importantes en cuanto a la utilidad de los sistemas magnéticos coloidales en la

quimioterapia del cancer.
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a) Tiempo de Residencia en el organismo.

La velocidad de aclaramiento plasmatico puede ser muy variable, dependiendo
del tamano del sistema transportador y de la via de administracién. Como regla
general, en la administracion por via parenteral, cuando las nanoparticulas no son
retenidas en el lugar de accién por un campo magnético externo, las particulas no
biodegradables son captadas para su degradacion en un periodo de tiempo que es
inversamente proporcional al didametro de las particulas.

Por tanto, un mayor tiempo de residencia en la circulacién sistémica se
corresponde con aquellas particulas cuyo radio es menor a ~20 nm (como el 6xido de
hierro superparamagnético), antes de ser acumulados en los nédulos linfaticos y ser
eliminados por orina o heces. Particulas con un didmetro entre 40-200 nm pueden ser
eliminadas por el higado o el bazo en un periodo menor de tiempo que las particulas
mas pequenas. Las particulas de mayor tamano (>200 nm diametro) tienen la
semivida plasmatica mas corta porque pueden ser eliminadas por procesos de
opsonizacion activados por el sistema reticulo endotelial en el higado, bazo, pulmones
y médula ésea. Por ultimo, las moléculas solubles producidas por la descomposion de
la cubierta biodegradable que normalmente recubre a los nucleos magnéticos, pueden
ser captadas por cualquier célula por pinocitosis (Duran y col. 2008).

b) Efectos terapéuticos.

Como en cualquier sistema transportador de farmacos, los efectos terapéuticos
de un transportador magnético también dependen de la cantidad de farmaco liberado.
El principio activo no esta biodisponible hasta que no se disocia del transportador, de
forma que la liberacién del farmaco debe darse en el momento en el que la diana es
alcanzada. Una liberacion prematura tendria el mismo resultado que la administracion
del farmaco libre, y por el contrario, una liberacién tardia puede desembocar a que no
se dé el efecto terapéutico deseado en el lugar de accion. Si el complejo farmaco-
transportador es retenido en el tejido diana por accién de un gradiente magnético
aplicado, la concentracion de agente quimioterapico en dicho tejido puede ser muy
superior a nivel intratumoral, en comparacion con lo que se alcanzaria si

administrasemos el principio activo libre (Duran y cols. 2008).
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La accion del principio activo liberado por un transportador magnético coloidal
en el lugar diana puede desarrollarse mediante varios mecanismos (Belikov y cols.
2001):

L 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) actia al mismo tiempo que
esta unido al sistema transportador inmovilizado en la pared del vaso sanguineo que

origina el tumor.

o El farmaco es transportado junto con el sistema transportador desde el

vaso sanguineo directamente al tejido o al interior de la célula diana.

c¢) Coloides magnéticos para la obtencion de imagenes
e hipertermia en el cancer

Los coloides magnéticos pueden ser utilizados como agentes de contrasten
RMI. Los éxidos de hierro (magnetita, maghemita u otra ferrita insoluble) de
tamano inferior a 20nm son superparamagnéticas, es decir, poseen un momento
magnético grande cuando se les aplica un campo magnético, pero no conservan la
magnetizacion neta cuando el campo es retirado. En la resonancia magnética de
imagen, la presencia de nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnético
conduce a una reduccién del tiempo de excitacion de los protones circundantes
como resultado del campo magnético no homogéneo que se forma alrededor de
las particulas (Couvreur y col., 2006). Asi, en las imagenes obtenidas, este efecto
aparece como un contraste en negativo que genera una sefial hipotensa de RMI
(Bonnemain, 1998).

Los coloides de Oxido de hierro incorporados dentro de una matriz
polimérica, se encuentran estabilizados evitando su agregacion en el medio
fisiologico. Esta primera generacion de coloides magnéticos, generalmente
recubiertos de dextrano, presentaban un gran tamafo y una amplia distribucién,
con buenas caracteristicas para la RMI ya que se concentraban en los macréfagos
del sistema fagocitico mononuclear (SFM) convirtiéndose en herramientas Utiles
para el diagnéstico de tumores o de metastasis en el higado y en el bazo (Kubaska
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y col., 2001). Las imagenes de los tumores se consiguieron por la ausencia de
acumulacién de estas particulas en el tejido enfermo debido a la ausencia de
células de Kupffer en esas zonas, generando un buen contraste entre el tejido
sano y el tumor mediante RMI (resonacia magnética de imagen), para disefar
oxidos de hierro superparamagnéticos capaces de evitar su captacién por los
macréfagos y aumentar su semivida plasmatica. Se ha determinado que estas
nanoparticulas recubiertas por dextrano tenian una mayor vida media en la
circulacién debido a su menor tamano. Estas particulas han sido utilizadas en
angiografia, obteniéndose imagenes de la angiogénesis de los tumores, y en
linfografias de resonancia magnética para detectar la metastasis. Algunos
investigadores como Wessleder y sus colaboradores demostraron, en
experimentos en los que trabajaban con células de glioma, que los coloides de
oxido de hierro después de pasar a través de los vasos hiperpermeables que
riegan un tumor intracraneal, son captados no sélo por los macréfagos asociados
al tumor sino también por las células cancerosas en proliferacion, obteniendo un

mejor contraste entre los tejidos enfermos y sanos en RMI del cerebro.

La tercera generacibn de nanoparticulas de Oxido de hierro
superparamagnéticas presenta una mayor selectividad por el tejido diana gracias a
su conjugacion con ligandos especificos de receptores sobreexpresados en la
superficie de las células diana, como los anticuerpos monoclonales (Artemov y col.,
2003).

Las nanoparticulas magnéticas también se utilizan en la hipertermia del
cancer. Dependiendo de si la via de administracién es local o sistémica, se
pueden distinguir 2 principales procesos de hipertermia mediada magnéticamente
con particulas magnéticas. En primer lugar, las particulas magnéticas pueden
producir hipertermia después de su administracion local directa en el tejido
tumoral. Este enfoque fue investigado por el grupo japonés de Kobayashi mediante
el diseno de liposomas catiénicos magnéticos (Shinkai y cols. 1998). Los
liposomas magnéticos, donde las particulas de magnetita estan encapsuladas en
el interior de las vesiculas, fueron inyectados intratumoralmente en gliomas
provocados en ratas, y se observd que las cargas positivas retenian los liposomas
en el sitio de la inyeccion, probablemente debido a interacciones electrostaticas
con las membranas celulares. El resultado fue la completa regresion de los
tumores en el 90% de las ratas tratadas después de 3 periodos de hipertermia de
30 minutos cada uno (Yanase y col, 1998). En un estudio similar, con inyeccion
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directa de coloides magnéticos en ratones con cancer de pecho subcutaneo, el
grupo de investigacion de Hilger y sus colaboradores. Obtuvieron resultados
similares de completa regresién de los tumores por calentamiento de la masa

tumoral (Hilger y col., 2001).

En segundo lugar, tras administracién sistémica de los coloides magnéticos
la hipertermia se produce en el interior de las células tumorales. La idea de
producir hipertermia intracelular es fascinante porque eso implica que se dé un
transporte especifico a las células cancerosas y un mayor dafno de la hipertermia
sobre las estructuras vitales. Las posibilidades de este calentamiento intracelular
fueron estudias por Halbreich y col. (1997) y Bacri y col. (1998) las nanoparticulas
magnéticas incubadas con monocitos humanos y macrofagos de raton a
concentraciones a los que no son capaces de producir por si solas un
calentamiento significativo cuando se les aplica un gradiente magnético alterno.
Sin embargo, se observé una citolisis inducida magnéticamente, probablemente
debido a la generacién de hipertermia intracelular tras la captacion de las

nanoparticulas magnéticas.

A diferencia de los macréfagos, las células tumorales no son células
fagociticas “profesionales”. Por tanto, para mejorar la captacion de los coloides
magnéticos se les incorpora en su superficie determinados ligandos especificos
(transporte activo). Por ejemplo, estudios in vivo fueron llevados a cabo por Shinkai
y col. (2001) en ratones con carcinoma de células renales humanas, tratados con
magnetosomas catidnicos con anticuerpos monoclonales incorporados en su
superficie. Se observo un mayor tiempo de supervivencia en los ratones tratados
con los lippsomas e hipertermia en comparacion con el grupo control.
Nanoparticulas de maghemita superparamagnética conjugadas con folatos
también han sido sintetizadas para el tratamiento de tumores sélidos mediante
hipertermia intracelular. En este caso también se observd una internalizacion
especifica de las particulas conjugadas con folatos con respecto al grupo control
(Sonvico y col. 2003).
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2.1. OBJETIVOS.

La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo central el disefio de coloides
magnéticos como sistemas transportadores de farmacos antitumorales para el
tratamiento del cancer. Con ese fin, se ha realizado un estudio exhaustivo de las
condiciones Optimas para la sintesis de nanoparticulas constituidas por un nucleo
magnético (magnetita) y un recubrimiento polimérico biocompatible (chitosan), lo que
debe posibilitar el transporte y la liberacion del farmaco antineoplasico metotrexato de
forma selectiva en el érgano o tejido diana.

La eficacia del recubrimiento y las ventajas que aporta a la capacidad de las
particulas para transportar los principios activos se determinaran mediante el analisis
comparativo de la estructura y la composicion quimica de los tres tipos de materiales
(magnetita, chitosan y particulas compuestas), asi como de las propiedades eléctricas
y termodindmicas superficiales de éstos. La caracterizacion de las propiedades
magnéticas de los nucleos de magnetita y de las particulas compuestas, permitira
determinar la capacidad de estos sistemas para responder a gradientes magnéticos
aplicados y el grado de influencia del recubrimiento polimérico sobre estas
propiedades.

Una parte esencial de la investigacion es la determinacién de la capacidad de
vehiculizacion del metotrexato por parte de las particulas sintetizadas. Esta capacidad
se determinara de forma exhaustiva mediante los dos métodos convencionales de
incorporaciéon de farmacos: adsorcion superficial y absorcién en la matriz del coloide.
Para ello, los factores determinantes de la vehiculizacion de farmaco se estudiaran por
técnicas espectrofotométricos y electrocinéticas. De esta manera se poner a punto un
método Optimo y reproducible de incorporar el farmaco anticanceroso en las
nanoparticulas compuestas (magnetita/chitosan).

Otro objetivo basico ha sido el analisis del proceso de liberacion in vitro del
farmaco antineoplasico desde las particulas recubiertas, determinando
espectrofotométricamente la cantidad liberada y los factores que afectan a la
liberacion, como el tipo de unién farmaco-particula coloidal puede condicionar su

liberacion.

w57 -



Il. Objetivos y plan de trabajo

Finalmente, como “prueba de concepto” (proaf of concept) del sistema que
proponemos, se ha determinado la influencia que la aplicacion de un gradiente
magnético externo en la regién diana tiene sobre la biodistribucion de las
nanoparticulas en modelos experimentales animales. Esto nos permitira aventurar las
posibilidades reales que este sistema magnético transportador de farmacos puede

tener en clinica.

En términos mas concretos, este trabajo de investigacion pretende alcanzar los

siguientes objetivos:

1. Sintesis de las particulas coloidales compuestas por un nucleo magnético
(magnetita) y un recubrimiento polimérico biodegradable (chitosan). Nos basaremos en
el método de coacervacion (precipitacion en interfase) que se utiliza ampliamente para
la obtencion de las nanoparticulas de polimero puro.

2. Caracterizacién de su forma, tamarfo, propiedades magnéticas, composicion
quimica y estructura. Se analizardn las condiciones (composicion del medio de
polimerizacién) en las que se obtenga el mejor recubrimiento y la maxima

homogeneidad en tamano de las nanoparticulas magnetita/chitosan.

3. Estudio comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los tres tipos
de particulas (magnetita, chitosan y particulas recubiertas) mediante electroforesis.
Uso de modelos tebricos para evaluar su carga eléctrica superficial. Control de la

misma en funcidn de las caracteristicas idnicas del medio de suspension.

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

5. Determinacion de la capacidad de incorporacion del metotrexato, por las
particulas compuestas mediante métodos espectrofotométricos y electrocinéticos.
Estudio de los diferentes factores fundamentales que influyen en este proceso.
Analisis del efecto del mecanismo de vehiculizacion empleado (adsorcién superficial

frente a absorcion en matriz).
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6. Evaluacién de las caracteristicas de liberacion por las particulas compuestas.

Analisis de los mecanismos implicados.

7. Analisis de la influencia que la aplicaciéon de un gradiente magnético externo en
la regién diana tiene sobre la biodistribucién in vivo de las nanoprticulas compuestas
(magnetita /chitosan). En concreto, este estudio se realiz6 en ratones con un tumor

subcutaneo inducido mediante inyeccién de células cancerosas L/2/0.

El presente trabajo esta englobado dentro de la linea de investigacion
“Aplicaciones Biofarmacéuticas de los Fluidos Magnetorreolégicos”, del grupo de
investigacion “Farmacia Practica” (CTS-205).

2.2. CONTRIBUCION DEL TRABAJO PROPUESTO.

Dentro del campo de la investigacion y del desarrollo de los transportadores
magnéticos coloidales, la aportacion principal de esta Tesis Doctoral es el disefio de
un sistema de liberacion modificada de metotrexato constituido por un nucleo
magnético (magnetita) y un recubrimiento polimérico biocompatible (chitosan), con el
que se podra lograr el guiado de este farmaco antineoplasico hasta el tejido u 6rgano
diana, y su retencién en dicho lugar. Cabe esperar, utilizando este tipo de sistemas
coloidales, que se reduzcan las reacciones adversas derivadas de la distribucion a
sistémica y de la poca especificidad de este principio activo por las células tumorales
diana. Asi, se necesitaran dosis netamente inferiores para conseguir la misma accién
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. Desarrollo de un procedimiento novedoso de sintesis de nanocomponentes
magnéticos. El método a seguir se aplica por primera vez, que sepamos, al sistema

chitosan-magnetita superparamagnética.
2. Uso de métodos de analisis fisicoquimico de superficies, que muestran la

sensibilidad de éstos a las transformaciones experimentadas por las particulas al
recubrirlas de chitosan o al cargarlas de metotrexato. Analisis de la capacidad para
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responder a gradientes magnéticos aplicados mediante caracterizacion del ciclo de
histiéresis de las nanoparticulas.

3. Analisis de la capacidad de estas particulas compuestas como sistemas
transportadores de farmacos, en concreto del antineoplasico metotrexato. Esta es una
contribucién esencial de nuestro trabajo, dado que las particulas sintetizadas podrian
ser excelentes vehiculos de farmacos por su capacidad de respuesta a gradientes
magnéticos externos o a implantes magnéticos (localizados en el paciente mediante
cirugia menor), y adecuadas igualmente como sistema de liberacién basado en la
descomposicion de un polimero biocompatible.

4. Prueba de concepto de la utilidad real de este tipo de estrategia de transporte

de farmacos antitumorales al tejido canceroso diana.

2.3. METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO.

El presente trabajo de investigacion constara, principalmente, de las siguientes
etapas:

1. Sintesis de particulas compuestas por un recubrimiento polimérico
biocompatible (chitosan) y un ndcleo magnético (magnetita). La metodologia seguida
esta basada en un proceso de coarcevacion donde las particulas se obtienen tras una
precipitacién por entrecruzamiento quimico en un medio en el que se necuentra en

suspension los nucleos magnéticos.

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 i6nica) entre la magnetita y el chitosan, la determinacién del potencial
zeta de los tres tipos de particulas en funcion del pH y de la fuerza iénica debe ser un
excelente procedimento de evaluacién de la calidad del recubrimiento conseguido. Lo
mismo puede decirse de las propiedades termodinamicas superficiales de los
materiales sintetizados. La determinacion de los angulos de contacto de determinados
liquidos patrén permitira evaluar el caracter hidrofilo o hidréfobo de las particulas: éste
debe cambiar de los ndcleos a las particulas mixtas, dado que la magnetita es un
material hidréfilo y el chitosan tiene un caracter hidréfobo. Finalmente, otro tipo de
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tecnicas andliticas tratard de confirmar la obtencibn de un material “ mixto”
magnetita/chitosan, y en su capacidad de respuesta a gradientes magnéticos.
3. Evaluacién de la capacidad de vehiculizacién del metotrexato. Se realizara un

estudio de la absorbancia éptica de disoluciones de metotrexato con objeto de
encontrar las condiciones éptimas de trabajo y determinar el coeficiente de absorcién
molar mediante la obtencién de una curva de calibrado. Ademéds, se realizara una
validacion del método espectrofotométrico utilizado. Esto permitira determinar
espectrofotométricamente la capacidad de incorporacién (superficie y matriz) de
farmaco por las particulas compuestas. La utilizacién de técnicas electroforéticas como
complemento de tipo analitico, puede ser una herramienta Gtil en este estudio, ademas

de una aproximacion sumamente original al problema.

4. Ensayos de liberacion in vitro. Se determinard la cantidad de metotrexato
liberada y el proceso de liberacion por parte de particulas compuestas. Se analizaran
las caracteristicas del medio de liberacién, tipo de vehiculizacion de farmaco y
cantidad de fa&rmaco incorporada.

5. “Prueba de concepto”: Andlisis de la influencia que la aplicacion de un campo
magnético externo en la regién diana tiene sobre la biodistribucién in vivo de las
nanoparticulas compuestas (magnetita/chitosan). Este estudio ha sido desarrollado en
un modelo de animales basado en ratones DBA/2 a los que se les ha inducido un

tumor soélido subcutaneo mediante la inoculacion de células tumorales L/2/0.
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3.1. MAGNETITA

En los dltimos tiempos, la Nanotecnologia ha dirigido sus esfuerzos a la
obtencién de nanoparticulas para aplicaciones biomédicas. Dentro de la gran variedad
de nanoparticulas destacan, por sus propiedades quimicas y fisicas, aquellas de
naturaleza inorganica. En concreto, los 6xidos de hierro han centrado numerosas
investigaciones para el desarrollo de aplicaciones biomédicas in vitro e in vivo debido a

sus interesantes caracteristicas magnéticas.

A lo largo de los anos, se han puesto a punto numerosos procedimientos de
sintesis de este tipo de particulas. Métodos fisicos como la deposicién en fase
gaseosa y la litografia de rango electrénico, tienen el inconveniente de su incapacidad
para garantizar la obtencion de un tamario de particula del orden de nanometros. Entre
los métodos secos para la obtencidon de Oxidos de hierro, realizados a elevadas
temperaturas, destacan: la oxidacién de hierro metédlico por agentes oxidantes, la
desproporcién de Oxido ferroso y la descomposicion de diferentes sales férricas o
ferrosas. Sin embargo, son los métodos humedos, los que permiten un mejor control
de la morfologia (forma y tamafio y composicion quimica de las particulas de 6xido de
hierro (Duran y cols., 2008). Estos métodos estan basados en la coprecipitacion de
sales férricas y ferrosas en solucion acuosa, mediante la adicidon de una base. Es
interesante resaltar que con un apropiado control del la composicién del medio
quimico de reaccion (tipo de sal utilizado, la proporcién Fe** / Fe**, pH y fuerza idnica)
se logra definir perfectamente la morfologia y composicién de las nanoparticulas de
oxido de hierro asi obtenidas (Gupta y Gupta, 2005; Tarjat y col., 2003).

Dentro de los diversos tipos de nanoparticulas de 6xido de hierro son de
especial interés las nanoparticulas superparamagnéticas por sus aplicaciones
biomédicas [en la separacién y etiquetado celular (detoxificacion de fluidos biolégicos),
reparacion de tejidos, transporte de farmacos, resonancia magnética de imagen (como
agentes de contraste), hipertermia y magnetofeccién (transporte magnético de genes a
las células diana)] (Duran y col., 2008). Su pequeno tamafo y su gran area superficial
especifica determina la gran susceptibilidad magnética y el comportamiento
superparamagnético de estos materiales (Gupta y Gupta, 2005).
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3.1.1. Metodologia de Sintesis

La magnetita se obtiene mediante un proceso de sintesis basado en la adicién
de una base de dos disoluciones acuosas de sales férrica y ferrosa a una base fuerte
que da lugar a un proceso de co-precipitacion (Massart R., 1981). La reaccién se
realiza mediante: (i) se preparan 40 mL de una disoluciéon 1 mol/L de cloruro férrico
(FeCls)y 10 mL de otra disolucién 2 mol/L de cloruro ferroso (FeCl2) y 2 mol/L de acido
clorhidrico (HCI); (ii) ambas disoluciones se adicionan sobre 500 mL de una solucién
acuosa 0.7 mol/L de amoniaco (NH4OH) simultdneamente y poco a poco, y bajo
agitacion mecanica (700r.p.m.); (iii) las nanoparticulas de magnetita (Fe304) se forman
rapida y espontaneamente; (iv) se mantiene la agitacion durante 1 hora y

posteriormente se elimina el sobrenadante mediente decantacién magnética.

Una vez obtenidas las particulas magnéticas, es necesario asegurar la
estabilidad de las mismas en solucion acuosa. Debemos tener en cuenta que por su
pequeno tamana, las nanoparticulas de magnetita tienden a asociarse en agregados
para mejorar la estabilidad termodinamica del sistema. El tratamiento quimico a
realizar depende del pH de las suspensiones con la que se trabajara. Si el medio es
béasico, las particulas se van a dispersar en una disolucién acuosa 1 mol/L de hidréxido
de tretametilamonio; si el medio con el que se va a trabajar es &acido, como es en
nuestro caso, las particulas se dispersan en una disolucion 2 mol/L de &cido
perclérico. Las particulas obtenidas se dejan durante 12 horas en esta disolucién. A
continuacién, se retiran las nanoparticulas de la disolucién de acido perclérico y se
redispersan en agua bidestilada. En el caso de que se vayan a conservar para una
utilizacién mas tardia se procede a desecarlas en un horno de conveccién a 60 °C *
0.5 (Digitronic, J.P. Selecta s.a.).

3.1.2. Forma y Tamaino

La caracterizacién del tamano de las particulas se realiz6 mediante dos
técnicas analiticas: espectroscopia de correlacién de fotones (“photon correlation
spectroscopy”, PCS Malvern 4700 analyzer, Malvern instruments, Inglaterra) y
microscopia de transmisién de alta reslucion (HRTEM, microscépio electrdnico de alta
reslucién STEM Philips CM20, Holanda). Con respecto a la primera técnica, el angulo
de “scattering” utilizado fue de 60° y se anlizaron suspensiones acuosas diluidas de
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particulas de magnetita (~ 0.1%, p/v). De esta manera se determiné que el tamafno
medio de las particulas de magnetita era 11 + 2 nm (indice de polidispersion: 0.073).

Estos resultados se confirmaron mediante el andlisis de microfotografias
HRTEM. En este caso se prepararon suspensiones acuosas diluidas de magnetita (~
0.1%, p/v) las cuales se sonicaron durante 5 minutos en un bafo de ultrasonidos y a
continuacion, se depositaron sobre una rejilla de cobre con pelicula de fomvar, unas
gotas de esta suspensién. Por ultimo, estas rejillas se secaron a 35 + 0.5 °C en un
horno de conveccidon. Como puede apreciarse en la figura 3.1, las nanoparticulas
presentan un tamafio muy pequefo, en concreto, un diametro de 11 + 3 nm, tal y como

se determind en 150 particulas de magnetita.

Figura 3.1. Microfotografia electronica de transmisidén de alta resolucién de las particulas
de magnetita (Fez0,). Longitud de barra: 100 nm.

3.2. RECUBRIMIENTO POLIMERICO: CHITOSAN

El chitosan es un biopoliaminosacarido obtenido mediante desacetilacion
alcalina de la chitina. Las primeras investigaciones realizadas sobre este polimero
datan de hace dos siglos (Rouget, 1859). Sin embargo, no ha sido hasta los ultimos
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veinte anos cuando ha resurgido el interés en este polimero biodegradable por sus
numerosas e importantes aplicaciones, como en la industria textil, industria
alimentaria, cosmética, biomedicina, agricultura y dietética. Recientemente, el chitosan
esta siendo muy investigado por sus posibilidades en el disefio de formulaciones
farmacéuticas y en el transporte selectivo de farmacos al lugar de accién, por su
capacidad de vehiculizacién de principios activos de muy diversa naturaleza, la
capacidad de controlar la liberacién de éstos y sus propiedades mucoadhesivas. El
chitosan puede obtenerse, como comentaremos, a partir de una fuente natural, y ha
demostrado ser biocompatible y biodegradable (Dodane y Vilivalam, 1998).

El chitosan es un copolimero lineal B-(1-4) de los azlcares 2-acetamino-2-
desoxi-B-D-glucopiranosa y 2-amino-2-desoxi-B-D-glicopiranosa (figura 3.2). Este
polimero se puede obtener facilmente por N-desacetilacién de la chitina, un
polisacarido de origen natural presente en los caparazones de crustaceos, como los
cangrejos o los camarones, y en las micelas fungicas. Con respecto a las micelas
fungicas, la produccion de complejos chitosan — glucanos esta asociada a procesos de
fermentacion, similares a los realizados en la produccién de acido citrico con
Aspergillus niger, Mucor rouxii, y Streptomyces spp., los cuales implican la realizacion
de tratamientos alcalinos. El alcali elimina las proteinas y desacetila la chitina
simultdneamente y, dependiendo de la concentracion de éste, algunos glicanos

solubles también son eliminados.

OH OH OH
NHp NH NH2

Figura 3.2. Estructura de quimica del polimerobiodegradable chitosan.

Actualmente, la principal fuente de chitina y de chitosan son los desechos de
cangrejos y de camarones de las industrias alimentarias de Estados Unidos y Japén, y
de diversas flotas de pesca en el Antartico. El tratamiento de los caparazones de
crustaceos supone, de forma general, la eliminacion de proteinas y la disolucién del

carbonato célcico presente en elevada concentracién en estos caparazones. La chitina
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asi obtenida se desacetila con hidréxido sédico al 40 %, a una temperatura de 120 °C
y durante unas 3 horas. De esta forma se obtiene un 70 % de chitosan desacetilado
(Dodane y Vilivalam, 1998).

La chitina y el chitosan tienen especial interés comercial debido a su riqueza en
nitrégeno, el cual se encuentra en el chitosan en forma de grupos amino primarios
alifaticos. Los derivados del chitosan se obtienen facilmente bajo condiciones suaves y
pueden considerarse como sucedaneos de glucanos.

Casi todas las propiedades funcionales del chitosan dependen de la longitud de
la cadena, la densidad de carga y su distribucién, la formacion de sales y el grado de
desacetilacion. Ademas, el pH al que es utilizado determina las propiedades de este
polimero como sistema de transporte y liberacién de farmacos (Artursson y col., 1994;
Lehry col., 1992; Kotzé y col., 1997; Sabnis y col., 1997; Tengamnuay y col., 1997).

El término chitosan se utiliza para designar una serie de polimeros de chitosan
que presentan diferentes pesos moleculares (50 kDa — 2000 kDa), una viscosidad
variable (< 2000 mPaS) y un grado de desacetilacion entre el 40 % y el 98 %. El
chitosan es una base débil que, de forma general, es insoluble en agua y disolventes
organicos a pHs neutros o alcalinos, y es capaz de formar sales con acidos organicos
e inorganicos como el acido glutamico, el acido hidroclorhidrico, el acido lactico y el
acido acético. Tras disolverse, los grupos amino del polimero se encuentran
protonados y el polisacarido soluble resultante presenta una carga positiva. Las formas
mas comunes de sales de chitosan son el glutamato de chitosan y el cloruro de
chitosan.

Las sales de chitosan son solubles en agua, dependiendo la solubilidad de
éstas del grado de desacetilacion (y, por tanto, el valor de pK, del chitosan) y del pH.
Si el chitosan presenta un grado de desacetilacion bajo (= 40 %), es soluble es
soluciones acuosas de pH < 9, mientras que si presenta un grado de desacetilacion
entorno al 85 %, es soluble solo hasta un pH = 6.5, por ejemplo, soluciones acuosas
de acidos diluidos como el acético o el formico. La solubilidad del chitosan también
esta fuertemente condicionada por la adicién de sales al medio de disolucion, de tal
manera que, cuanto mayor sea la fuerza iénica del medio, menor sera la solubilidad.
La viscosidad de las soluciones de chitosan es mayor, cuanto mayor es la
concentracion de éste en el medio y menor es la temperatura. La viscosidad también

aumenta con el grado de desacetilacion del copolimero. Esto es debido a la
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variabilidad de la configuracién de la molécula en funcion del grado de desacetilacion
de ésta. Si el grado de desacetilacién es elevado, situacién en la que la molécula esta
altamente cargada, el chitosan presenta una conformacién extendida con una cadena
mas flexible. Sin embargo, si la molécula presenta un grado de desacetilacién bajo, el
copolimero presenta una estructura mas compacta o enrollada, debido a su baja carga
eléctrica (lllum, 1998).

A nivel comercial, el chitosan (Sigma-Aldrich, Alemania) se encuentra
disponible en forma de escamas secas, en solucién o en forma de polvo fino. El peso
molecular oscila entre 38 y 2000 kDa, y el grado de desacetilacion entre el 66 y el 95
%. El tamafo de particula, la densidad, la viscosidad, el grado de desacetilacion y el
peso molecular son importantes caracteristicas de este polimero biodegradable y no
toxico, que determinan las propiedades de sus formulaciones farmacéuticas (Sinha y
col., 2004).

3.2.1. Aplicaciones farmacéuticas

Las principales aplicaciones del chitosan en Tecnologia Farmacéutica pueden
resumirse en (Dodane y Vilivalam, 1998; lllum, 1998; Ravi-Kumar, 2000; Sinha y col.,
2004):

e Administracion de farmacos por via oral

La biodisponibilidad de los farmacos por via oral puede ser mejorada mediante
el uso de formas de dosificacibn mucoadhesivas, al lograr incrementarse asi la
residencia del farmaco en el lugar de absorcién. El chitosan posee excelentes
propiedades mucoadhesivas, incluso mejores que otros compuestos como la
hidroxipropilcelulosa y la carboximetilcelulosa. Esta caracteristica del chitosan ha sido
ampliamente utilizada en el desarrollo de formas de dosificacion mucoadhesivas.
Ademas, esta propiedad hace del chitosan un candidato ideal para la liberacién bucal
de principios activos. A nivel oral, el chitosan se ha utilizado en el disefio de
microesferas, microcapsulas, liposomas o microvesiculas como sistemas

transportadores de farmacos.
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Como excipiente, el chitosan ha sido incluido en formulaciones farmacéuticas
para lograr una liberacion sostenida y aumentar la solubilidad de farmacos poco
solubles. La formacion de peliculas mediante entrecruzamiento quimico entre chitosan
y glutamato han sido utilizados en el recubrimiento de pellets y comprimidos en el
desarrollo de sistemas de liberacion modificada de farmacos.

e Administracion de farmacos por via parenteral

Los sistemas transportadores poliméricos biodegradables ofrecen interesantes
ventajas, como por ejemplo, modificar las caracteristicas fisicas de los principios
activos o proteccién de los mismos frente a una rapida metabolizacién, en la liberacion
prolongada de farmacos de bajo peso molecular o macromoléculas. La susceptibilidad
del chitosan a la accién de lisozimas lo hace biodegradable y, de esta manera, un
transportador ideal. Se ha ensayado con éxito la vehiculizacibn de numerosos
principios activos por esta via y, por ejemplo, estudios de inmunogenicidad in vivo
demuestran la ausencia de toxicidad de este polimero.

e Administracion de farmacos por via ocular

La pobre biodisponibilidad de la mayoria de los farmacos administrados a nivel
ocular, implica la necesidad de una frecuente instilacion para conseguir una accién
terapéutica. Se ha investigado el uso de sistemas transportadores basados en el
chitosan para la administraciéon de principios activos por via ocular. Gracias a las
propiedades mucoadhesivas de este polimero, se ve aumentado el tiempo de
residencia de la formulacién en el ojo y, asi, la biodisponibilidad y la duracién de la
accién terapéutica del farmaco administrado. Ademas, se ha comprobado la buena
tolerancia de estas formulaciones y el logro de una liberacién retardada de los

farmacos.

e Administracion de farmacos por via nasal

Para aumentar la biodisponibilidad de principios activos administrados por via
nasal, se han utilizado numerosos potenciadores de la absorcion como agentes
surfactantes, sales biliares o ciclodextrinas. Sin embargo, el uso de estas sustancias
implica también la aparicién de numerosos efectos adversos. Ante esto, diversos
estudios han demostrado la utilidad del chitosan como un sistema seguro y eficaz para
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la administracion nasal de principios activos, s6lo observandose pequefos cambios
estructurales a nivel histolégico, sin ningun tipo de consecuencia téxica en

comparacion con los potenciadores de la absorcién clasicamente utilizados.

e Aplicaciones en terapia génica

El desarrollo de nuevos sistemas transportadores en terapia génica representa
un paso importante para el tratamiento de muchas enfermedades de origen genético.
Una barrera critica a superar para poder lograr una terapia génica eficaz, es la
formulacién de un vehiculo seguro y eficaz. Entre los diferentes sistemas
transportadores de naturaleza no viral, investigados destaca nuevamente el polimero
chitosan. Se han obtenido prometedores resultados en la formacion de complejos
entre DNA y chitosan, los cuales logran unirse a una serie de ligandos especificos de
los receptores de membranas celulares. La entrada del gen terapéutico en el interior
de la célula se produce mediante un proceso de endocitosis mediada por receptores.
Ademas, se ha comprobado la baja toxicidad del chitosan a nivel celular. De esta
manera el polimero permite un transporte eficaz de genes, que carece de la toxicidad
asociada a otros vectores sintéticos.

3.2.2. Metodologia de Sintesis

El procedimiento seguido en la sintesis de las nanoparticulas de chitosan esta
basado en un método de coacervacion que implica la obtencion de las nanoparticulas
poliméricas por precipitacion y entrecruzamiento quimico. La sintesis implica la
solubilizacion del polimero en una solucién acuosa de acido acético diluido a la que se
afade una determinada cantidad de una solucién de sulfato sédico, la cual provoca la
formacién de un derivado insoluble de chitosan que precipita en el medio de la
reaccion (Berthold y col., 1996; Sinha y col., 2004; Arias y col., 2010).

Brevemente, utilizando un ultrasonidos, se preparan 100 mL de una solucién de
acido acético al 2 % (v/v) y de pluronic® F-68 al 1 % (p/v), con una concentracion del
0.25 % (p/v) de chitosan. A esta solucién de polimero se le afiaden, poco a poco (5
mL/min), 25 mL de una solucion de sulfato sodico al 20 % (p/v), bajo agitacion
mecanica (2000 rpm). La formacion de las nanoparticulas de chitosan se produce

instantaneamente conforme se adiciona la solucion de sulfato sédico. Tras finalizar la
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mezcla de las dos soluciones, se mantuvieron las condiciones de agitacion mecéanica
(2000 rpm) durante una hora mas. Como veremos posteriormente, estas son las
condiciones Optimas de sintesis que permiten obtener unas nanoparticulas de
chitosan con el menor tamafo posible y una morfologia adecuada. Posteriormente, la
suspension blanquecina obtenida de particulas poliméricas fue sometida a un
procedimiento de limpieza consistente en repetidos ciclos de centrifugacién (9000 rpm
y 25 minutos, centrifuga de alta velocidad Centrikon T-124, Kontron, Francia) y
redispersidén en agua bidestilada. La suspension de nanoparticulas se consider6 limpia
cuando la conductividad del sobrenadante fue inferior a 10 ps/cm (Conductimeter 525,
crisol).

Para analizar la influencia que la concentracion de la solucién de sulfato
sédico y la velocidad de agitacion tienen en las caracteristicas del material
obtenido (rendimiento, morfologia, y tamafo medio y distribucién de tamafnos), la
sintesis fue repetida: /) en un rango de concentraciones de solucion de sulfato
sbédico del 10 al 30 % (p/v); y ii) utilizando una velocidad de agitacién de 500 a
2000 rpm.

3.2.2. Forma y Tamano

La utilizacibn de ambas variantes (concentracién de sulfato sédico y
velocidad de agitacion) no indujo cambio alguno en el rendimiento de las sintesis
realizadas, ni en la morfologia de las particulas (siempre esférica). Ademas, solo
la velocidad de agitacion demostré ser un pardmetro determinante del tamafo
medio de las nanoparticulas y de la distribucion de tamafios. Puede concluirse del
analisis de los datos de la tabla 3.1 que las condiciones Optimas de la
preparacion de las nanoparticulas de chitosan implican la utilizacién de una
solucién de sulfato sédico con una concentracién del 20 % (p/v) y una velocidad
de agitacion de 2000 rpm. Los datos de tamano que mostramos fueron obtenidos
mediante la técnica PCS anteriormente comentada, y confirmados mediante
analisis de microfotografias HRTEM. Para ello, se utilizaron suspensiones
acuosas de particulas de chitosan con una concentracion de 0.1%, (p/v). Bajo
estas condiciones de sintesis se obtuvo el menor tamano de particula posible
(150 £ 30 nm, indice de polidispersion: 0.062), adecuado para la via de
administracion parenteral (figura 3.3).
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Tabla 3.1. Caracteristicas de las nanoparticulas de chitosan sintetizadas.

Concentracion de la Velocidad de Tamaifo medio
soluciéon Na,SO, agitacion (rpm) (nm)
[% (p/V)]
10 1000 470 £ 140
20 1000 430 £ 130
30 1000 510 £ 110
20 500 880 + 210
20 2000 150 £ 30

Figura 3.3. Microfotografia electronica de transmisién de alta resolucion de las particulas de

chitosan. Longitud de barra: 100 nm.

Los resultados de tamano de particula alcanzados, incluso mejoran los
obtenidos por otros autores que han empleado el mismo procedimiento de
preparacién, pero con otras condiciones (Berthold y col., 1996). Estas son, por lo
tanto, las condiciones de la sintesis de las nanoparticulas de chitosan que
seguiremos en todo este trabajo.
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3.3. PARTICULAS COMPUESTAS

3.3.1. Metodologia de Sintesis

El procedimiento de sintesis que proponemos, esta basado en las condiciones
optimas utilizadas en la sintesis de las nanoparticulas de chitosan, es decir, el método
de obtencién de las particulas compuestas es el de coacervacién. De esta manera,
pretendemos que la precipitacion del polimero ocurra bajo idénticas condiciones a las
descritas en el apartado anterior, pero incorporando en la fase acuosa los nucleos
magneéticos, en suspension. Asi, la formacién de las nanoparticulas de polimero en

presencia de magnetita provoque el recubrimiento de ésta.

En primer lugar, utilizando un ultrasonidos, se preparan 100 mL de una
solucién de &cido acético al 2 % (v/v) y de pluronic® F-68 al 1 % (p/v), con una
concentracion del 0.25 % (p/v) de chitosan. A esta solucion de polimero se le afiade la
magnetita (en proporcion 3/4, magnetita/chitosan) y se homogeniza el medio usando
nuevamente un ultrasonidos. A continuacién se preparan 25 mL de una solucion de
sulfato sédico al 20 % (p/v), que se anade a la solucién anterior de polimero y
magnetita, con una frecuencia de 5ml/minuto y bajo agitacion mecanica (2000 rpm). La
formacion de las nanoparticulas compuestas magnetita/chitosan, se produce
instantaneamente conforme se adiciona la solucién de sulfato sédico, de forma que al
precipitar el polimero, engloba a la magnetita. Tras finalizar la mezcla de las dos
soluciones, se mantuvieron las condiciones de agitacion mecanica (2000 rpm) durante
una hora mas. Se seleccioné la proporcion magnetita/chitosan 3/4, ya que la amplia
experiencia de nuestro grupo de investigacion en la formulacion de coloides
magnéticos compuestos 6xido de hierrro/polimero biodegradable respalda a éstas
como las mejores condiciones de sintesis en cuanto a rendimiento y tamafno (Arias y
col., 2001,2007, 2008).

Los residuos de la sintesis fueron eliminados mediante ciclos consecutivos de
decantacién magnética mediante exposicién a un campo magnético de 400 mT vy
redispersion en agua bidestilada mediante ultrasonidos. Este proceso de limpieza se
di6 por concluido cuando el sobrenadante de la suspension de nanoparticulas era
transparente y su conductividad fue inferior a 10 us/cm (Conductimeter 525, crisol).
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Todos los reactivos quimicos empleados en el trabajo de laboratorio del
presente trabajo de investigacién son de calidad analitica y han sido suministrados
por Panreac (Espafa), excepto la formamida (Carlo Erba, Italia), el pluronic F-68,
el chitosan y el metotrexato (Acofarma, Espana), y el diiodometano, el KOH y la
acetona (Merck, Alemania). El agua utilizada ha sido doblemente destilada y
desionizada en un lecho mixto de intercambio iénico, en cuya salida se encontraba
un filtro de 0.2 ym (Milli-Q Reagent Water System, Millipore, USA).

3.3.2. Forma y tamano

Tal y como se procedié en el caso de los dos tipos de particulas anteriores, el tamario
medio y distribucion fue obtenido mediante la técnica de PCS anteriormente
comentada. De igual forma, estos resultados fueron confirmados mediante el andlisis
de microfotografias HRTEM de la muestra de particulas compuestas
magnetita/chitosan. Para ello, se utilizaron suspensiones acuosas de nanoparticulas
compuestas magnéticas con una concentracién del 0.15 (p/v). El tamafno medio e
indice de polidispersion de nanoparticulas magnetita/chitosan es 270 £ 40 nm y 0.138,
respectivamente, siendo éste un tamano adecuado para la via de administracion
parenteral. Como puede apreciarse en la figura 3.4, los nucleos magnéticos quedan
embebidos dentro de una matriz de polimero biodegradable. Debido a la fusion de la
cubierta de chitosan de las particulas compuestas durante el proceso de preparacion
de las muestras, nos fue imposible obtener una foto de las nanoparticulas aisladas,
con los medios disponibles. Este hecho fue previamente observado durante el analisis
de microfotografias HRTEM de las muestras de nanoparticulas de chitosan puro.
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Figura 3.4. Microfotografia electronica de transmisién de alta resolucion de las particulas

compuestas magnetita/chitosan. Longitud de barra: 200 nm.

3.4. CARACTERIZACION QUIMICA Y
ESTRUCTURAL DE LAS PARTICULAS COLOIDALES
SINTETIZADAS

3.4.1. Difractometria de rayos x

La difractometria de rayos X permite caracterizar la estructura interna de un
cristal y evaluar el tipo de red cristalina que lo caracteriza. A nivel farmacéutico, esta
técnica presenta una serie de aplicaciones que se resumen a continuacion

(Suryanarayanan, 1995):

e Analisis cualitativo de materiales solidos

La difractometria de rayos X es utilizada para la identificacion de estructuras
solidas. Esto es porque cada forma cristalina de un compuesto es Unica, lo que hace
que esta metodologia sea especialmente Util, para la identificacién de las diferentes
formas polimoérficas de un compuesto. El tratamiento de preformulacién de sélidos
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algunas veces genera una estructura no deseada inactiva farmacolégicamente. Es por
ello que es importante confirmar las estructuras cristalinas en cada etapa de una
formulacién durante el proceso de desarrollo. Esta técnica también puede ser utilizada
para identificar las formas solvatadas y no solvatadas (anhidras) de un compuesto si
redes cristalinas de las dos formas son diferentes. Sin embargo, esta técnica tiene una

menor aplicacién en la identificacion de materiales no cristalinos (amorfos).

e @Grado de cristalinidad de sdlidos

Con frecuencia, la difractometria de rayos X, se emplea en la determinacion del
grado de cristalinidad de los productos farmacéuticos, en especial de los polimeros.
Muchos de ellos muestran caracteristicas asociadas a los materiales cristalinos como
por ejemplo la evolucion con el tiempo del calor latente al enfriar el polimero fundido, y
a los materiales no cristalinos, como el patrén de rayos X difuso. Este comportamiento
se puede explicar mediante el modelo de los dos estados. Este modelo indica que los
materiales poliméricos estan constituidos por pequenas, aunque perfectas, regiones
cristalinas (cristalitos) que estan embebidas dentro de una matriz continua. La
metodologia de rayos X asume implicitamente este modelo.

e Cinética de reacciones en estado solido

Es posible caracterizar de forma fiable la cinética con la que transcurren
reacciones en el estado si el patrén de rayos X del reactivo y el producto final de la

reaccién son diferentes.

e Analisis cuantitativo de materiales solidos

Cuando tenemos una mezcla de soélidos cristalinos de interés farmacéutico,
cada uno de los componentes de la mezcla tiene un patrén de difraccidn caracteristico,
independiente del resto de soélidos. Tras realizar las correcciones apropiadas, la
intensidad de los picos de cada uno de los componentes sera proporcional a la
fraccibn de peso de ese componente en la mezcla total. De esta manera, puede
determinarse en qué cantidad se encuentra un determinado producto en una mezcla
se solidos farmacéuticos. Este analisis puede realizarse con un estandar interno o sin

él.
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3.4.1.1. Metodologia experimental

Nos centramos en la aplicacion de la difractrometria de rayos X en el analisis
cualitativo de materiales soélidos, ya que con este fin hemos utilizado esta técnica en

nuestra investigacion.

Para obtener datos reproducibles y fiables, es importante cuidar la preparacion
de la muestra. Los puntos criticos son el tamafo cristalino, la orientaciéon preferida de
la muestra en el soporte y, la coplanaridad de la muestra y el soporte superficial.
Cuando se deposita la muestra pulverizada sobre el soporte de rayos X, la distribucion
de las orientaciones del cristal puede que no se produzca al azar, ocurriendo lo que se
conoce como la distribucion preferida de la muestra. La manera en que la muestra se
deposita sobre el soporte afecta a la orientacion de los cristalitos. Los soportes mas
comunmente utilizados son platos rectangulares de aluminio y de vidrio, que contienen

una ventana rectangular en la que se empaqueta el polvo.

El difractograma de rayos X de los tres tipos de materiales (magnetita, chitosan
y particulas compuestas magnetita/chitosan) se obtuvo empleando el método de
Debye-Scherrer. El dispositivo utilizado fue un difractometro Philips PW 1710
(Holanda) y la longitud de onda fue 1.5405 A (Cu — Ka). La masa empleada de los
materiales fue 0.5 g en todos los casos. Estas muestras se obtuvieron mediante
desecacion de las correspondientes suspensiones acuosas a 35 + 0.5 °C en una
estufa de desecacién con circulacion forzada aire (Digitronic, J.P. Selecta S.A.).

3.4.1.2. Resultados

En al figura 3.5. se recogen los difractogramas obtenidos para la magnetita
(Fes0,), el chitosan y las particulas compuestas (magnetita/chitosan). Al compara
los difractogramas de la magnetita y las particulas compuestas con el de la
“American Society for Testing and materials” (ASTM) de la magnetita (ver figura
insertada en figura 3.5.), se comprueba la perfecta coincidencia de las lineas del
difractograma con las del patrén, lo que permite identificar mediante esta técnica
a este material sintetizado como magnetita y apreciar la elevada cristalinidad de
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ésta, incluso tras ser recubierta por el polimero biodegradable (véase por ejemplo
el pico sefialado con una flecha roja en la figura 3.5.). Las carcteristicas
semicristalinas del chitosan también quedas reflejadas en los difractogramas. Los
picos caracteristicos de este polimero estan presentes en el difractograma de
rayos X de las particulas magnéticas compuestas. Por lo tanto, la difractometria
de rayos X constituye una pruebe cualitativa de la eficacia de metodologia de
sintesis desarrollada para la obtencibn de las particulas magnéticas
magnetita/chitosan.
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Figura 3.5. Difractograma de rayos X de las particulas de magnetita (Fe3;0,) (linea
negra), chitosan (linea azul), y compuestas Fe;O,/chitosan (linea magenta). Figura
insertada: Patron de difraccién de rayos X de la magnetita. La intensidad estd expresada

en unidades normalizadas.
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3.4.2. 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. Como es bien
sabido un gran numero de moléculas organicas de interés farmacéutico, absorben
la radiacién infrarroja en el intervalo de nimeros de onda entre 4000 cm™ y 400
cm™ en energia de vibracién molecular. Esta absorcién es cuantificable y el
espectro aparece en forma de bandas, ya que un cambio simple de energia
vibracional es acompafnado por diversos cambios de energia rotacional. Las
posiciones de las bandas en el espectro de infrarrojos se suelen presentar en
funcién del numero de onda (k). Las intensidades de las bandas pueden
expresarse como transmitancia (T) o absorbancia (A).

Hay dos tipos de vibraciones moleculares (Silverstein y Webster, 1998): la
vibracion de elongacién y la vibracion de flexion. Sélo aquellas vibraciones que
provocan un cambio ritmico en el momento dipolar de la molécula se observan en
el infrarrojo. Esto es debido a que la alternancia del campo eléctrico, producido
por el cambio en la distribucion de cargas que acompana a una vibracién, acopla
la vibracién de la molécula con el campo eléctrico oscilante de la radiacion
electromagnética. En general, los grupos funcionales que tienen un dipolo intenso
dan lugar a absorciones fuertes en el infrarrojo. ElI conjunto de vibraciones
fundamentales (frecuencias de absorcién) raramente se observard 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 nUmero de
bandas (frecuencias fundamentales fuera de la region de 400 a 4000 cm™,
bandas fundamentales demasiado débiles para ser observadas, ausencia de un

cambio en el momento dipolar, etc.).

3.4.2.1. Metodologia experimental y de interpretacion
del espectro

Los tres tipos de muestra analizados (magnetita, chitosan y particulas
compuestas magnetita/chitosan) se obtuvieron mediante desecacion de las
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correspondientes suspensién acuosas a 35 = 0.5 °C en un horno de desecacién por
conveccion (Digitronic, J.P. Selecta S.A.). A continuacién, se toma una pequena
cantidad de la muestra (0.5 — 1.0 mg) y se mezcla con aproximadamente 100 mg
de bromuro potasico pulverizado y seco. La mezcla se realiza en un mortero de
agata y es prensada a 15000 kPa para obtener un disco transparente. Como
consecuencia de este tratamiento, es de esperar la aparicion de bandas en torno
a 3450 cm’ debidas a la humedad que contiene la muestra (Silverstein y
Webster, 1998).

Para la obtencion del interferograma se utiliz6 un espectrémetro 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
superposicion de ambos rayos dara lugar a un patrén 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 variacién da
lugar a un espectro de infrarrojos completo. El paso de esta radiacién a través de
una muestra expone al compuesto a una banda amplia de energias, generandose

un completo espectro de infrarrojos.

No hay reglas establecidas para la interpretacion de espectros de
infrarrojos. Sin embargo existen ciertos requisitos previos a la interpretacién del
espectro (Silverstein y Webster, 1998). El espectro debe tener una resolucion y una
intensidad adecuadas, y debe ser el de un compuesto razonablemente puro. El
espectrofotémetro debe estar calibrado y 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 compuestos enantiomeros. No
es posible realizar un tratamiento preciso de las vibraciones de una molécula
compleja. Por este motivo, el espectro de infrarrojos debe interpretarse a partir de
la comparacion empirica y la extrapolacién a estudios de moléculas sencillas, ya

qgque determinados grupos de atomos dan lugar a bandas de igual o similar
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frecuencia independientemente de la estructura del resto de la molécula. La
persistencia de estas bandas caracteristicas permite la obtenciéon de informacién
estructural, mediante simple inspeccién y referencia a tablas de la absorcién
caracteristica de grupos funcionales. Toda conclusién alcanzada tras examinar
una banda debe confirmarse cuando sea posible mediante el examen de otras
zonas del espectro.

De forma general, en un espectro de infrarrojos se distinguen tres zonas
caracteristicas (Silverstein y Webster, 1998):

= La regién de los grupos funcionales (4000 cm™ a 1300 cm™). Si no hay
absorcién en esta zona podria considerarse que la molécula problema
carece de grupos funcionales.

= La zona de la “huella dactilar’ (1300 cm™ a 900 cm™). La absorcién en
esta regién es Unica y caracteristica para toda especie molecular.

= La regién entre 900 cm™ y 650 cm™'. La ausencia de absorcién en esta

zona generalmente indica una estructura no aromatica.

3.4.2.2. Resultados

En la figura 3.6 se recoge el espectro de infrarrojos de los tres tipos de
particulas. Su andlisis constituye una nueva prueba de la eficacia del
recubrimiento, dado que permite la identificacion de los grupos funcionales del
polimero en las particulas compuestas. Sin embargo, las bandas son menos
intensas como consecuencia de la menor cantidad relativa de polimero presente
en estas particulas compuestas magnetita/chitosan (Arias y cols., 2007). Las
bandas mas representativas han sido identificadas por comparacion con la
bibliografia de referencia (Silverstein y Webster, 1998). En concreto son:

*» A: Banda caracteristica de absorcion correspondiente a la vibracion de
estiramiento de los grupos hidroxilo libres de la molécula. Se localiza a
3446 cm'. Consideramos que a la intensidad total de la banda
contribuye la banda debida a la humedad que adquieren las muestras,

duerante su proceso de manipulacion.
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B: A 2874 cm™ se localiza la banda perteneciente a la vibracion de
estiramiento del enlace C-H de una estructura alcénica ciclica. En
concreto, corresponde a la vibracion de elongacion asimétrica del CH,
(vas CHz).

C: Banda que corresponde a la vibracion molecular del enlace C=0
(1653 cm™).

D: Banda ancha de absorcién que se genera como consecuencia del
solapamiento de diferentes bandas asociadas a varios grupos
moleculares (1294 a 1427 cm™'). Pensamos que a esta absorcion total
contribuye la banda correspondiente a la vibracion molecular de flexiéon
del enlace O-H y la banda correspondiente a la vibracion del enlace C—
H de la misma estructura (un alcohol primario). Ademas, puede estar
incluida la banda correspondiente a vibracion molecular de flexion de

los enlaces C—H de un alcano ciclico.

E: A 1075 cm’', aparece una banda ancha que corresponde a la
vibracion de elongacion y de flexion del grupo C-CO-C, que es
caracteristica de cetonas alifaticas, y que resulta de la vibraciéon de
elongacion y flexién de la cadena C-C-C presente en este grupo.

F: Unica banda ausente en el espectro de las nanoparticulas de

chitosan. Aparece a 591 cm™ y es una banda ancha y relativamente
intensa caracteristica de los 6xidos de hierro (Arias y cols. 2001).
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Figura 3.6. Espectro de infrarrojos de las particulas de magnetita (Fe;O,) (linea negra),

chitosan (linea azul), y compuestas Fe;O,/chitosan (linea magenta).
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IV. Propiedades eléctricas superficiales

Si consideramos una particula sélida esférica de 1 cm de didmetro, su
superficie Sy su volumen Vson 3.14 x 10* m?y 5.24 x 107 m®, respectivamente, y la
relacién 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, provocara que la superficie sea de 15.7 m® y la relacion S/V=3 x 10" m™.
Este sencillo ejemplo explica que la principal contribucién a las propiedades de un
sistema, formado mediante la dispersion de esas N particulas en 1 L de agua, vendra
dada por las superficies e interfases de las particulas. En particular, el estado eléctrico
de la superficie de las particulas puede ser determinante: si cada una de ellas tiene un
potencial superficial de 100 mV (en torno al orden de magnitud tipico de las particulas
coloidales en medio acuoso), la fuerza electrostatica repulsiva entre dos de estas
particulas dispersas en agua y localizadas a una distancia entre superficies de 10 nm
es F*- = 2,12 x 10"2 N. Esta fuerza tiene que compararse con la fuerza de otras
interacciones que deben o pueden existir entre ellas. Asi, su atraccién gravitatoria a la
misma distancia sera F° = 6.3 x 10"° N, si su densidad es 10° Kg/m?; y la atraccién de
van der Waals F"Y = 8 x 10" 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 las principales responsables de las propiedades
macroscopicas de las suspensiones.

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

eléctricas, por poder ser determinadas experimentalmente.

Como describiremos, la electroforesis (al igual que los demas fenémenos
electrocinéticos) constituye una poderosa técnica para obtener informacién directa
sobre el estado eléctrico de la interfase. En este trabajo hemos investigado la
movilidad electroforética (u.) de los tres tipos de particulas (nlacleos magnéticos,
polimero puro y particulas compuestas), como método de evaluaciéon de la calidad y
eficiencia del recubrimiento. Esto es posible dado que el comportamiento eléctrico
superficial de la magnetita y del chitosan son claramente diferentes, como veremos
(Arias y cols., 2007). Por lo tanto, cabe la posibilidad de que una particula de
magnetita recubierta adecuadamente de chitosan se pueda diferenciar de una no
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recubierta, analizando su comportamiento en electroforesis. Idealmente, la particula
compuesta deberia incluso mostrar un potencial zeta idéntico al del latex.

4.1. DESCRIPCION CLASICA DE LA DOBLE CAPA
ELECTRICA.

Admitiremos como un hecho experimental que la mayoria de los sélidos
adquieren una carga eléctrica superficial cuando se dispersan en un disolvente polar,
en particular, en una disolucion de electrolito. Los origenes de esta carga son diversos
(Hunter, 1981, 1987; Lyklema, 1987, 1995):

1. Adsorcién preferente de iones en disolucién. Este es el caso de la
adsorcion de tensioactivo i6nico. Las entidades cargadas deben tener una elevada
afinidad por la superficie, para evitar la repulsién electrostatica por los iones ya
adsorbidos.

2. Adsorcion/desorcién de iones de la red. Un ejemplo tipico son las
particulas de yoduro de plata en disoluciones Ag” o I': los iones de la red cristalina
pueden encontrar facilmente un camino entre los espacios del cristal y pasar a formar

parte de la superficie. Por ello, se denominan iones determinantes del potencial.

3. Disociacion o ionizacion de grupos superficiales. Este es el mecanismo
mediante el que la mayoria de los polimeros adquieren carga. Asi, los grupos acidos
como el sulfato o el carboxilo son responsables de la carga negativa de las redes de
polimero aniodnico. Cuando el pH esta por encima del pK, de disociacion de estos
grupos, la mayoria de ellos estaran ionizados, generando la carga negativa. En el caso
de los 6xidos, los grupos superficiales anféteros MOH pueden generar carga positiva o
negativa, dependiendo del pH; los iones H* y OH" seran, por lo tanto, los iones
determinantes del potencial para los 6xidos.

4. Red de carga incompleta: sustitucion isomérfica. Este es el mecanismo
tipico, casi exclusivo, de adquisicion de carga por los minerales de arcilla: parte de los
cationes Si** y AI** de la estructura ideal son sustituidos por otros iones de menor

carga y, practicamente, el mismo tamarno. Como consecuencia de esto, el cristal podra
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estar cargado negativamente y esta carga estructural habra de ser compensada por
cationes superficiales, facilmente intercambiables en disolucion (van Olphen, 1977).

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 disolucion forman la doble carga
eléctrica (DCE). A pesar de utilizarse la palabra “doble”, su estructura puede ser muy
compleja, no totalmente resuelta en la mayoria de los casos, y puede contener tres o
mas capas, que se extienden a lo largo de distancias variables desde la superficie del
solido.

Cerca de la superficie o sobre ella, se pueden encontrar cargas responsables
de la carga superficial op. En su proximidad inmediata, podrian localizarse los iones
capaces de sufrir adsorcion especifica: la distancia al sélido sera del orden de un radio
ibnico, dado que se puede suponer que han perdido su capa de hidratacion, al menos
en la direccién de la superficie del sélido. Llamemos & a la carga superficial en un
determinado plano de atomos, localizados a una distancia £ desde el sélido (figura
4.1.). 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 = 3 esta libre de
carga, y podemos identificar un condensador cuyas placas son la superficie y el plano

B. Si G es su capacidad especifica (por unidad de area):

(0}
Wo_Wi:FO (4.1)

i

donde y, es el potencial en la superficie del sélido. Los iones responsables de ¥ no
sblo desarrollaran interacciones electrostaticas con la superficie: de hecho, a menudo
superan la repulsiéon eléctrica y son capaces, por ejemplo, de aumentar la carga
positiva de una superficie de caracter ya positivo. Es habitual decir que las
interacciones desconocidas son de naturaleza quimica, a pesar de que este no es,
estrictamente hablando, siempre el caso. Hay una amplia variedad de situaciones,
desde la formacion de uniones quimicas (covalentes) a interacciones mas débiles
como la atraccion de van der Waals, los enlaces por puentes de hidrégeno, las fuerzas
hidréfobas-hidréfilas, etc. (Lyklema, 1987). Debido a la ausencia habitual de
informacion sobre la parte més interna de la atmdsfera idnica, el tratamiento a menudo

no esta exento de hipotesis y suposiciones mas o menos realistas.
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Distancia

o
™
=
o
=
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e b e e e s s

Potencial

...

LS N R I —

Figura 4.1. Representacion esquemética de la distribucion de potencial en una interfase

cargada negativamente.

A partir del plano x = Sy se localizan los iones que s6lo 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 = 3, de acuerdo con la expresion:
o, = J.p(x)dx (4.2)
B

para una interfase plana, o:

oo

_ 1 2
c,= —(a N Bd)z B[r p(r)dr (4.3)
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para una interfase esférica de radio a, siendo r la coordenada radial con origen en el
centro de la particula.

Debido a la electroneutralidad:
6,=-0,—0, (4.4)

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 distribucién volumica de carga que se extiende desde x = 4 se

denomina capa difusa o parte difusa de la doble capa.

2. La regién entre x = 0 y x = 4 se denomina a menudo capa de Stern,
parte interna de la doble capa o parte densa de la doble capa.

3. El plano x = S es el plano interior de Helmholtz (PIH) y a x = S, se le
llama plano exterior de Helmholtz (PEH). ElI PEH identifica el
comienzo de la capa difusa.

La capa difusa puede describirse matematicamente de una manera simple:

la condicién de equilibrio para los iones en esta capa puede escribirse (Russel y
cols., 1989):

—ezVy —k,TVInn, =0, i=1,.,N (4.5)
donde el primer término corresponde a la fuerza electrostatica sobre los iones i
(carga ez, concentracion n) y el segundo es la fuerza termodinamica. La

integracion de la ecuacion 4.5 bajo la condicion », =n’() para w =0, da lugar a la

distribucién de Boltzmann:

n,(F) = n} (o) expl ez, y(F) / k, T]. i=1,.,N (4.6)
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donde n’(~) es la concentracion de los iones i lejos de la particula, kg es la

constante de Boltzmann, y T es la temperatura absoluta. Finalmente, la ecuacién

de Poisson nos dara la relacién entre el potencial y las concentraciones iénicas:

it

{ ez\u(r)} 4.7)

VZ 7Y — — 1 7\ —
W) =-—Lp() - g

rs—0

siendo ¢,.¢g, la permitividad eléctrica del medio de dispersion. La ecuacion 4.7

(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 solucién general a esta ecuacion en

derivadas parciales, excepto en determinados casos, tales como (Dukhin, 1974;
Russel y col., 1989):

a) Una interfase plana, con potencial bajo. En este caso:
Y=y, (4.8)
donde x’ es la longitud de Debye, y claramente es una medida del espesor de la

capa difusa. Su valor es:

1 €, €k,T
K RS A

ZeZ 2 0(00)

Para hacerse una idea de los valores tipicos de «', es util la siguiente
férmula practica para un electrolito 1:1 (N=2, zy =1, 2o = -1) en agua a 25 °C
como disolvente: ¥ = 0.308 ¢ nm, si ¢ es la concentracién molar de electrolito;

Ny = ns =10% Nac para un electrolito 1:1.
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b) Una interfase plana, en un electrolito simétrico z-valente (z; = -z, = z) para

un potencial arbitrario wg:

1+ e “tanh(y, /4
(x)=21n & 1" /%) (4.10)
1—e “tanh(y,/4)
donde y es el potencial adimensional:
zey
= 4.11
y T (4.11)
y puede darse una expresion similar para yj.
c) Una interfase esférica (radio a) a potenciales bajos (aproximacion de
Debye):
y(r) = %(ﬂ)e’“"”’ (4.12)
r

mientras que deben aplicarse soluciones numéricas o expresiones analiticas
aproximadas en otros casos. Esto se ilustra en la figura 4.2., donde se comparan
las ecuaciones 4.9 y 4.10 para la interfase plana; y en la figura 4.3., donde la
solucion aproximada (ecuacion 4.10), se representa junto a resultados numéricos

(Lépez Garcia y col., 1996).
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Potencial (mV)

Figura 4.2. Distribucion del potencial en una interfase plana, calculado mediante la
férmula aproximada de Debye-Hulckel [Ecuacién 4.8, (---)] y el calculo completo [Ecuacion

4.10, (-)] para los valores de yy indicados. Electrolitos monovalentes.
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Potencial adimensional (y)

. . —— .
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
w(r-a)

Figura 4.3. Potencial adimensional en torno a una particula esférica en funcién de
la distancia reducida a la superficie, para electrolitos monovalentes. DH: aproximacion de

Debye-Huckel; NUM: céalculo totalmente numérico (Lépez Garcia y cols., 1996).

4.2. FENOMENOS ELECTROCINETICOS. POTENCIAL
ZETA.

Supongamos que se aplica un campo eléctrico paralelamente a la interfase
sélido/disolucién de la figura 5.1. y que la superficie sélida esta fija en nuestro
sistema de coordenadas. De lo expuesto anteriormente, debe haber quedado
claro que el liquido adyacente al sélido tiene una carga eléctrica neta opuesta a la
de la superficie. Parte de los iones de este liquido probablemente estaran unidos
fuertemente a la superficie mediante fuerzas atractivas de corto alcance y pueden
considerarse inmoviles (esto es una aproximacion; tales iones pueden ser moviles
y, en tal caso, no es raro que su movilidad tenga un valor proximo al del nucleo

de la disolucién); lo mismo se admitira con respecto al liquido en esta regién. Sin
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embargo, los iones y el liquido externo podran ser desplazados por el campo
externo: de hecho la fuerza eléctrica actuara sobre los iones (principalmente
contraiones) y arrastrara liquido en su movimiento. Se producira un movimiento
relativo entre el sélido y el liquido: este es el fundamento del fenédmeno

electrocinético.

El potencial existente en el limite entre las fases moévil e inmdévil es
conocido como potencial electrocinético o potencial zeta (¢). La localizacion
exacta (distancia B en la figura 5.1.) del también llamado plano de cizalladura o
plano de deslizamiento es un tema de investigacién y, de hecho, incluso la
existencia de este plano y del mismo potencial zeta son estrictamente una
abstraccion (Lyklema, 1977), ya que se basan en la aceptacién de que la
viscosidad del medio liquido varia discontinuamente desde un valor infinito en la
capa de Stern, a un valor finito en la atmdésfera 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 verificacion experimental cuantitativa de
tal variacion no es accesible. Como todos los tratamientos del fenémeno
electrocinético se basan en la existencia del potencial zeta, admitiremos el
modelo de la variacién de la viscosidad como razonablemente aceptable. Esto
significa que las técnicas electrocinéticas nos dardn informacién 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 recientes de la teoria de los fendmenos electrocinéticos (Dukhin y
Derjaguin, 1974; Zukoski y Saville, 1986; Mangelsdorf y White, 1990; Mangelsdorf y
White, 1998a,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 accién de campos externos. Este nimero creciente de
parametros a determinar requiere para su estimaciéon una investigacion experimental
bien planificada y, a menudo, experimentos utilizando diferentes técnicas

electrocinéticas.

Los diferentes fendmenos electrocinéticos pueden distinguirse mediante
las fases maovil - inmévil, la naturaleza del campo aplicado y la magnitud que debe
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ser determinada experimentalmente. Comentaremos brevemente la técnica de la

electroforesis, por ser la que hemos empleado en nuestra investigacion.

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

y tiene una permitividad eléctrica mucho menor que la del medio de dispersion.
Por el momento, también aceptaremos que la concentracion de electrolito es muy
baja y que a es también muy pequefo, por lo que se da la siguiente desigualdad
entre el grosor de la doble capa (ecuacion 4.9) y el radio:

K'>>a o ka<<1 (4.13)

es decir, estamos en la aproximacién de la doble capa gruesa (o de Hiickel).
Debido a que la atmoésfera de iones se extiende a lo largo de estas grandes
distancias, la densidad de carga en su interior sera muy pequena y, por lo tanto,
el campo aplicado no provocara casi ningun movimiento de liquido en torno a la

particula. Como resultado, las uUnicas fuerzas que actuaran sobre ésta son las

fuerzas de arrastre de Strokes (17“5) y la electrostatica (F"E). Como la particula se

mueve a velocidad constante (velocidad electroforética, v,), la fuerza neta debe

ser nula:
F, = —6mnav,
HE :Qam
Fg+F,=0 (4.14)

En estas ecuaciones, 7 es la viscosidad del medio de dispersion, y Q es la

carga total superficial de la particula. De la Ecuacion 25:

= 0 =
= E 41
Ve 6mna ~ (4.15)

Si recordamos que el potencial en la superficie (Panofski y Phillips, 1975)
bajo la condicion de la Ecuacion 24 es:
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(a)——2 (4.16)

4me €, a

la identificacion de V(a) con el potencial zeta (¢), da lugar a:
v 2 8”80 Enborf (4.17)
o la movilidad electroforética (u.):
-2 8”80 Entor (4.18)

a la que se conoce como férmula de Hiickel.

Consideremos la situacion opuesta, para la que también existe una

solucion analitica, correspondiente a la doble capa delgada:
K'<<a o ka>>1 (4.19)

En este caso, los iones de la doble capa apantallan la carga superficial en
una distancia corta, lo que significa que, como hemos descrito antes, se pierde la
electroneutralidad en esta region. El campo provocara, por lo tanto, movimientos
del liquido cargado que afectaran al propio movimiento de la particula: la solucién
en este caso es mas complicada pero todavia posible.

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

generara una velocidad del liquido igual a —V,a grandes distancias.
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La figura 4.4. es un esquema de la situacion descrita. Admitiendo la
situacién de doble capa, la velocidad tangencial del liquido a una distancia r de la
superficie de la particula [lo suficientemente grande cuando se compara con el
grosor de la doble capa, pero pequefa cuando se compara con el radio de la
particula (a >> r — a >> ¥)], puede estimarse si se conoce para una interfase
plana, y ademas es mucho mas sencillo que el problema general. De hecho, la
distribucién de la velocidad tangencial del liquido con respecto a una interfase
sélida plana con un potencial igual a { bajo la accion de un campo tangencial E;
es (Hunter, 1981; Lyklema, 1995; Dukhin y Derjaguin, 1974):

V(== - ool (4.20)

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

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

v, =—8’;]ﬁcE, (4.21)
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Figura 4.4. Esquema del flujo de liquido en torno a una particula esférica cargada
negativamente. Lejos de la interfase, el liquido se mueve a una velocidad constante

-9,.

Utilizando la ecuacion 4.21 para cualquier porcion casi plana de la doble

capa de nuestra particula esférica podriamos escribir:

V5(6) === LE, () (4.22)

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

angulo 6 con la direccion del campo, donde el campo tangencial es E,(8).

Teniendo en cuenta que el potencial Sy(7) debido al campo externo en

torno a la esfera viene dado por (Ohshima, 1988; Panofski y Phillips, 1975):

3

E
Sy(F)=—E_rcos— 2‘”‘; COS 00 (4.23)
r
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el campo tangencial sera:

E,(6)=—19Y

3 .
=—=F 4.24
99 .sin ( )

r=a 2

Por otro lado, fuera de la doble capa, la fuerza eléctrica neta sobre el
liquido es cero y, como no se aplica gradiente de presion, el flujo de liquido debe
tener una naturaleza potencial (Landau y Lifshitz, 1959):

V(7)=-Vo(7) (4.25)

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

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

V=0 (4.26)

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

en la superficie de la particula:

V.0

r

=0 (4.27)

r=a

Las ecuaciones 4.26 y 4.27 tienen versiones formalmente idénticas para el
potencial eléctrico:

V3y =0

(4.28)
Vv .oyl,_,=0

por lo tanto, el potencial de velocidad en el exterior de la doble capa debe tener
una dependencia de la posicion similar a la de dy (Ecuacién 34):

3
O0=—V 7 -—LV 7 (4.29)

7

N |—

donde v_es la velocidad uniforme del liquido lejos de la particula (al igual que

E_era el campo externo uniforme). Utilizando las ecuaciones 4.22, 4.24 y 4.29:
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— %g_g = —%Vmsine = VS = _—8’,;]80 €|:— %Emsme} (430)

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

V. =—£’;]ﬁcEw (4.31)

La ecuacion 4.31 es conocida como la ecuacién de Smoluchowski para la

electro6osmosis.

Volviendo al laboratorio, la velocidad electroforética de la particula sera

v, = —8’; “LE, (4.32a)

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

¢ (4.32b)

A partir de toda esta deduccién queda claro que la Ecuacién 43b es valida
para cualquier geometria a condicién de que (Morrison, 1970; Overbeek, 1950):

o La particula dispersa adquiere carga superficial que se compensa
mediante un exceso de carga de signo opuesto en el medio.

o La particula es rigida y de forma arbitraria, con potencial eléctrico

superficial uniforme () con respecto al liquido lejos de la interfase.
o 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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o La particula no es conductora y los efectos de la conductancia
superficial son despreciables.

o La constante dieléctrica y la viscosidad del medio son
independientes de la posicion.

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

la doble capa.

Henry (1931) fue el primer autor que elimind la tercera restriccién anterior, y
resolvié el problema para esferas (también para cilindros infinitos) de cualquier radio a,
es decir, cualquier valor xa, aunque para pequenos potenciales zeta, ya que se acepta
que la ecuacion 4.12 determina la distribucion de potencial en la doble capa en
equilibrio. Restringiéndonos al caso de la esfera, la ecuacién de Henry para particulas

no conductoras es:

I, =%8’n€° ¢f (ka) (4.33)
donde:
f(m):1+(]ia6) —5(‘2"8) o (4.34)

Una férmula aproximada para f(xa) ha sido publicada por Ohshima (1998).

Una contribucion crucial para entender y evaluar la movilidad
electroforética y, en general, la fisica del fendbmeno electrocinético se debié a
Overbeek (1943, 1950). Booth (1948a,b, 1950) también elabord una teoria que
siguid lineas similares, para esferas en ambos casos. Estos autores, fueron los
primeros en considerar que durante la migracion electroforética la doble capa
pierde su simetria original, y se polariza: la distribucién 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
aparicién de los ordenadores s6lo estaban disponibles teorias aproximadas (bajo
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¢, gran xa (Booth, 1948a,b; Overbeek 1943, 1950). Los primeros tratamientos
(numéricos) del problema, vélidos para valores arbitrarios del radio, el potencial
zeta o las concentraciones ionicas, 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 5.5. La validez de la férmula de
Smoluchowski para valores elevados de xa y potenciales zeta de bajos a
moderados es claramente apreciable; también es evidente que el tratamiento de

Henry es valido para un {bajo, independientemente del grosor de la doble capa.

ue(pms'1Ncm'1)

T T T T T T T T ! 1 !
25 30 75 100 125 150 175 200
£ (mV)

Figura 4.5. Movilidad electroforética frente potencial zeta para particulas esféricas de
radio a= 100 nm y para xa= 1, 25 y 100 en disoluciones de KCI. Linea discontinua (---):
ecuacion de Smoluchowski; lineas discontinuas-punteadas (---): formula de Henry (1931);

lineas continuas (-): teoria de O’Brien y White (1978).
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4.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La determinacién de la movilidad electroforética de los tres tipos de
particulas en suspensién (magnetita, chitosan y compuestas) se llevé a cabo a
temperatura ambiente (25 °C) utilizando un dispositivo Malvern Zetasizer 2000
(Malvern Instruments, Inglaterra), cuyo funcionamiento esté 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 es mantenida constante durante las determinaciones (hasta £ 0.2 °C)

utilizando un modulo Peltier.

Las suspensiones estudiadas tienen una concentracion de particulas
aproximada del 0.1 % (p/v). Antes de preparar la suspensién se fijo la
concentracion de electrolito deseada y se ajustd, en su caso, el pH con HCl y
NaOH. Debido a la laboriosidad del ajuste de ciertos pHs, la preparacién de las
suspensiones se realizd6 cuando estos eran estables, ya que las diferentes
particulas habrian estado demasiado tiempo en disolucién antes de medir, con el
consiguiente riesgo para la estabilidad de sus propiedades eléctricas superficiales
(fenédmenos de oxidacion y de degradacion, principalmente) (Arias y cols., 2001;
Plaza y cols., 2002). Las medidas se realizaron tras 24 horas de contacto de las
nanoparticulas con el medio de dispersion a 25 = 0.5 °C y bajo agitacién
mecanica a 50 r.p.m. Antes de medir se comprobd y reajusté el pH, en caso
deque fuera necesario. Los datos presentados son el promedio de doce

determinaciones, cambiando la muestra cada seis.

4.4. RESULTADOS

Debido a que las propiedades de los 6xidos de hierro son extremadamente
sensibles a las variaciones de pH (Plaza y col., 2002), lo cual no es predecible en el
caso del chitosan debido a la naturaleza de los grupos amino responsables de su
carga eléctrica (Arias y col., 2010), analizaremos en primer lugar el 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 4.6. muestra los valores de movilidad electroforética y

potencial zeta en funcién del pH del medio y en presencia de NaCl 10° M.
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Observamos que las nanoparticulas de magnetita presentan un punto isoeléctrico
o pH de potencial zeta cero bien definido en las proximidades del pH = 7, de
forma que a pHs &cidos lo valores de potencial zeta son positivos y a partir de
pH=7 la carga eléctrica superficial es negativa. Sin embargo, en las particulas de
chitosan presentan una carga eléctrica superficial neta positiva en todo el
intervalo de pHs estudiado (de 3 a 9).

Resulta interesante resaltar que las nanoparticulas de chitosan presentan
una carga eléctrica superficial positiva a pesar de que se utilizan iones sulfato
como agentes precipitantes del polimero para la obtencion de las mismas, y de
qgue grupos terminales provenientes de las moléculas terminales disociadas del
agente estabilizador, pluronic® F-68, podrian incorporarse en la superficie del
polimero biodegradable. Esto nos hace pensar que sélo parte de los grupos
amino del polimero son neutralizados durante el proceso de formacion de las

nanoparticulas de chitosan (Arias y col., 2010).
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Figura 4.6. Movilidad electroforética (u.) (a) y potencial zeta () (b) de las particulas de
magnetita (m), chitosan (e) y compuestas magnetita/chitosan (o) en funcion del pH, en

presencia de NaCl 10 M.

Las diferencias entre el comportamiento electrocinético de los nucleos
magnéticos y el polimero convierten a la electroforesis en una herramienta muy
util para comprobar cualitativamente la eficacia del recubrimiento. De hecho, la
figura 4.6. muestra claramente que las particulas compuestas presentan un
comportamiento muy similar a las de chitosan s6lo. Por lo tanto, puede afirmarse

que el recubrimiento polimérico oculta eficazmente el nicleo magnético, haciendo
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que la superficie de las nanoparticulas compuestas magnetita/chitosan, sea casi
indistinguible de la de las nanoparticulas de polimero.

Para confirmar estos resultados, realizamos la determinacién del potencial
zeta en funcién de la concentracién de NaCl a pH natural (= 4), siguiendo la
misma metodologia. Los resultados de este andlisis se representan en la figura
4.7., y de nuevo la electrosimilitud entre el polimero y las nanoparticulas
compuestas magnetita/chitosan; y las diferencias con respecto a la magnetita.
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Figura 4.7. Movilidad electroforética (u.) (a) y potencial zeta (¢) (b) de las particulas de
magnetita (m), chitosan (e) y compuestas magnetita/chitosan (o) en funcion de la

concentracion de NaCl a pH natural (pH = 5).
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V. Propiedades termodinamicas superficiales

En este capitulo pretendemos describir la metodologia de identificacion y la
cuantificacién de las interacciones en la interfase particula/medio acuoso, usando una
teoria termodinamica de la tension superficial o energia libre de los sélidos. Con este
objetivo usaremos un modelo termodinamico que incluye las interacciones de van der
Waals y &cido-base entre las nanopatrticulas, o entre ellas y el medio de dispersién. El
modelo permite caracterizar el sélido mediante tres componentes de su energia libre
superficial: %" (Lifshitz-van der Waals, representativa de las interacciones no polares

+

o dispersivas de la interfase), %" (aceptor de electrones o0 acido de Lewis) y %
(donante de electrones o base de Lewis). Estas dos ultimas contribuciones (polares)
contienen informacién sobre interacciones de corto alcance, a las que se suele llamar
fuerzas de solvatacion, estructurales o, en caso de medio acuoso, fuerzas de

hidratacién.

De esta manera, podemos estimar la importancia de las contribuciones no
electrostaticas al balance total de la energia de interaccion entre las particulas de los
sistemas analizados. Para ello, se utilizaran los datos experimentales de los angulos
de contacto formados por liquidos seleccionados con nuestros tres tipos de sistemas
(nacleo magnético, recubrimiento polimérico y particula compuesta). Ademas, se
prestara especial atencién al andlisis comparativo de la energia libre superficial de los
diferentes tipos de materiales puros: magnetita, chitosan y nanoparticula compuesta
magnetita/chitosan.

5.1. INTERACCIONES SUPERFICIALES.

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

significativos. De entre ellas, vamos a considerar como mas significativas dos:
J Las interacciones dispersivas, denominadas asi debido a su relacién

con fenédmenos de dispersion de luz en el visible y ultravioleta. Son también conocidas
como interacciones electrodinamicas o Lifshitz-van der Waals (LW) y estaran siempre
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presentes, al igual que sucede con la interaccion gravitatoria. EI modelo clasico DLVO
(Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) las considera, junto con la interaccion
electrostatica, responsables de la energia total de interaccion entre particulas.

J Otras interacciones no dispersivas (fuerzas de solvatacion, estructurales
y de hidratacion) denominadas en general, interacciones no-DLVO: electrén-
donante/electron-aceptor, o acido-base de Lewis (AB). El modelo teérico que nos
permitird analizarlas es el desarrollado por van Oss y col. (1986).

5.1.1. 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 interaccién de van
der Waals. Mas adelante, numerosos investigadores analizaron la naturaleza de esta
forma de interaccién. Segun Keesom (1921), Debye (1921) y London (1930). Segun
estos autores, cuando dos d&tomos o moléculas se encuentran en el vacio, se pueden

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

o Interacciones entre dipolos permanentes o fuerzas de orientacién,

descritas por Keesom. La energia es proporcional a la cuarta potencia del momento

dipolar (u):

4
=t (5.1)
kTl

Keesom

siendo kg la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta y / la distancia
interatomica (Overbeek, 1952).

J Interacciones entre dipolos permanentes y dipolos inducidos en otros
atomos o moléculas (fuerzas de induccion de Debye). La energia de Debye es

proporcional a la polarizabilidad (@) y al cuadrado del momento dipolar (x):

__on® (5.2)

Debye - l 6
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o Interacciones producidas entre dipolos instantaneos originados por
fluctuaciones de carga eléctrica y dipolos inducidos (fuerzas de dispersién de London).
La energia de London es proporcional a la energia caracteristica (hv) y al cuadrado de

la polarizabilidad (&):

2
__3a°hv (5.3)

VLondon - 4 16

Como vemos, el conjunto de estas fuerzas dispersivas entre atomos o
pequefas moléculas disminuye muy rapidamente con la distancia entre particulas
(), dada su dependencia con /° en el vacio.

Las interacciones de London son universales y aparecen entre cualquier
par de atomos o moléculas en fase condensada (Fowkes, 1963), siendo en este
caso su contribucion muy superior a las de Keesom y Debye, que requieren que
haya dipolos permanentes (Fowkes y Mostaza, 1978). En efecto, Chaudhury y
Good (1983) demostraron que, macroscopicamente, las interacciones en fase
condensada son principalmente de dispersién (London-van der Waals), siendo la
contribucién neta de las otras dos formas del orden del 2 — 3 % del total de la
energia de interaccion dispersiva. En todo caso, se ha demostrado, usando el
planteamiento de Lifshitz (1955), que para sistemas macroscépicos las
interacciones van der Waals-Keesom y van der Waals-Debye se pueden tratar de
igual forma que las interacciones van der Waals-London (Chaudhury y Good,
1983). Por eso, todas ellas se pueden agrupar dentro del conjunto de
interacciones electrodindmicas, denominadas genéricamente interacciones
Lifshitz-van der Waals (LW).

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

estas interacciones son:
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" Pueden ser efectivas entre 0.2 y 10 nm de distancia.

" Pueden ser tanto atractivas como repulsivas: en general son atractivas,
pero (como ya indicé Hamaker) para particulas de materiales diferentes

inmersas en un liquido, pueden ser repulsivas.

. Son fuerzas no aditivas, pues la interaccion dispersiva entre dos
sistemas fisicos se ve afectada por la presencia de otros cercanos.

Matematicamente, es posible obtener mediante un término global, Ila
contribucién a la tension superficial de todas las interacciones de tipo dispersivo. Se
realiza mediante la teoria de Lifshitz de la atraccion 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 tensién superficial o energia

libre superficial asociada a estas interacciones.

5.1.2. Interacciones no-DLVO.

Existen una serie de fendbmenos, relacionados con la estabilidad coloidal, que
no se pueden explicar s6lo mediante la interaccién electrostatica entre dobles capas
eléctricas y las fuerzas de van der Waals, como por ejemplo, el hinchamiento
espontaneo de arcillas secas cuando estan en contacto con agua (Van Olphen, 1977).
Como 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 investigacién se han encontrado comportamientos similares en
suspensiones de sulfato de zinc (Duran y col., 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 col., 1992; Pashley, 1992).

Por este motivo, ha sido necesario incluir las denominadas fuerzas no-DLVO
(cuyo alcance es del orden de pocos nanémetros), entre las que se incluyen la
repulsién “hidréfila”, la atraccion “hidrofoba”, los enlaces de hidrégeno, los enlaces 7, o
la presion osmética en suspensiones muy concentradas de polimeros. De todo este
conjunto de fuerzas, las mas conocidas son las que tienen su origen en la solvatacion

de las superficies (por lo que se denominan “estructurales”), pudiendo ser atractivas
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(efecto “hidrofobo”), repulsivas (efecto “hidréfilo”) e incluso oscilatorias. Son
interacciones de tipo polar y pueden llegar incluso a alcanzar un valor dos érdenes de
magnitud superior a las interacciones EL y LW. Analizaremos a continuacion los
aspectos fisicos fundamentales de estas fuerzas no-DLVO.

A diferencia de las teorias sobre las fuerzas de van der Waals y de interaccion
entre dobles capas, que son teorias del continuo basadas en las propiedades
macroscopicas del medio liquido (por ejemplo, su constante dieléctrica, densidad o
indice de refraccion), las fuerzas no-DLVO actian a pequenas distancias de la
interfase, y los valores de estas magnitudes son diferentes de los que adquieren en el
seno del liquido. Por tanto, el potencial de interaccion entre moléculas situadas a esas
distancias, puede ser muy distinto del esperado en teorias del continuo. Asi, la
densidad en el caso de los liquidos contenidos entre dos paredes muy préximas entre
si es oscilatoria, con una periodicidad del orden de magnitud del tamafio molecular
(Israelachivili, 1991).

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 vendra determinada principalmente por la geometria de las moléculas y por
su capacidad de empaquetamiento. Cuando las interfases presentes son liquido —
liquido o solido — liquido se producen claras oscilaciones de densidad, pero en el caso
de una interfase liquido — vapor tales oscilaciones no existen (Israelachivili, 1991).

Si se trata de dos interfases separadas una distancia determinada, el efecto es
aun mas notable. Sélo 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 (Christenson, 1988;
Christenson y Horn, 1985; Horn e Israelachivili, 1981).

Esta situacion se complica mas en los sistemas fisicos reales en los que las
moléculas de liquido no son esféricas, interaccionan mediante potenciales anisétropos
y, ademas, las interfases no son estrictamente lisas desde un punto de vista atdmico.
Cuando se da una interaccién atractiva entre la superficie y las moléculas de liquido
adyacentes, el empaquetamiento molecular descrito serd mas denso y la fuerza
resultante entre las fases sélidas, aunque oscilatoria, tiene una componente repulsiva

de largo alcance. Por el contrario, si la interaccion superficie — liquido es mas débil que
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la interaccion liquido — liquido, la fuerza de solvatacion oscilatoria tiene una

componente mondétona atractiva.

La capacidad del agua para formar enlaces de hidrogeno, parece estar
relacionada con las repulsiones hidréfilas y las atracciones hidr6fobas. En el primer
caso, la intensidad de la repulsién vendria dada por la energia necesaria para romper
los enlaces entre las moléculas de agua y la superficie solida. De igual forma, si la
superficie es hidréfoba, el enlace de hidrégeno entre la misma y las moléculas de agua
serd muy débil o 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 region donde
se da esta restriccion, produciéndose asi una reduccién de la energia libre superficial
del sistema y una atraccion neta entre las superficies sélidas.

A la componente de la tensién superficial de estas interacciones no dispersivas,

se le engloba en un término general denominado acido-base ().

5.1.3. Contribuciones a la energia libre superficial.
Teoria de van Oss, Good y col.

Para poder predecir el valor que adquieren las interacciones ya descritas
[Lifshitz-van der Waals (LW) y &cido-base (AB)] es necesario hacer previamente una
caracterizacién termodinamica superficial. Para ello, consideraremos el proceso
reversible de acercar dos sistemas fisicos en el vacio, formados por un sdélido o
liquido, 7, hasta formar una fase continua (entran en contacto superficies iguales
unitarias) (Good, 1993). Se denomina energia libre de cohesion (AGc 1) a la variacién
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 7 () de la forma:
AGC,I = _WC,I =-2Y, (5.4)

indicando el factor 2 que al unir las dos superficies de los sistemas fisicos
desaparecen dos interfases.
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Si se considera un proceso también reversible, igual al anterior, pero con dos
sistemas fisicos de materiales diferentes, 7y 2, se habla de adhesion, siendo 4Ga 12 la
energia libre de adhesién y W, el trabajo de adhesion. En este caso, se destruyen
las interfases 1 — vacio y 2 — vacio, pero se crea la 7 — 2. Se define entonces la

tensién interfacial (742) mediante la ecuacién:

AGA,IZ = _WA,IZ =Y —N ", (5.5)

conocida como ecuacién de Dupré (Adamson, 1982).

Cuando se unen dos sistemas fisicos como los descritos, de materiales
diferentes 7y 3, en un medio liquido 2; desaparecen las interfases 1-2y 3-2,y
se crea la interfase 1 — 3, con lo que la ecuacion de Dupré queda de la forma:

AGm =Y~ Y2 Vs (5.6)

Esa variacién de energia libre sera una medida de la energia de
interaccion entre los sistemas 7y 3 en el medio 2. Si 1y 3 son el mismo material,
1, en el medio 2

AG,, =2y, (5.7)

Este es el caso de la interaccion entre particulas idénticas en suspensién
en un medio liquido.

La energia libre interfacial esta relacionada con las fuerzas de interaccién
que las superficies de las fases 7y 2 se ejercen entre si (cohesién) 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.
Las investigaciones sobre la tension superficial y sus componentes han
sido realizadas principalmentepor van Oss y col. (van Oss, 1993, 1994; van Oss

y Good, 1989; van Oss y col.,, 1986, 1987a,b, 1988a,b). La ecuacién que
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constituye la base para el desarrollo de su modelo es la que expresa la tensién
superficial total de cualquier fase, como suma de dos contribuciones o
componentes, que son las asociadas a interacciones Lifshitz-van der Waals (LW)
y acido-base (AB):

Y=Y Y (5.8)

El siguiente paso es postular una regla de combinacién para calcular la
contribucién del caracter acido y basico a las energias libres de adhesién a través
de la interfase o a la energia interna de cohesion de una fase.

La ecuacion 5.8 se puede hacer extensiva a la energia libre de la interfase
1/2:

Yo =Y5 +Y (5.9)

A continuacion, se expresarda matematicamente cada uno de los dos
sumandos de la tension superficial de la ecuacion 5.9. Utilizando la regla de Good

y Girifalco (1960), el primer término 7:,-" queda de la forma:

v = [ T =y ey (5.10)

La obtencién del segundo sumando (7;2°°)

no puede hacerse mediante la
regla anterior, pues como ya indicé Fowkes (van Oss, 1994) no es aplicable a las
interacciones AB, que son esencialmente asimétricas. Se postula entonces, y
esta es la contribucién esencial de estos autores, la siguiente regla de

combinacién para la componente AB de la tensién interfacial:

TR N PN v v v H| N S b Nl v RO RY

donde %" y ¥ representan, respectivamente, la contribucion electrén-aceptor
(4cido de Lewis) y electron-donante (base de Lewis) a la tension superficial de la
fase i. La Ecuacion 56 para una fase queda de la forma:
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v =29 (5.12)
Sustituyendo la Ecuacién 5.12 en la Ecuacién 5.8:
N=N AN (5.13)

Sustituyendo las Ecuaciones 5.10 y 5.11 en la ecuacion 5.9, y teniendo en
consideracion la ecuacién 5.13, se obtiene:

o=+ 1 -2 ) -2y ) - 2yl (5.14)
que expresa la tensién interfacial entre las fases 7y 2.

Es usual hacer una clasificacién 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 (acido o base) es
despreciable o nula frente a la otra. Y finalmente, apolares si se anulan ambas

componentes.

Como se puede observar, si una sustancia es monopolar, no existe el
término %® y la tensién superficial total (%) es entonces igual al término LW. No
obstante, tales sustancias pueden interaccionar fuertemente con materiales
bipolares y materiales monopolares de polaridad opuesta, a pesar de la aparente

naturaleza apolar de su tensién superficial.

Ambas interacciones LW y AB entre dos cuerpos idénticos o entre dos
diferentes en el vacio, son siempre atractivas. No obstante, cuando estan
inmersos en un liquido, puede surgir una interaccion repulsiva. Con respecto a la
interaccion LW, solamente aquella que tiene lugar entre dos materiales diferentes
1y 3, inmersos en un liquido 2, puede ser repulsiva (Derjaguin, 1954; Fowkes,
1963; Hamaker, 1937; Visser, 1972), siempre que la componente apolar del
liquido (2"Y) cumpla: #™ <p"" < %"V (Neumann y col., 1979; van Oss y col.,
1988a).
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En cuanto a la componente AB, la interaccion neta entre dos cuerpos
polares en un medio liquido puede ser repulsiva, siempre y cuando los dos
cuerpos sean del mismo material y se verifique que los valores de ¥ y ¥ del
liquido estén comprendidos entre los valores de ¥ y y del material polar (van
Oss, 1994).

El punto importante que queremos resaltar por su significaciéon en la
determinacion de la energia total de interaccion entre dos particulas coloidales,
es que el conocimiento de ™" y x* para las fases implicadas permite calcular
dicha energia. En efecto, la energia libre de interaccion (por unidad de superficie)

entre dos particulas de material 7 inmersas en la fase 2 sera:

AGy, =21, =264 7 | —alfv e - ) 6.15)

Noétese que un valor positivo de AGj,; implicaria una repulsién neta entre

las superficies (presion de hidratacion o interaccion hidrdfila). Teniendo en cuenta
que AGJ| es siempre negativo, el caracter atractivo o repulsivo de la interaccion,
representado por el valor de A4G.i, dependera de la contribucion écido-base
AG.?. En medio acuoso, la componente AB de la energia de cohesién del agua,

debido a sus enlaces por puentes de hidrégeno es 102 mdJd/m? valor lo
suficientemente elevado como para imponer un efecto atractivo neto entre

superficies de particulas apolares o débilmente polares (efecto hidréfobo).

En otras ocasiones, como sucede en especial con las superficies
monopolares (y= ¥"; #® = 0, usualmente ¥ =0y ¥ # 0) (van Oss y col., 1988a),
el elevado valor del caracter basico de estas superficies las hace muy hidroéfilas,
existiendo fuertes interacciones repulsivas (presion de hidrataciéon) por la

1/2

presencia del factor (7 %")"'“ y, por lo tanto se verifica que ‘AG{;ﬂ >‘AG1L2V1V‘ .

Desde este punto de vista, el modelo de van Oss propone una
interpretacién de las interacciones de solvatacion, por lo que, dichas
interacciones tienen su origen en intercambios AB (acido — base de Lewis) entre
la superficie de las particulas dispersas y el medio de dispersion, generalmente
agua. En ambos casos, la componente AB del cambio de energia libre de Gibbs
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asociado a dicha interaccion, seria la fuerza termodinamica responsable de la

misma.

5.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

La tensién 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. En el caso de los sélidos, es necesario recurrir a medidas de otras
magnitudes para poder obtener a partir de ellas los valores de las tensiones
superficiales. Junto con la técnica de penetracion de liquidos en capa fina, la
técnica de medida de angulos de contacto es la mas importante y habitual.
Ambas han sido descritas con detalle en trabajos anteriores (Chibowski y col.,
1993; Durédn y col., 1994, 1995). En este trabajo nos centramos en una breve
descripcién de la técnica de medida de angulos de contacto, ya que es la utilizada

en nuestra investigacion.

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 (6) entre la fase liquida y la gaseosa
que la rodea (interfase liquido — gas), se obtendran los valores de las
componentes de la tensién superficial del sélido. La aplicacién de este método
esta restringida a los casos en los que la superficie del sélido sea plana,
homogénea y rigida a escala macroscoépica.

La definicion termodinamica del angulo de contacto viene dada por la
ecuacion de Young. Para una superficie sélida, sobre la que se deposita una gota

de liquido puro, el angulo de contacto de equilibrio es una magnitud Unica que
cumple la ecuacion de Young (Neumann y col., 1972):

Yor = Vs =Y, 086 (5.16)
donde v, %L Y % son, respectivamente, las tensiones interfaciales sélido — vapor
y sélido — liquido, y la tension superficial del liquido. La Ecuaciéon 61 se puede
escribir de la forma:

Ys =Y T Y1 COSG+7te (5.17)
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donde % es la tension superficial del sélido y 7, es la presiéon superficial (film

pressure), definida por:

=Y VYo (5.18)

esto es, la presion bidimensional que ejerce el vapor adsorbido sobre la superficie
sélida. En el caso de que % sea superior a ), esta adsorcion provoca una
disminuciéon de la tension superficial del sélido, hasta alcanzar, en caso de
saturacién, el valor de la tensién superficial del liquido (Janczuk y col., 1987,
1989).

Bajo estas condiciones limite, 7. = % — % (Janczuk y col., 1989). En el
caso contrario, que corresponde generalmente a sélidos de poca energia
superficial como los utilizados en este trabajo, 7, es despreciable y la ecuacién

de Young se puede escribir:

Ys =Y 7, cos© (519)

Un factor importante a considerar en las medidas de angulo de contacto es
el fenobmeno de histéresis. Cuando una gota de liquido se deposita sobre la
superficie de un sélido 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 6, (avance) y 6. (retroceso). Se verifica que 6, es
siempre inferior a 8,. Este fendmeno puede dificultar la estimacién del verdadero
angulo de contacto, pues existe una gran dependencia entre la amplitud de la
histéresis y el volumen de la gota utilizado. Este efecto se puede minimizar
disminuyendo el volumen de la gota de liquido.

Good (1977) justifica el fendmeno de la histéresis como una consecuencia
de la heterogeneidad de la superficie: los angulos de avance supondrian una
interaccion 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
sélido, causada por la presion superficial asociada a la adsorcién del vapor del
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liquido utilizado (Chibowski y Gonzalez-Caballero, 1993). Nuestras medidas

experimentales se han realizado sobre el angulo de avance.

Una vez medidos los angulos de contacto es posible determinar las
componentes de la energia superficial del sélido. Sustituyendo en la ecuacién

5.19 el valor de . dado por la ecuacion 5.14, se obtiene:

VY + 2 vy, + 24 v5Ys =7, (1+ cos8) (5.20)

Midiendo los angulos de contacto formados por tres liquidos diferentes, de
los que se conocen las componentes de su tensidén superficial, se puede
establecer un sistema de tres ecuaciones como la ecuaciéon 5.20 con la que
calcular los valores de las componentes del sélido. Por lo general, se suelen
utilizar dos liquidos polares y uno apolar.

El anélisis termodinamico superficial se ha realizado en los tres tipos de
particulas sintetizadas: nucleo magnético (magnetita), polimero biodegradable
(chitosan) y particulas compuestas (magnetita/chitosan). Los liquidos empleados
son: diiodometano (Merck, Alemania), agua bidestilada (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 5.1., donde se
especifican los valores de las componentes de la tension superficial de los liquidos de
prueba utilizados (van Oss y Good, 1989).

Tabla 5.1. Componentes de la tensién superficial (mJ/m?) a 20 °C de los liquidos

utilizados en el experimento de medida del &ngulo de contacto, en y a 20 °C.

Liquido a 7 7 y
Agua 21.8 25.5 25.5 72.8
Formamida 39.0 2.28 39.6 58.0
Diiodometano 43.6 0.0 0.0 43.6

La medida de los angulos de contacto se ha realizado a 25.0 + 0.5 °C utilizando
un telegoniometro Ramé-Hart 100-0.7-00 (USA) para observar las gotas de liquido
depositadas sobre un sélido. Este aparato dispone de un conjunto de tornillos
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micrométricos que permiten los desplazamientos verticales y horizontales del sustrato,
asi como de un limbo graduado para la medida del angulo con una precision de * 1°.
El uso de una microjeringa Gilson permite controlar el volumen de la gota depositada
entre 2 y 4 uL. La superficie del sélido a estudiar se obtuvo por compresién del
material seco en una prensa hidraulica Spepac a una presion fijada de 148 MPa
durante 5 minutos. Los comprimidos obtenidos tenian un radio de 1.3 cm.

5.3. RESULTADOS

El objetivo de este estudio es obtener una nueva prueba de la eficacia del
recubrimiento de los nucleos de magnetita por el polimero biodegradable chitosan. La
caracterizacién de las propiedades termodinamicas 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 figura 5.1 se recogen los valores de angulo de contacto promedio de 12
determinaciones realizadas midiendo sobre una nueva gota después de cada dos
medidas. Los resultados ponen de manifiesto la existencia de diferencias significativas
entre los tres tipos de particulas.
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Figura 5.1. Angulos de contacto (grados) de los liquidos utilizados en las determinaciones en

comprimido con magnetita, chitosan y particulas compuestas magnetita/chitosan.

5.3.1. Componentes de la energia libre superficial

Los componentes de la energia libre superficial (3™, %", %) de los tres tipos
de particulas constituyen un grupo de magnitudes fisicas que pueden ser analizadas
para demostrar la eficiencia del recubrimiento. Los valores de estas componentes
(figura 5.2) confirman en gran medida nuestras estimaciones basadas en las
propiedades electrocinéticas, en particular, para cualquier componente considerado,
sus valores para las particulas compuestas son similares a los del polimero. La
componente Lifshitz-van der Waals es la menos afectada por el tratamiento superficial,
como suele ser habitual (Plaza y cols., 1998). Respecto a la componente electrdn-
aceptor (3%"), a pesar de ser pequefa en los tres casos, adquiere valores menores
para el chitosan y para las particulas compuestas.

En concreto, 0.511 mJ/m? y 0.216 mJ/m? respectivamente, frente a 0.766
mJ/m? en el caso de los nlcleos de magnetita. La contribucién electrén-donante (")

presenta un valor elevado en la magnetita, mucho mayor que el encontrado para
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polimero y para las particulas magnetita/chitosan. El elevado valor de esta ultima
componente en el caso de la magnetita confirma su caracter monopolar electron-
donante, en el sentido dado al término por van Oss: puede tener interacciones acido —
base con fases de cualquier polaridad (, 7, o ambas, diferentes de cero) pero las
fuerzas AB no contribuyen a su energia libre de cohesion. Debemos decir que es
bastante general el comportamiento monopolar en los materiales inorganicos (Duran y
col., 1994, 1995; Chibowski, 1992; Chibowski y Holysz, 1992), si bien Janczuk y col.,
(1989, 1993) han encontrado un caracter bipolar en la calconita y la galena.

60
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= 301 T
E
2 201 T

10 -
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Magnetita Chitosan Magnetita/Chitosan

Figura 5.2. Componentes de la energia libre superficial (%LW, 16", %) de los tres tipos de

particulas: magnetita (FesO,), chitosan, y compuestas magnetita/chitosan

Al igual que ocurre con la caracterizacion electrocinética de las particulas, el
analisis termodinamico de estas sugiere que el recubrimiento es completo, ya que las
componentes de % de las particulas compuestas magnetita/chitosan son similares a

las correspondientes al polimero puro.
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5.3.2. Analisis de la naturaleza hidroéfila’/hidrofoba

Las interacciones implicadas en la determinacion de la energia libre superficial
de los sélidos se manifiestan en fendbmenos como la agregacion de particulas en
suspension o su adhesiéon a diferentes sustratos. La idea que subyace a nuestro
estudio es que las metodologias empleadas, junto con su base teorica, permiten, por
un lado, especificar completamente la componente LW de la energia de interaccion
entre particulas dispersas (contemplada, junto con la repulsién electrostatica entre
dobles capas, en la teoria clasica DLVO), y, por otro lado, cuantificar igualmente las
contribuciones no-DLVO a la energia total, que se relacionan con la componente AB
de la tensién superficial tanto del sélido en suspension como del liquido.

Consideramos aqui la importancia de los términos LWy AB de la energia de
interaccion entre las particulas descritas en este trabajo (fase 7) en medio acuoso
(fase 2):

AG,,, = AGL + AG?P (5.21)

Haciendo uso de la ecuacion 5.15, pueden obtenerse los valores de AGS)

y AGSY que se muestran en la tabla 5.2, en la que se puede observar que para la

magnetita, el intercambio energético debido a la componente LW es bastante
menor que el asociado a la componente AB, siendo, ademas, negativo. Por tanto,
la variacion de la energia libre de interaccion total es debida, principalmente, a la
componente AB (Plaza y col., 1998). El hecho de que sea positiva la contribucion AB,
en el caso de la magnetita, indica que su naturaleza fuertemente monopolar provoca
una significativa repulsién entre las particulas. La interaccion LW, debida a la
contribucién apolar, siempre atractiva en estos casos, es mucho menos intensa,
provocando por ello un valor neto positivo para 4G;.;. Por el contrario, tanto las
particulas compuestas como el chitosan tienen valores negativos de A4G; (atraccion
hidr6foba), que se anaden a la atraccion de van der Waals (Arias y col., 2007).
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Tabla 5.2. Energia libre de interaccién entre las particulas y sus componentes ABy LW

en medio acuoso.

AGHY AGE AGz
Magnetita -9.245+ 20.376+ 11.131%
Chitosan -7.597+ -14.848+ -22.445+
Compuestas -6.58+ 6.092+ -0.488+

Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se manifiestan en las
caracteristicas hidrofobas/hidréfilas de los materiales estudiados. De acuerdo con van
Oss (1994), puede utilizarse el siguiente criterio para determinar cuando un material
puede considerarse hidrofilo o hidréfobo. Si AG;.; resulta ser negativo, las
interacciones interfaciales favorecen la atracciéon entre si de las particulas, y son
consideradas hidrofobas. La hidrofilia y repulsién, estard asociada a valores
positivos de AG/)". La figura 5.3 muestra los resultados obtenidos para los tres
tipos de particulas. Como puede apreciarse, la naturaleza hidréfila de la
magnetita se pierde, al ser recubierta por el polimero hidréfobo, una clara
indicacién, de nuevo, de que dicho recubrimiento es eficaz.
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Figura 5.3. Valores de 4Gg, s (mJ/m?) y caracter hidréfobo/hidréfilo de los tres tipos de

particulas: magnetita (Fe;O,), chitosan, y compuestas magnetita/chitosan.

5.3.3. Mecanismo termodinamico de formacion de
las nanoparticulas compuestas magnetita/chitosan

La informacién ya descrita sobre las caracteristicas superficiales de los
materiales implicados, permite argumentar el mecanismo por el que la capa polimérica
se deposita sobre la superficie de la magnetita. A partir de los valores de las
componentes de la energia libre superficial de los tres tipos de materiales, puede
calcularse la energia libre de interaccion entre la magnetita (M) y el chitosan (P) en el
medio acuoso (A) (figura 5.2), puede calcularse utilizando la ecuacién de Dupré
(Adamson, 1982):

AGMAP =Vupr —Vma — Vra (5.22)
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donde las energias libres interfaciales se obtienen mediante la ecuacion 5.10 para
cada par de interfases involucradas. El resultado del calculo de la ecuacién de Dupré
es -4.9 £ 0.7 md/m2 Esto significa que las interacciones acido-base y de van der
Waals entre la magnetita y el chitosan son netamente atractivas. Es decir,

termodindmicamente hablando es més favorable para el chitosan permanecer en
contacto con la magnetita antes que estar aislado en el medio acuoso (Arias y cols.
2001).
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VI. Evaluacion de las 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 nacleo. El electrdn, siendo una carga en movimiento, puede ser
considerado como una pequefia espira de corriente que genera un campo magnético
muy pequeno y tiene un momento magnético a lo largo de su eje de rotacion. El otro
momento magnético se origina del espin del electrén y, por tanto, el momento
magnético neto de un atomo es justamente la suma de los momentos magnéticos de
cada uno de los electrones constituyentes, incluyendo tanto las contribuciones
orbitales como de espin y tomando en consideracion la cancelacién 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).

El diamagnetismo es una forma muy débil de magnetismo que no es
permanente y persiste s6lo mientras el campo externo esté presente. Esta 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
susceptibilidad magnética () es negativa. Recuérdense las ecuaciones de estas
magnitudes: la susceptibilidad y 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 imanacién M (momento magnético por
unidad de volumen) y el campo magnético H:

M=yxH (6.1)

La relacién entre la induccién magnética By el campo H en un medio imanado
es:

B = o (H+ M) (6.2)

Siendo y la permeabilidad magnética del vacio. Aplicando la Ec. 6.1:

B=po(1+MH=popH=pH (6.3)
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que constituye la definicion de permeabilidad magnética relativa (u;) y absoluta (u).

El paramagnetismo es caracteristico de aquellos atomos o moléculas que
tienen momentos magnéticos permanentes que no interaccionan entre si y que en
ausencia de campo externo estadn orientados al azar, de modo que una porcidén
cualquiera de material no posee imanacion neta permanente. Estos dipolos atémicos
son libres para girar y se producir4d paramagnetismo cuando, mediante rotacion, se
alineen de forma preferente con un campo externo. La susceptibilidad es positiva y
depende de la temperatura, y la permeabilidad seréa ligeramente mayor que la unidad.

En los materiales ferromagnéticos las interacciones de acoplamiento hacen que
los momentos magnéticos netos de espin de a&tomos 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 maxima imanacion posible (magnetizacion de saturacion) corresponde a
la situacion en que todos los dipolos magnéticos en una muestra solida 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 Hy de la temperatura.

El antiferromagnetismo es un fenémeno de acoplamiento entre los momentos
magnéticos que produce un alineamiento antiparalelo, de modo que no mostraran

imanacién espontanea distinta de cero. Estos materiales tienen: u, > 1y #, positiva.

En los materiales ferrimagnéticos, la interacciébn de intercambio entre
momentos magnéticos 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.

6.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Las propiedades magnéticas de las nanoparticulas de magnetita y compuestas
magnetita/chitosan quedan muy bien definidas mediante la determinacién del ciclo de

histiérisis. Esta determinacion se realizé a temperatura ambiente utilizando un equipo
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magnetdémetro-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 esta formado por pequenas
regiones tridimensionales en que cuales todos los momentos magnéticos estan
alineados en la misma direccién. 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 que la direccion de imanacién 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 funcién de H segun se

muestra en la figura 6.1.

B,(M,)

Densidad de flujo 8
(o magnetizacion V)

N s Campo magnético H
(NS po &
X

Figura 6.1. Comportamiento de B frente a H de un material ferromagnético o
ferrimagnético que estaba inicialmente desmagnetizado. Se representan las configuraciones de

los dominios durante varios estadios de la imanacion.

La curva empieza en el origen, y a medida que aumenta H, la induccion B
empieza a aumentar lentamente y después mas rapidamente hasta que al final

-139 -



VI. Evaluacion de las propiedades magnéticas

alcanza un nivel determinado y se hace independiente de H. Este valor maximo de B
es la densidad de flujo de saturacion (Bs) y la imanacion correspondiente es la
imanacion de saturacién (Ms). Segun la ecuacion B = u x H, la permeabilidad (x) es la
pendiente de la curva B frente a H, y se puede apreciar en la figura 6.1. que cambia
con H. En algunas ocasiones, la pendiente de B frente a H (a H = 0) se especifica
como una propiedad del material, denominada permeabilidad inicial (), tal como se

indica en la figura 6.1.

A medida que se aplica el campo H, los dominios cambian de forma y tamano
debido al movimiento de los limites de dominio. Las estructuras tipicas de los dominios
estan representadas de forma esquematica en varios puntos de la curva de la figura
6.1. Inicialmente, los momentos de los dominios constituyentes estan orientados al
azar de tal manera que no existe un campo de momento neto B (o M). A medida que
se aplica el campo externo, los dominios que estan orientados en direcciones
favorables al campo aplicado, o casi alineados con él, crecen a expensas de aquellos
que no estan favorablemente orientados. Este proceso continia al aumentar la
intensidad del campo hasta que la muestra macroscépica se convierte en un solo
dominio, que 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 6.2, a medida que el campo H se
reduce, la curva no invierte su camino original, sino que se produce un efecto de
histéresis 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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Figura 6.2. Densidad de flujo magnético frente a la intensidad del campo magnético de
un material ferromagnético para la saturacion en ambas direcciones (puntos Sy S°). La curva
de histéresis viene representada por la curva sélida y la curva discontinua indica la primera

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

El comportamiento de histéresis y la imanacién permanente pueden explicarse
por el movimiento de las paredes de los dominios. Al invertir la direccion del campo
desde la saturacion (punto S de la figura 6.2.), el proceso mediante el que cambia la
estructura de los dominios se invierte. En primer lugar, existe rotacién del dominio
unico con el campo invertido. M&s tarde, los dominios con los momentos magnéticos
alineados con el nuevo campo crecen a expensas de los primeros. Para esta
explicacién es crucial la resistencia al movimiento de las paredes de los dominios que
ocurre en respuesta al aumento del campo magnético en la direccidn opuesta. Esto
explica el desfase entre By H, es decir, a histéresis. Cuando el campo aplicado se
hace nulo, todavia existe una fraccién neta de dominios orientados en la direccion

inicial, lo que explica la existencia de la remanencia B..

Para reducir a cero el campo B dentro de la muestra (punto C de la figura 6.2.),
se debe aplicar un campo H de magnitud a —H. en la direccién opuesta a la del campo
original. H. se denomina coercitividad, o bien, algunas veces fuerza coercitiva. Al
continuar aplicando el campo en la direccion contraria a la del campo original, tal como
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se indica en la figura, finalmente se alcanza la saturacion en la direccién opuesta,
correspondiendo al punto S”. Una segunda inversion del campo hasta el punto de la
saturacién 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 6.2. representa un ciclo de histéresis hasta saturacién. Desde luego, no es
necesario aumentar el campo H hasta la saturacion antes de invertir su direccién.
Ademas, es posible invertir la direccion del campo en cualquier punto a lo largo de la
curva y generar otros ciclos de histéresis.

Para investigar la capacidad de respuesta a temperatura ambiente de las
particulas recubiertas a un campo magnético externo aplicado, se llevaron a cabo
observaciones microscopicas (cualitativas). Para ello, se prepard una suspensién
acuosa de particulas compuestas con una concentracion del 0.5 % (p/v), la cual fue
sometida a un iman permanente de 400 mT. El comportamiento de la suspension se
siguié mediante simple inspeccion visual (comportamiento macroscépico) o utilizando
un microscopio con zoom estereoscépico Nikon SMZ800 (Japdn) (comportamiento
microscépico). En este Ultimo caso, una gota de suspensién acuosa de las
nanoparticulas compuestas magnetita/chitosan, se colocé en un portaobjetos y fue
sometida al iman de 400 mT localizando en diferentes posiciones con respecto a la
suspension de nanoparticulas. La visualizacion del comportamiento microscopico de la
suspension se logré utilizando el objetivo de aumento de 40 volumenes.

6.2. RESULTADOS

La determinacién del modo de variaciéon de la imanacion de la muestra con el
campo externo aplicado es la herramienta adecuada para caracterizar (a nivel
macroscépico) el comportamiento magnético de nuestras particulas (Arias y cols.,
2007).

La figura 6.3. recoge el ciclo de histiéresis de las nanoparticulas magnéticas.
En el caso de las nanopartiuculas puras de magnetita, como era de esperar, no se
observa histiéresis por el caracter superparamagnético de éstas. Numerosos estudios
han puesto de manifiesto que este superparamagnetismo es consecuencia del
pequeno tamafo de la magnetita (< 20 nm) (Lopez — Lopez y col., 2005). De la region
lineal del ciclo de histiéresis ( zona de campo magtnético bajo) puede estimarse la
susceptibilidad magnética inicial (ki) de los materiales: 0.13 + 0.03 en el caso de la
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magnetita, y 2.57 + 0.17 en le caso de las particulas compuestas magnetita/chitosan.
Al igual que en este caso, también se puede apreciar un aumento considerable en el
valor de la magnetizacion de saturacién de los nucleops magnéticos cuando quedan
atrapados por recubrimiento de polimero biodegradable: 10 £ 3 kA/m en el caso de la
magnetita, y 211 + 14 kA/m para las particulas compuestas nagbetita/chitosan. Estas
propiedades magnéticas de las nanoparticulas compuestas nos hacen pensar que el
sistema coloidal disenado tiene las caracteristicas adecuadas para su utilizacion en el
transporte de farmacos a un 6rgano o tejido diana: un recubrimiento polimérico que
permitira el transporte de cantidades suficientes de principios activos y su liberacién a
una velocidad sostenida, y unos nucleos magnéticos con enorme capacidad de
respuesta a gradientes magnéticos aplicados. Por este Ultimo motivo, la
direccionabilidad de las nanoparticulas compuestas en el organismo quedara

asegurada.

Hanomagnetite

M (KA/m)

1500 1000 -500 O 500 1000 1500
H (kA/m)

Figura 6.3. Curva de histiéresis de la magnetita ()

y de las particulas compuestas (m).

La capacidad de respuesta a un campo magnético aplicado de las
nanoparticulas de magnetita y de las compuestas magnetita/chitosan fue analizada
cualitativamente mediante visualizacion del efecto que ejerce un iman de 400 nT sobre
una suspension acuosa de estas nanoparticulas. Como puede apreciarse en la figura
6.4., las nanoparticulas compuetas magnetita/chitosan son atraidas muy rapidamente
por el iman, lo que confirma las grandes propiedades magnéticas del sistema
disenado. El sobrenadante de la suspensién queda completamente transparente en
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s6lo 45 segundos desde que se sometiera al accion del iman. Por el contrrario, la
suspension acuosa de nanoparticulas de magnetita mantiene su aspecto homogéneo
incluso tras 24 horas de exposicion al campo magnético externo. El caracter
superparamagnético de este material justifica la ausencia de respuesta a gradientes
magnéticos aplicados.

Figura 6.4. observacion visual de la decantacién magnética de las particulas de magnetita
(FesOy) y de las particulas compuestas Fe;O,4/chitosan bajo la influencia de un iman
permanente de 1.1 T, localizado en el lateral de las muestras.

Con el fin de analizar el comportamiento microscopico de las suspensiones
acuosas de las nanoparticulas compuestas magnetita/chitosan, seguimos su evolucion
bajo la influencia de un gradiente magnético aplicado de 400 mT mediante
microscopia éptica. Como puede observarse en la figura 6.5.a. la suspension acuosa
de nuestras particulas es muy homogénea es ausencia del iman. Sin embargo, cuando
la gota de la suspension es sometida al gradiente magnético generado por le iman de
400 mT, las nanoparticulas magnéticas tienden a formar agregados en forma de
cadenas paralelas al direccion del gradiente magnético aplicado (figura 6.5.b. en
adelante).
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Este comportamiento puede explicarse si tenemos en cuenta que las
interacciones magnéticas entre las nanoparticulas son de mayor intensidad en
comparacion con las interacciones coloidales de tipo DVLO (interacciones
electrostaticas tipo van der Waals y de hidratacion o acido base), a pesar de la

presencia del recubrimiento polimérico en torno a los nucleos magnéticos.

Figura 6.5. Fotografias de microscopio dptico (magnificacién 63x) de una suspensién acuosa
de nanoparticulas recubiertas en ausencia (a) o bajo la influencia de un campo magnético
externo (B =1.1T) en la direccion de la flecha.
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VII. Evaluacion de la capacidad de vehiculizacion de metotrexato

Para que un agente antitumoral actue eficamente es condicién indispensable
que acceda en concentracion suficiente a todas las células malignas sensibles a él. Si
bien es cierto que los farmacos antimorales pueden actuar mejor que otras
herramientas terapéuticas en determinadas situaciones (grupos de células no visibles
por su tamano, metastasis multiples, y masas tumorales poco accesibles al bisturi o0 a
las radiaciones), en otras pueden no hacerlo porque sus caracteristicas
farmacocinéticas se lo impiden, por desarrollar las células tumorales mecanismos de
resistencia o porque la dosis a administrar al paciente para lograr una concentracion
eficaz en la masa tumoral estaria asociada a una severa toxicidad (Reddy, 2005). Una
alternativa muy prometedora al problema de la acumulacion especifica de agente
antitumoral en la masa de células cancerosas es la utilizacibn de sistemas
transportadores basados en nanoparticulas biodegradables de origen polimérico o
lipidico (Jain, 2001; Davis y col., 2008). Numerosas experiencias in vitro e in vivo han
demostrado que la asociacién de un agente antitumoral con un sistema transportador
de este tipo permite controlar el destino biolégico de la dosis de quimioterapico
administrada, ya que se minimiza su biodistribucién y se optimiza su acumulacion en el
intersticio tumoral o en el interior de las células cancerosas (Brigger y col., 2002;
Reddy, 2005). Ademads, la liberacion controlada y sostenida de las moléculas de
farmaco logra acrecentar el tiempo de exposicion de las células tumorales a estos

principios activos, mientras que se mejora su estabilidad in vitro e in vivo (Jain, 2001).

Entre los diferentes tipos de polimeros utilizados en la formulacion de sistemas
transportadores de farmacos biocompatibles, biodegradables y no tdxicos, chitosan
recibe gran atencion, especialmente en las vias de administracion parenteral y oral
(Sinha y cos., 2004). Este polimero ha demostrado una enorme versatilidad para la
vehiculizacion de principios activos de muy diversa naturaleza, como por ejemplo,
moléculas antitumorales, farmacos antidiabéticos, agentes antihipertensivos,
diuréticos, antiinflamatorios, antiinfecciosos, antitromboéticos, esteroides, péptidos,
proteinas, aminoacidos y vacunas (Pitt, 1990; Thanoo y col., 1992; Nordtveit y col.,
1994; Sinha y col., 2004; Arias y col., 2010a, 2011). En concreto, se ha demostrado su
capacidad para mejorar la biodisponibilidad de sustancias biodegradables como las
proteinas, o para aumentar la absorcién de moléculas hidréfilas a través de barreras
epiteliales (Sinha y col., 2004). Ademas, la susceptibilidad in vivo de este polimero a
las lisozimas y a los pHs ligeramente &cidos, lo convierten en biodegradable y en un
excelente candidato para asegurar una liberacion controlada de farmacos

antitumorales, por ejemplo, Gemcitabina, en el interior de las células cancerosas
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(Sinha y cols., 2004; Arias y cols., 2011). Sin embargo, hasta la fecha chitosan no ha
sido aprobado como excipiente farmacéutico de tipo polimérico para uso parenteral,
aunque se espera que los estudios preclinicos actualmente en desarrollo faciliten la
introduccién en clinica de nanoparticulas de chitosan como sistemas transportadores
de farmacos de administracion parenteral (Mitra y col., 2001; Zhang y col., 2008;
Trickler y col., 2010; Arias y col., 2011).

La utilizacién de un sistema de liberacion modificada constituido por un nucleo
magnético (nanoparticulas de magnetita) y un recubrimiento polimérico biodegradable
(chitosan) debe permitir el transporte magnéticamente controlado de farmacos
anticancerigenos como el metotrexato hasta el tejido diana de interés. De esta
manera, a los principales beneficios derivados del uso de estos sistemas ya
comentados (Durén y cols., 2008), se sumarian los derivados de la mejora del perfil
farmacocinético (rapida metabolizacion, vida media muy corta) de este principio activo.
También se solucionaria la posible aparicion de resistencias, al localizarse
magnéticamente el sistema transportador en intimo contacto con las células tumorales,
favoreciéndose asi su internalizacién mediante endocitosis (Brigger y col., 2002;
Reddy, 2005; Duran y col., 2008).

En el presente capitulo realizaremos, en primer lugar, un estudio de la
absorbancia 6ptica de las disoluciones de metrotexato con el objetivo de determinar el
coeficiente de absortividad molar, mediante la preparacion de una curva de calibrado
que relacione la absorbancia con la concentracion de farmaco, y de lograr la validacién
del método analitico espectrofotométrico. Realizaremos una justificacion de la
metodologia de medida empleada en la determinacién de la incorporacion de farmaco
en los nanocompuestos magnetita/chitosan, la cual estd basada en la aplicacion de la
extension de la ley de Beer a mezclas de sustancias absorbentes. En la metodologia
de medida de la cantidad de farmaco vehiculizado por las particulas y liberado por
éstas, tenemos en cuenta el efecto de los residuos de la sintesis y de los productos de
degradacién sobre la absorbancia de los sobrenadantes, ya que pueden afectar las
determinaciones de farmaco en solucién. Dos son los mecanismos investigados de
incorporaciéon de metotrexato en las nanoparticulas mixtas: la absorcién en el interior
de la matriz polimérica (al encontrarse el farmaco en intimo contacto con el polimero
en solucién durante su proceso de precipitacién en torno a los nucleos magnéticos), y
la adsorcion superficial (tras la incubacién de los nanocompuestos en una solucion
acuosa de farmaco), detectable mediante medidas espectrofotométricas ultravioleta-
visible. Entre los factores que afectan a la vehiculizacion de metotrexato por las
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nanoparticulas magnetita/chitosan, sélo la concentracién de anticancerigeno
resulté ser significativo. Las condiciones éptimas de vehiculizacién de farmaco
antitumoral se utilizaron en los estudios de liberacion in vitro de metotrexato
desde las nanoparticulas mixtas (a pH = 7.4), estudiandose la influencia en ésta

del mecanismo de incorporacién de farmaco por las nanoparticulas.

7.1. CARACTERIZACION ESPECTROFOTOMETRICA DE
METOTREXATO

Las medidas de absorcion de la radiacién ultravioleta y visible encuentran una
enorme aplicaciéon en la identificacién y determinacién cuantitativa de una gran
variedad de especies inorganicas y organicas. La espectroscopia de absorcion
molecular se basa en la medida de la transmitancia T o de la absorbancia A de
disoluciones que se encuentran en cubetas transparentes que tienen un camino éptico
de b cm. Normalmente, la concentracion de un analito absorbente esta relacionada

linealmente con la absorbancia como recoge la siguiente ecuacion:

A=-logT = log% = &bc

(7.1)

donde A es la absorbancia, T es la transmitancia, P y P, son las intensidades
transmitida e incidente, respectivamente, € es la absortividad molar, b es el camino
optico de la radiacién y c es la concentracién del analito absorbente. Esta ecuacién es
una representacion matematica de la ley de Beer (De Verdiére y col., 1997).

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 relacién
hace posible la determinacién cuantitativa de los constituyentes individuales de una
mezcla, incluso si su espectro se solapa (Nemati y col., 1996). Siempre que se cumpla
la ley de Beer y las distintas especies se comporten de forma independiente unas
respecto de otras, la absorbancia total para un sistema multicomponente viene dada
por:
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A

total

=A+A4,+..+A =¢gbc +&bc, +...+ € bc,

(7.2)

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

Se han encontrado pocas excepciones a la generalizacion de que la
absorbancia esta relacionada linealmente con el camino éptico. 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 (De Verdiére y col., 1997). En
algunas ocasiones estas desviaciones estan relacionadas con el fundamento de la ley
y representan limitaciones propias de la misma. Otras veces surgen como
consecuencia de la forma en que se realizan las medidas de absorbancia
(desviaciones instrumentales) o como resultado de cambios quimicos asociados con

cambios de concentracion (desviaciones quimicas).

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 0.01 M, la distancia media
entre las moléculas responsables de la absorcion disminuye hasta el punto en que
cada molécula altera la distribucion de carga de las moléculas vecinas. Esta
interaccion, a su vez, puede alterar la capacidad de las moléculas para absorber la
radiacién de una determinada longitud de onda. Como la magnitud de la interaccion
depende de la concentracién, la aparicién de este fendmeno 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 0.01 M, entre ciertos iones o moléculas organicas grandes aparecen

algunas excepciones.

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

determinacién cuantitativa de compuestos que contienen grupos absorbentes.

-152 -



VII. Evaluacion de la capacidad de vehiculizacion de metotrexato

El espectrofotometro utilizado en nuestro trabajo (Dynko, Spectrometer 8500
UV-Vis, Dinamarca) esta equipado con una lampara de deuterio, que produce un
espectro continuo Util para la region comprendida entre 180 y 375 nm, y otra de
wolframio, Gtil para la regidén de longitudes de onda comprendida entre 350 y 1100 nm,
con el objetivo de poder obtener un espectro que cubra desde los 180 nm hasta los
1100 nm. La cubeta utilizada es de cuarzo, transparente en la region espectral de
interés, y con un camino o6ptico de 1 cm. Su mantenimiento es critico para la calidad
de las medidas, por lo que la limpieza completa antes y después de su uso es
fundamental, y se realiz6 siempre con agua destilada y acetona.

7.1.1. Absorbancia o6ptica de las disoluciones de

metotrexato

Las primeras etapas de un analisis espectrofotométrico son el establecimiento
de las condiciones de trabajo y la preparacién de una curva de calibrado que relacione
la absorbancia con la concentracion de la especie a estudiar. Las medidas de
absorbancia espectrofotométricas se hacen normalmente a una longitud de onda
correspondiente a un pico de maxima absorcion, ya que el cambio en la absorbancia
por unidad de concentracion es mayor en este punto, lograndose asi una maxima
sensibilidad. Ademas, bajo estas circunstancias se puede esperar una buena
observancia de la ley de Beer y las medidas son menos sensibles a las incertidumbres
que surgen de las limitaciones del instrumento (Némati y col., 1996).

Si bien la metodologia seguida en la sintesis de las nanoparticulas compuestas
magnetita/chitosan determina las condiciones de trabajo (el farmaco se encuentra
disuelto en una solucién acuosa acidulada de polimero), un aspecto crucial previo es
la clarificacién de las condiciones de preparacion y conservacion de las disoluciones
de metotrexato. Este estudio se realiz6 prestando especial atencion a las
concentraciones de farmaco y a los pHs de las disoluciones utilizados. El metotrexato
(Sigma-Aldrich, Alemania) es un polvo cristalino amarillo, inodoro, con un peso
molecular de 454.46 g/mol y estable al aire.
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En nuestro estudio, el primer paso es preparar una curva de calibrado de
metotrexato, a partir de una bateria de disoluciones acuosas (concentraciones
molares: 10°, 3x10°, 5x10°, 7x10°, 10°, 3x10°, 5x10°, 7x10°, 10, 5x10%, 107
5x10°% y 102 M). De esta manera, determinaremos la longitud de onda de méaxima
absorbancia y el coeficiente de absortividad molar, fundamental en los estudios de
incorporacién y liberacién in vitro de farmaco por las nanoparticulas compuestas.
Transcurridas 24 horas desde su preparacion, se analizé el espectro de absorcion
ultravioleta-visible de cada una de las soluciones acuosas, realizando un barrido de
longitudes de onda desde 1100 a 180 nm, con intervalos de 1.0 nm. Se utiliz6 como
blanco en la calibracion previa del aparato agua bidestilada para eliminar las posibles
interferencias en el espectro de metotrexato generadas por el medio de disolucion.

Cabe resaltar en primer lugar los enormes problemas de solubilidad que presenta
este principio activo en medio acuoso a altas concentraciones (Chamberlin y col.,
1976). En concreto, por este motivo no pudieron prepararse concentraciones de
metotrexato superiores a 10° M, y las disoluciones entre 10y 10° M no resultaron
ser estables en el tiempo, ni siquiera cuando se almacenaban a 4.0 + 0.5 °C y
protegidas de la luz, ya que se producia la recristalizacién del farmaco disuelto. De
esta forma, los estudios de vehiculizacién de metotrexato en los diferentes tipos de
nanoparticulas se realizaron siempre con concentraciones de agente quimioterapico <
10 M.

El espectro ultravioleta-visible de las disoluciones que si se pudieron medir
(concentraciones < 10* M) se caracteriza por presentar sefal sélo por debajo de 400
nm. Ademas, la absorcién de las disoluciones de metotrexato es mayor al aumentar su
concentracion en el medio de disolucién. El Unico pido de absorbancia que presenta
una longitud de onda de maxima absorbancia invariable a diferentes concentraciones
es el que aparece a 304 nm (figura 7.1) (Chamberlin y col., 1976). Por lo tanto,
descartamos el pico que se genera a menor longitud de onda y los espectros
obtenidos a concentraciones superiores a 10* M, ya que a partir de esta concentracion
la inestabilidad de las disoluciones era mas que considerable y también es patente la
tendencia de los dos picos del espectro a fundirse en uno, hecho que se produce a
una concentracion de antitumoral 10° M. Ademas, el espectro es irregular a estas
altas concentraciones, lo que hace imposible realizar cualquier tipo de medida ya que
pierde validez el coeficiente de absortividad molar calculado. Esta desviacion de la ley
de Beer podria justificarse por el hecho de que aunque, normalmente, el efecto de las
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interacciones moleculares no es significativo para concentraciones inferiores a 0.01 M,
el metotrexato puede pertenecer al grupo de moléculas organicas donde aparecen
algunas excepciones (Lemaire y col., 1994; Lyklema, 1987).
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Figura 7.1. Detalle del espectro de absorcién ultravioleta-visible de disoluciones acuosas de
metotrexato. Las concentraciones molares de anticancerigeno en orden creciente de
absorbancia son: 10, 3x10°®, 5x10°, 7x10®, 10°, 3x10°, 5x10°, 7x10° y 10™.

La determinacion del coeficiente de absortividad molar (¢) se realizé ajustando
los datos de absorbancia y concentracion mediante el método de los minimos
cuadrados. El resultado obtenido fue & = 22860 + 160 L-mol™-cm™. En la figura 7.2 se
muestran los datos y la recta de ajuste. Es destacable como los valores de
absorbancia a diferentes concentraciones, obtenidos para la longitud de onda de
maxima absorbancia cumplen la ley de Beer.
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Figura 7.2. Determinacién del coeficiente de absortividad molar de las disoluciones de

metotrexato para la longitud de onda de maxima absorbancia (304 nm).

Con el objetivo de estudiar si el espectro de absorcién ultravioleta-visible
de este farmaco antitumoral se veia afectado por el pH del medio de disolucion,
especialmente por el pH utilizado en los estudios de liberacién in vitro (pH = 7.4
0.1), investigamos la influencia de la concentracién de H* y del tampon NaOH-
KH.PO, (pH = 7.4 =+ 0.1) en las propiedades de absorbancia éptica de las
disoluciones de metotrexato. Preparamos para ello, una bateria de soluciones de
agente antitumoral 10> M con concentraciones crecientes de acido acético, para
obtener un rango de pHs entre 2 y 6, y una solucion de metotrexato de igual
concentracion, pero utilizando como medio de disolucion tampén NaOH-KH,PO,.
La preparacién de 250 mL de la disoluciéon tampén se realiz6 mezclando 125 mL
de una disolucién de KH,PO, 0.1 M, 97.75 mL de una disolucion NaOH 0.1 M y
diluyendo hasta 250 mL con agua (Perrin y Dempsey, 1974). Tras 24 horas, se
determind el espectro de absorcion segun la metodologia previamente descrita. El
analisis de los espectros obtenidos sirvié para comprobar la estabilidad de las
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soluciones de metotrexato en todos los pHs investigados, y la independencia del
coeficiente de absortividad molar con respecto a estos pHs.

7.1.2. Validacion del método espectrofotométrico

El método espectrofotométrico utilizado para la determinaciéon de la
cantidad de metotrexato vehiculizado o liberado por las nanoparticulas
compuestas magnetita/chitosan, fue previamente validado, verificando su
precisién, linealidad y exactitud (Caraballo y col., 1998). Como las soluciones de
metotrexato son estables en todo el margen de pHs investigados, siendo valido el
coeficiente de absortividad molar determinado para todos estos valores de pH, se
prepararon seis réplicas de soluciones estandar de farmaco antitumoral de
concentracién entre 10°y 10* M en agua bidestilada o en tampén NaOH-KH,PO,
(pH=7.4%0.1).

En la tabla 7.1 se recogen los valores de absorbancia de las soluciones
acuosas de metotrexato en funcion 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 variacién (C.V.). Los bajos valores
numéricos de los coeficientes de variacion (< 5 % en todos los casos) sefalan la
adecuada precision del método espectrofotométrico desarrollado. La linealidad de
la relacién absorbancia (A)-concentracién molar (C) es adecuada [A = (0.007 £
0.007) + (22860 + 160) 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 7.1. Absorbancia (media £ D.E.) de las disoluciones de metotrexato para cada una de las

concentraciones indicadas. El C.V. se calculé mediante cociente entre la D.E. y el valor medio.

Concentracion (M)| Absorbancia |C.V. (%)

10° 0.0229 +0.0011| 4.78
3x10°® 0.0694 +0.0007| 1.01
5x10° 0.1152 + 0.0003| 0.26
7x10® 0.1607 +£0.0012| 0.75

10° 0.2288 + 0.0021| 0.92
3x107 0.6836 + 0.0298| 4.36
5x107 1.1539 + 0.0066| 0.57
7x107 1.6105+0.0111] 0.69

10* 2.2782+0.0211| 0.93

Con el proposito de comprobar la exactitud del método analitico
desarrollado, utilizamos los datos de absorbancia de las concentraciones de la
tabla 7.1 (“concentracibn actual” en la tabla 7.2), para obtener las
concentraciones estimadas para cada una de las seis réplicas. Las
concentraciones medias y sus D.E. quedan recogidas en la tabla 7.2 como
“estimadas”. Como antes, los bajos valores de los C.V. y sus errores relativos
(E.R.) son una clara indicacién de la exactitud del método espectrofotométrico

desarrollado.
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Tabla 7.2. Comparacion de las concentraciones “actuales” de metotrexato en solucion con las
concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las determinaciones espectrofotométricas.
Los valores de concentraciones “estimadas” son la media (£ D.E.) de las seis réplicas
experimentales. Los errores relativos se calcularon mediante el cociente [(estimada —

actual)/estimada], también se muestran los C.V.

Actual (M) Estimada (M) E.R. (%)] C.V. (%)
10° (1.0074 +0.0481)-10°| 0.73 4.78
3x10° [(3.0354 +0.0306)-10°| 1.17 1.01
5x10® [(5.0411 £0.0131)-10°| 0.82 0.26
7x10® [(7.0306 + 0.0525)-10°| 0.44 0.75
10°  [(1.0008 +0.0092)-10”| 0.08 0.92

( )’

( )

( )

( )

3x10° [(2.9903 +£0.1303):10°| 0.32 4.36
5x10° [(5.0477 +0.0291)-10°| 0.94 0.57
7x10° [(7.0451 +£0.0485)-10°| 0.64 0.69

10* 9.9659 + 0.0924)-10°| 0.34 0.93

En cuanto a las seis réplicas preparadas de las disoluciones de metotrexato en
tampdén NaOH-KH,PO, (pH = 7.4 + 0.1) con una cantidad conocida de este principio
activo, se obtuvieron resultados similares, como mostramos a continuacion. De esta
manera, puede afirmarse que queda demostrada la precision, linealidad y exactitud del
método espectrofotométrico a este pH.

La tabla 7.3. contiene los valores de absorbancia de las disoluciones de
metotrexato en funcién de su concentracién, 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 inferior al 5 %, lo que indica la adecuada precision del método. La linealidad de la
relacion absorbancia (A)-concentracién molar (C) es adecuada [A = (0.0003 + 0.001) +
(22920 £ 40) 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 7.3. Absorbancia (media £ D.E.) de las disoluciones de metotrexato para cada una de las
concentraciones indicadas, en presencia tampén NaOH-KH,PO, (pH = 7.4 £ 0.1). EI C.V. se

calcul6 mediante cociente entre la D.E. y el valor medio.

Concentracion (M)| Absorbancia |C.V. (%)

10° 0.0228 +0.0008| 3.51
3x10° 0.0679 +0.0021| 3.09
5x10® 0.1149 £0.0013| 1.13
7x10® 0.1606 + 0.0032| 1.99

10° 0.2291 +0.0027| 1.18
3x10° 0.6864 +0.0139| 2.02
5x107 1.1392 £ 0.0167| 1.47
7x107 1.6122 £ 0.0218| 1.35

10* 2.2893 +0.0184| 0.81

La exactitud del método analitico fue comprobada utilizando los datos de
absorbancia de las concentraciones de la tabla 7.3 (“concentracion actual” en la
tabla 7.4), para obtener las concentraciones estimadas para cada una de las seis
réplicas. Las concentraciones medias y sus D.E. quedan recogidas en la tabla 7.4
como “estimadas”. Al igual que anteriormente, los bajos valores de los C.V. y sus
errores relativos (E.R.) son una clara indicacién de la exactitud del método
espectrofotométrico propuesto.
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Tabla 7.4. Comparacion de las concentraciones “actuales” de metotrexato en solucion con las
concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las determinaciones espectrofotométricas.
Los valores de concentraciones “estimadas” son la media (£ D.E.) de las seis réplicas
experimentales. Los errores relativos se calcularon mediante el cociente [(estimada —

actual)/estimada], también se muestran los C.V.

Actual (M) Estimada (M) E.R. (%)]| C.V. (%)
10°  [(9.9476 £0.3491)-10"| 0.53 3.51
3x10° [(2.9625 +0.0916)-10°| 1.26 3.09
5x10® |[(5.0131 £0.0567)-10°| 0.26 1.13
7x10°  [(7.0069 + 0.1396)-10°| 0.09 1.99
10°  [(9.9956 +0.1178)-10°| 0.04 1.18

( ):

( ):

( ):

( )

3x10° [(2.9948 +0.0606)-10°| 0.18 2.02
5x10° [(4.9703 +0.0729)-10°| 0.59 1.47
7x10° [(7.0341 £0.0951)-10°| 0.48 1.35

10* 9.9882 + 0.0802)-10°| 0.12 0.81

7.1.3. Metodologia de determinacion de |la
incorporacion de metotrexato en las nanoparticulas disefiadas

La determinacion cuantitativa de la incorporacion (y liberacion) del farmaco
antineoplasico metotrexato en (desde) los nanocompuestos magnetita/chitosan se
basa en la metodologia de tipo espectrofotométrico aplicada por otros autores también
en sistemas transportadores poliméricos biodegradables (Fawaz y col., 1997; Miller y
col., 1991). Este método ha sido puesto a punto por nuestro grupo de investigacién,
incluso en el caso de la vehiculizacion de farmacos de diversa naturaleza en
nanoparticulas de chitosan (Arias y col., 2006a; Arias y col., 2006b; Arias y col., 2005).
En concreto, la metodologia esta basada en la aplicacién de la ley de Beer a un medio
qgue contiene mas de un tipo de sustancias absorbentes. Como ya se ha descrito en la
ecuacion 7.2, 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
interaccién entre estas. De esta manera, se acepta la contribucién de cada una de las
sustancias presentes en el medio donde se ha producido la formacion de las
nanoparticulas a la absorbancia total del sistema, o de las sustancias que se han
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generado durante el proceso de liberacion del farmaco antitumoral desde las

nanoparticulas.

Respecto al proceso de vehiculizacion de metotrexato, podemos citar como
sustancias susceptibles de contribuir a esta absorcién total el propio principio activo no
incorporado por las nanoparticulas, los residuos resultantes del proceso de
precipitacién del polimero (restos de polimero todavia en solucién) y los restos de
otros componentes del medio (de agente tensioactivo pluronic® F-68, de 4cido acético
y de sulfato sédico, principalmente). Por lo tanto, siguiendo esta metodologia puede
estimarse la cantidad de metotrexato que no ha sido incorporada por las
nanoparticulas restando a la absorcién total del sistema, la correspondiente al resto de
sustancias presentes (residuos del proceso de formacién de las nanoparticulas y
restos de otros componentes del medio acuoso). Y, por diferencia entre la
concentracion inicial y final del farmaco antineoplésico en el medio, conoceremos la

cantidad total incorporada por las nanoparticulas.

La vehiculizacion de metotrexato por las nanoparticulas biodegradables fue
expresada en términos de eficacia de incorporacién (entrapment efficiency, EE, %) y
carga de farmaco (drug loading, DL, %):

tot 10, .0r
EE(%) — metolrexa Omcmporado (mg) x 100 (73)
metotrexato,,, ., (mg)

tot to, ...
DL(%) — meltotrexa Omcorpwado (mg) x 100 (74)
nanoparticulas(mg)

En cuanto al proceso de liberacion de metotrexato desde las nanoparticulas
desarrolladas, podemos citar como sustancias susceptibles de contribuir a la absorcién
total del medio de liberacién, el propio farmaco liberado, los residuos de la
degradacién del polimero y los restos de otros componentes del medio (tampén
NaOH-KH,PQO,). Por lo tanto, podria estimarse la cantidad de metotrexato liberado por
las nanoparticulas restando a la absorcion total del sistema, la correspondiente al resto
de sustancias presentes (residuos de la degradacion del polimero y otros
componentes del medio acuoso de liberacion). De esta manera, planteamos la
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determinacion de la cantidad de agente quimioterapico liberada por las nanoparticulas
mixtas magnetita/chitosan restando a la absorbancia total del sistema la
correspondiente al resto de especies absorbentes (Arias y col., 2006a; Arias y col.,
2006b; Arias y col., 2005).

7.2. INCORPORACION DE METOTREXATO EN LAS
NANOPARTICULAS MAGNETITA/CHITOSAN

La vehiculizacién de farmaco en los nanocompuestos magnetita/chitosan se ha
investigado mediante dos métodos fundamentales: /) la incorporacién del principio
activo en la fase acuosa en intimo contacto con el polimero todavia en solucién y con
los nucleos magnéticos en suspension, quedando el farmaco antitumoral atrapado
esencialmente en el interior de la matriz polimérica; y, ii) la adsorcién de metotrexato
en la superficie de las nanoparticulas ya formadas, tras su incubacién en una
disolucién acuosa de éste. Es previsible que la mayor captacién de farmaco
anticanceroso se consiga mediante el método de absorcion en matriz (Arias y col.,
2005; 2006a; 2006b; Soppimath y col., 2001), como ya ha descrito nuestro grupo de
investigacion en otros estudios de vehiculizacion de principios activos en

nanoparticulas de chitosan (Arias y col, 2010a, 2011).

7.2.1. Adsorcion de metotrexato

El estudio de la incorporacion superficial de metotrexato en los nucleos
magnéticos de 6xido de hierro (magnetita), las nanoparticulas poliméricas de chitosan
y los nanocompuestos magnetita/chitosan se fundamenté en determinaciones de tipo
espectrofotométrico. Asimismo, analizamos el factor que mas criticamente debe

contribuir a este proceso: la concentracién de principio activo utilizada.

Para estimar la adsorcion de metotrexato, determinamos la absorbancia 6ptica
de los sobrenadantes obtenidos tras poner en contacto los tres tipos de nanoparticulas
con los que trabajamos (magnetita, chitosan y nanocompuestos magnetita/chitosan)
con soluciones de concentraciones prefijadas de agente quimioterapico, durante 24
horas, a 25.0 £ 0.5 °C y bajo agitacién mecanica (50 rpm). Para ello, preparamos una

serie de disoluciones acuosas de 5 mL de volumen con diferente concentracion molar
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de farmaco (10, 3x10°, 5x107°, 7x10° y 10*), respetando su pH natural (pH = 6). Una
vez retirada una muestra del medio para la posterior comparacién, se procedié a
anadir las nanoparticulas correspondientes en cantidad suficiente como para tener una
concentracion final del 0.1 % (p/v). Tras 24 horas de contacto se procedi6 a la
separacion de los sobrenadantes mediante doble centrifugacién a 11000 rpm durante
40 minutos, para la determinacion del espectro de absorcién de éstos. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.

Como ya se ha justificado, el célculo de la adsorcion de principio activo sobre
las nanoparticulas se realiz6 mediante la comparacion de la absorbancia del medio de
adsorcion con la correspondiente al sobrenadante obtenido tras doble centrifugacion y
tras eliminar la absorbancia propia de los productos residuales que puedan interferir en

esta determinacion.

Los resultados del ensayo de adsorcidon de metotrexato en los tres tipos de
nanoparticulas quedan recogidos en la figura 7.3. La cantidad méxima vehiculizada de
esta molécula antitumoral, expresada como eficacia de incorporacion (y carga de
farmaco), por los nucleos de magnetita, las nanoparticulas de chitosan y los
nanocompuestos magnetita/chitosan es 14.8 + 0.6 % (0.67 £ 0.02 %), 10.7 + 1.3 %
(0.48 £ 0.07 %) y 11.8 £ 1.4 % (0.54 + 0.08 %), respectivamente. Cabe destacar en
primer lugar el efecto positivo que ejerce la concentracion de farmaco utilizada sobre la
vehiculizacion de metotrexato en la superficie de las nanoparticulas. Por ejemplo, en el
caso de los nucleos de magnetita los valores de eficacia de incorporacion pasan de
2.2+0.2% a 14.8 + 0.6 %, cuando la concentracion inicial de metotrexato para de 10°
M a 10 M, respectivamente. Igual ocurre con las nanoparticulas de chitosan [de 1.5 +
0.4 % (10° M) a 10.7 £ 1.3 % (10 M)] y con las nanoparticulas magnetita/chitosan [de
1.6 £ 0.7 % (10° M) a 11.8 + 1.4 % (10* M)]. Este hecho ya ha sido previamente
descrito en el caso moléculas de farmaco y nanoparticulas de polimero de diversa
naturaleza (McCarron y col., 2000; Arias y col., 2007), incluso en el caso de
nanoparticulas de chitosan (Arias y col., 2010a, 2011).
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Figura 7.3. Eficacia de incorporacion (entrapment efficiency, %) (a) y carga de farmaco
(drug loading, %) de los nlcleos de magnetita (m), nanoparticulas de chitosan (e) y
nanocompuestos magnetita/chitosan (o), en funcién de la concentracion de metotrexato y

mediante el método de adsorcién. Las lineas son simples guias visuales.
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Por otro lado, existe una ligera mayor vehiculizacion de principio activo en la
superficie de los nucleos de magnetita, en comparaciéon con la superficie de las
nanoparticulas de chitosan y de magnetita/chitosan. Creemos que esto puede ser
debido a una mejor interaccion de tipo electrostatico entre las moléculas de
metotrexato cargadas negativamente en el medio de disolucién [carga proveniente de
la disociacion de los grupos de acido carboxilico de su estructura quimica (pKa de
metotrexato = 4.8), véase la figura 1.1] y la superficie de los nucleos magnéticos, la
cual presenta una carga eléctrica superficial positiva superior a la de las
nanoparticulas de chitosan y a la de los nanocompuestos magnetita/chitosan (véanse
las figuras 4.6 y 4.7). Trabajos previos de nuestro grupo de investigacion ya han
descrito la importancia de las interacciones de tipo electrostatico en la vehiculizacién
de farmacos de diversa naturaleza sobre nanoparticulas poliméricas biodegradables
(Arias y cols., 2007, 2008a, 2009a,b). Estos resultados justifican que antes de realizar
la incorporacién del agente antitumoral en los nanocompuestos mediante absorcion en
matriz, dejemos las nanoparticulas de magnetita que constituirdn los nucleos
magnéticos de los nanocompuestos magnetita/chitosan durante 24 horas de tiempo de

contacto con la cantidad de farmaco a vehiculizar.

7.2.2. Absorcion de metotrexato

Una vez estudiada la adsorcion de metotrexato en la superficie de los tres tipos
de nanoparticulas, nos centraremos en la investigacion de la contribucién del, a priori,
principal método de vectorizacién del farmaco antitumoral: la incorporaciéon de
metotrexato en la fase acuosa donde se encuentra el polimero en disolucion y los
nucleos de magnetita en suspension. Este método excluye a los nucleos magnéticos
pues son nanoparticulas presintetizadas. Analizaremos la influencia del que
consideramos sera el principal factor determinante de la eficacia de la absorcién: la
concentracion de principio activo utilizada. De esta manera, pretendemos determinar
las condiciones Optimas que permiten una incorporacibn maxima de farmaco y
desarrollaremos una sintesis optimizada de las nanoparticulas magnetita/chitosan con

metotrexato incorporado.

La experiencia de nuestro grupo de investigacion ha puesto de manifiesto

previamente que otros parametros que podrian considerarse como determinantes de
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la incorporacion de farmaco en las nanoparticulas, no tienen en la practica una
influencia significativa. Principalmente, estos factores son la concentracién de agente
tensioactivo pluronic® F-68 y la concentracion de polimero. Sin embargo, si son
parametros a fijar perfectamente en la sintesis de las nanoparticulas para que éstas
presenten unas caracteristicas apropiadas para la via de administracién parenteral. En
lo referente al agente tensioactivo pluronic® F-68, su inclusién en la fase acuosa
asegura la obtencion de nanoparticulas de reducido tamano y distribucion de tamaros
homogénea (Llovet y col., 1995; Arias y col., 2007, 2008a,b, 2009a,b, 2010b, 2011).
En el caso de la concentracion de polimero, el Unico efecto que puede llegar a producir
un incremento en la cantidad de chitosan utilizada es la formacion de una mayor
cantidad de nanoparticulas de chitosan con la misma carga de farmaco o incluso sin
metotrexato en su interior (al quedar la cantidad utilizada de éste agotada). En el caso
de la sintesis de nanocompuestos magnetita/chitosan, la utilizacién de grandes
concentraciones de polimero llevara asociada el riesgo de formacién de
nanoparticulas de chitosan puro (con o sin principio activo en su interior) como
subproducto de la reaccién cuando queden los nacleos magnéticos agotados (Llovet y
col., 1995; Stolnik y col., 1995; McCarron y col., 2000; Arias y col., 2005, 2006a,b,
2008a,b, 2009b, 2010a,b, 2011).

La influencia de la concentracién de principio activo presente en el medio
donde se produce la sintesis del sistema transportador es un fendémeno muy estudiado
que, de forma general, implica un efecto positivo del aumento de la concentracion de
farmaco sobre la eficacia de la vehiculizacién en las nanoparticulas (Losa y cols.,
1991; Fawaz y cols., 1997; Fontana y cols., 1998; McCarron y cols., 2000; Arias y
cols., 2007, 2008a, 2009a,b, 2010a,b, 2011). En nuestro caso, el analisis de la
influencia de la concentracion de metotrexato sobre su incorporacion por las
nanoparticulas de chitosan y en los nanocompuestos magnetita/chitosan se realizé
siguiendo la rutina de sintesis y el procedimiento de determinacién
espectrofotométrico, ya descritos y justificados. Para ello, la Unica variable que se
introdujo en el protocolo de sintesis de ambos tipos de nanoparticulas fue la inclusion
de una determinada concentracion de farmaco antitumoral en el medio de sintesis. Las
concentraciones molares utilizadas fueron: 10°, 3x107°, 5x10°, 7x10° y 10®. Como
gueda justificado en el apartado 7.3.1, la fase acuosa donde se disolvera el polimero
debe prepararse con 24 horas de antelacion para asi permitir que los nucleos de
magnetita estén en contacto con el farmaco antitumoral disuelto (bajo agitacion
mecanica a 50 rpm) y que, por lo tanto, éste se adsorba en su superficie. Asi se

pretende incrementar la vehiculizacion de metotrexato en los nanocompuestos
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magnetita/chitosan ya que de esta manera los nucleos magnéticos contribuiran a la
absorcion de agente quimioterapico en el interior de estas nanoparticulas magnéticas.
Los experimentos se repitieron tres veces con cada una de las concentraciones

molares de principio activo.

La cantidad de metotrexato absorbida por las nanoparticulas poliméricas y por
los nanocompuestos magnetita/chitosan queda recogida en la figura 7.4. Como puede
apreciarse en ambos casos, la absorcion aumenta con la concentracion de farmaco
antitumoral presente en el medio acuoso de sintesis, sugiriéndose una tendencia a la
saturacién para concentraciones superiores a las ensayadas. Por lo tanto, y al igual
que se observé en el caso del método de adsorcion, puede establecerse la existencia
de un efecto positivo del aumento de la concentracion de agente quimioterapico sobre
la eficacia de la vehiculizacién en las nanoparticulas. Como hemos sefalado
previamente, este efecto se encuentra ampliamente descrito en la literatura para
diferentes tipos de materiales (incluido chitosan) y de farmacos (Losa y col., 1991;
Fawaz y col., 1997; Fontana y col., 1998; McCarron y col., 2000; Arias y col., 2007,
2008a, 2009a,b, 2010a,b, 2011).
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Figura 7.4. Eficacia de incorporacion (entrapment efficiency, %) (a) y carga de farmaco
(drug loading, %) en las nanoparticulas de chitosan (e) y nanocompuestos
magnetita/chitosan (o), en funcién de la concentracidon de metotrexato y mediante el

método de absorcion en matriz. Las lineas son simples guias visuales.
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Cabe destacar ademas como los valores obtenidos de incorporacién de
metotrexato son muy superiores a los alcanzados mediante el procedimiento de
adsorcién en superficie. En concreto, la eficacia de incorporacion de metotrexato en
las nanoparticulas de chitosan y en los nhanocompuestos magnetita/chitosan pasa de
10.7 £ 1.3 % y 11.8 £ 1.4 %, respectivamente en el caso de la metodologia de
adsorcién en superficie (figura 7.3a), hasta 19.3 + 23 % y 358 + 22 %,
respectivamente cuando el método seguido es el de absorcion en matriz (figura 7.4a).
De esta manera, sefialamos esta metodologia de vehiculizacién como la ideal para la
sintesis de las nanoparticulas mixtas magnetita/chitosan cargadas con metotrexato.
Pensamos que esto puede ser debido a un mejor atropamiento mecanico en matriz por
el contacto tan intimo existente entre el farmaco anticanceroso y el polimero, cuando
este ultimo precipita en forma de nanoparticulas al afadir sulfato sédico como agente
precipitante. Ademas, esta interaccion esta facilitada desde un punto de vista
electrostatico, ya que debe existir una atraccién entre las moléculas de farmaco
cargadas negativamente y el polimero con carga positiva.

Queda patente también como la vehiculizacion es superior en los
nanocompuestos magnetita/chitosan en comparacién con las nanoparticulas de
chitosan. Por ejemplo, los valores de eficacia de incorporacién y carga de farmaco en
las nanoparticulas de chitosan cuando la concentracion utilizada de metotrexato es 10°
*Mson 19.3 +2.3 % y 0.351 + 0.042 %, respectivamente. Sin embargo, en el caso de
las nanoparticulas magnetita/chitosan los valores para la misma concentracién de
farmaco antitumoral son 35.8 £ 2.2 % y 0.651 + 0.039 %, respectivamente. Este hecho
puede justificarse si recordamos la capacidad de los nucleos de magnetita de
incorporar farmaco en su superficie (figura 7.3), por lo que es de esperar que en la
interfase magnetita-polimero quede principio activo atrapado.

7.3. LIBERACION DE METOTREXATO DESDE LAS
NANOPARTICULAS MAGNETITA/CHITOSAN

Una vez analizadas las condiciones 6ptimas de vehiculizacion de metotrexato
en las nanoparticulas mixtas magnetita/chitosan mediante los métodos de
incorporacién en matriz y en superficie, seleccionamos las condiciones que permiten
una mayor carga de farmaco antitumoral: absorcion en para preparar las

nanoparticulas de chitosan o las nanoparticulas compuestas que se utilizaran en los
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ensayos de liberacion: absorcién en matriz, 10* M de metotrexato, 0.25 % (p/v) de
chitosan, 0.1 % (p/v) de magnetita y 1 % (p/v) de pluronic® F-68 (véase el apartado
7.3.). Estas son las nanoparticulas mixtas magnetita/chitosan a las que se realiz6 el
ensayo de liberacion in vitro de principio activo. Si bien, para estudiar la influencia que
tiene el método de vehiculizacién de metotrexato sobre la velocidad con que éste es
liberado desde los nanocompuestos, también se realizd este ensayo a nanoparticulas
con agente quimioterapico incorporado mediante adsorcion y utilizando una
concentracién 10 M de metotrexato.

El ensayo de liberacion in vitro de metotrexato se realizé por triplicado a 37.0 £
0.5 °C. Se utilizdé el método de dialisis y el tampon NaOH-KH,PO, (pH = 7.4 + 0.1)
como medio de liberacion. Las bolsas de didlisis se dejaron sumergidas en 5 mL de
medio de liberacion 12 horas antes de comenzar el ensayo. La bolsa de dialisis
(Spectrum® Spectra/Por® 6, EE.UU.) tienen un tamafio de poro de 2000 Da y son
capaces de retener los nanocompuestos en su interior, dejando sélo pasar a su través
el farmaco liberado hasta el medio de liberacion. El ensayo comenzé llenando las
bolsas de dialysis con 2 mL una suspension acuosa de nanoparticulas mixtas
magnetita/chitosan (concentracion de metotrexato: 5 mg/mL). Los extremos de la bolsa
se cerraron con pinzas. A continuacién, se sumergié la bolsa en 200 mL de medio de
liberacion contenido en un recipiente de crystal. La agitacibn mecanica se mantuvo
constante durante todo el ensayo a 200 rpm. A intervalos de tiempo prefijados (0.25,
0.5,0.75,1,2,3,4,5,6,9, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 160 y 184 horas), se tomo 1
mL de medio de liberacion. Este volumen de medio se analiz6 mediante la
metodologia espectrofotométrica ultravioleta-visible (a 304 nm), para asi determinar la
cantidad de farmaco liberado tras cada intervalo de tiempo. Un volumen igual de
tampon conservado también a 37.0 = 0.5 °C se afnadi6 al medio de liberacion tras cada
toma de muestra para asi mantener las condiciones sink. La misma metodologia de
medida utilizada en la determinacién de la vehiculizacién de farmaco fue seguida en

los ensayos de liberacion.

La figura 7.5. muestra la liberacién de metotrexato en funcion del tiempo desde
los nanocompuestos magnetita/chitosan en los que la incorporacion de agente
quimioterapico se ha realizado a nivel superficial y en matriz. Al comparar la liberacién
desde ambos tipos de nanoparticulas (con farmaco vehiculizado mediante adsorciéon o
absorcion) se aprecia claramente una importante diferencia en cuanto a la velocidad

con la que se produce la salida del farmaco antitumoral desde los nanocompuestos.
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Figura 7.5. Liberacion de metotrexato (%) adsorbido (a) o absorbido (b) desde las
nanoparticulas mixtas magnetita/chitosan en funcién del tiempo de incubacién en una
solucién tampén NaOH-KH,PO, (pH =7.4 £ 0.1) a 37.0 £ 0.5 °C.

-172 -



VII. Evaluacion de la capacidad de vehiculizacion de metotrexato

En el caso de la liberacion de metotrexato incorporado en la superficie de las
nanoparticulas mixtas magnetita/chitosan, el proceso es bifasico y se completa tras 2
horas (figura 7.5.a). Esta rapida liberacion de agente quimioterapico sugiere que la
cantidad vehiculizada de éste se encuentra adsorbida exclusivamente en la
superficie externa de los nanocompuestos. Este tipo de liberacién ya ha sido
descrita por nuestro grupo de investigacién en nanoparticulas de chitosan con
metronidazol (Arias y col., 2010a) y gemcitabina (Arias y col., 2011).

Sin embargo, cuando el princio activo es liberado desde las nanoparticulas
mixtas en las que el metotrexato es absorbido en matriz, el proceso también es
bifasico pero no es completo hasta pasadas 96 horas (figura 7.5.b). En primer lugar,
debe producirse una fase de liberacion rapida de farmaco antitumoral que
probablemente significa la cesion de la fraccion de principio activo asociado a la
superficie de las nanoparticulas o débilmente atrapado en éstas (Brasseur y cols.,
1991; Ubrich y cols., 2004; Arias y cols., 2010a, 2011). En concreto, la fraccion de
metotrexato liberada durante esta primera fase es = 20 % durante la primera 1 hora.
Sin embargo, la liberacién mas lenta que ocurre durante la segunda fase del proceso
(= 80 % en las 95 horas restantes) podria atribuirse a un proceso de difusién del
agente quimioterapico a través de la matriz polimérica. Este tipo de mecanismo de
liberacién de farmaco incorporado en la matriz es caracteristico de las nanoparticulas
de chitosan, como ya ha sido descrito previamente por diversos autores
(Papadimitriou et al., 2008; Arias y col., 2010a, 2011). Pensamos también que esta
liberacion de metotrexato tan sostenida en el tiempo es consecuencia de que parte del
principio activo se encuentra adsorbido en la superficie de los nucleos de magnetita
cuando se produce el recubrimiento de éstos por el polimero en la formacién de las
nanoparticulas mixtas magnetita/chitosan. De esta manera, la parte de farmaco
localizada en la superficie de los nucleos magnéticos debe difundir a través de toda la
cubierta polimérica para poder salir al exterior, lo que ralentiza mucho mas el proceso
de cesion de metotrexato desde las nanoparticulas. Finalmente, este perfil bifasico
sugiere que la mayor parte del farmaco se localiza en el interior de la matriz
polimérica, en lugar de a nivel superficial. Ademas, este proceso es caracteristico del
polimero chitosan y ya ha sido descrito en farmacos de muy diversa naturaleza, por
ejemplo, aceclofenaco, carvacrol, docetaxel, dorzolamida, gemcitabina, metoprolol,
metronidazol y pramipexol (Papadimitriou et al., 2008; Nagda y col., 2010; Arias y
col., 2010a, 2011; Keawchaoon y Yoksan, 2011; Saremi y col., 2011; Ur-Rehman y
col., 2011).
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Para finalizar el estudio de liberacibn de metotrexato en funcién del tiempo
desde las nanoparticulas mixtas magnetita/chitosan, realizamos el ajuste cinético de
los perfiles de liberacién utilizando para ello el criterio de Akaike (A/C). Segun este
criterio, el menor valor de AIC corresponde con la ecuacion de la cinética que mejor se

ajusta a los resultados obtenidos (Doménech y cols., 1998; Morales y cols., 2004).

AIC =nx1nSSQ +2p (7.5)

siendo n, el nimero de pares de valores experimentales (cantidad liberada/tiempo);
SSQ, la suma de los cuadrados de los residuales; y, p, el numero de parametros de la
funcién de ajuste.

En la tabla 7.5 se recogen los valores de AIC correspondientes al ajuste
cinético de la liberacion liberacibn de metotrexato desde las nanoparticulas
magnetita/chitosan. En el caso de la liberacion de farmaco antitumoral desde los
nanocompuestos obtenidos mediante el método de adsorcion superficial de
metotrexato, los valores de AIC obtenidos sefialan claramente que la liberacion de
agente quimioterapico se produce segun una cinética raiz cubica. La ecuacion de la
cinética raiz cubica que describe este proceso de liberacién de metotrexato desde

estas nanoparticulas mixtas magnetita/chitosan es:

YO —3(0, — 0) =1.16439 +1.20557 x ¢ (7.6)

siendo Qyq, la cantidad total de principio activo antitumoral liberado en el ensayo; Q, la
cantidad de metotrexato liberada en cada instante de tiempo £y, t, el tiempo.
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Tabla 7.5. Valores de AIC obtenidos en el estudio estadistico de los residuales del perfil de
cantidades acumuladas de metotrexato liberado en funcién del tiempo desde las nanoparticulas

magnetita/chitosan.

Valor de AIC

Cinética de

orden cero

Cinética de

orden uno

Cinética raiz

cuadrada

Cinética

raiz cubica

Nanocompuestos

34.04 +0.08

36.48 £0.12

39.17 £ 0.09

25.33 £0.03

con metotrexato
incorporado

mediante adsorcion

Nanocompuestos 29.53+0.20 [ 23.49+1.25| 29.06+0.86 | 17.31 £0.92
con metotrexato
incorporado
mediante absorcion
(fase rapida de

liberacion)

Nanocompuestos 38.62 +0.01 | 62.31 +0.12 | 48.22+0.17 | 54.03 £ 0.01
con metotrexato
incorporado
mediante absorcion
(fase lenta de

liberacion)

Finalmente, en cuanto a la liberacion de metotrexato desde las nanopatrticulas
mixtas magnetita/chitosan obtenidas mediante absorcion en matriz del farmaco
antitumoral, debemos diferenciar en la realizacién del ajuste cinético las dos fases
caracteristicas del proceso (fase inicial rdpida: 1 hora; y fase de liberacion lenta: 95
horas) y asi calcularemos los valores de AIC de cada una de estas etapas. En la
primera etapa, los valores de AIC obtenidos apuntan de forma patente que la
liberacion de metotrexato se produce también segun una cinética raiz cubica. La

ecuacidon que describe este proceso es:

3010 =301 — Q) =—2.50353 +0.68875 x /1 (7.7)
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Sin embargo, la liberacion de agente antineoplasico desde los
nanocompuestos magnetita/chitosan durante la segunda etapa se realiza segun una
cinética de orden cero, como era de esperar ya que la liberacion es mucho mas
sostenida en el tiempo (no es completa hasta pasadas 96 horas). Asi queda definido
por el menor valor de AIC correspondiente al ajuste de nuestros datos de liberacién a
la cinética de orden cero (tabla 7.5). La ecuacidén que describe este proceso es:

Q0 —0O=58.74776—0.71888 x ¢ (7.8)

Pensamos que esta liberacion sostenida de metotrexato en el tiempo es iddnea
para lograr un efecto antitumoral 6ptimo in vivo. Es decir, casi toda la dosis de principio
activo vehiculizada en los nanocompuestos se liberara exclusivamente en el intersticio
tumoral, una vez que las nanoparticulas magnetita/chitosan se acumulen de forma

selectiva a este nivel con la ayuda del gradiente magnético aplicado.
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VIII. Conclusiones

El principal objetivo del presente trabajo de investigacion es el desarrollo de las
condiciones Optimas de formulacion de un nanosistema transportador de agentes
quimioterapicos como el metotrexato. En concreto, el sistema debe estar constituido
por nanoparticulas biodegradables formadas por un ndcleo magnético y un
recubrimiento polimérico. En resumen y de forma principal, podemos extraer las

siguientes conclusiones:

1. Sobre la sintesis de las nanoparticulas mixtas
magnetita/chitosan.

Se ha conseguido un procedimiento reproducible de sintesis de nanoparticulas
de composicion mixta, formadas por un ndcleo magnético (magnetita) y un
recubrimiento polimérico (magnetita), ambos biodegradables. La metodologia de
sintesis de los nucleos de 6xido de hierro es muy sencilla y permite la obtenciéon de
nanoparticulas de magnetita superparamagnéticas, por su pequefo tamano. El
procedimiento de formulacién de los nanocompuestos se fundamenta en una pequena
variacion del método de coacervacién tan ampliamente utilizado en la preparaciéon de

nanoparticulas de chitosan.

Por lo tanto, se ha disefiado un nanosistema de liberacién modificada de
farmacos constituido por: /) un ndcleo magnético, responsable del pequefo tamano y
propiedades magnéticas de las nanoparticulas obtenidas; y, i) un recubrimiento
polimérico muy apropiado para el transporte y liberacion modificada de farmaco.

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

Mediante la comparacion de los difractogramas de rayos X obtenidos para la
magnetita y las nanoparticulas mixtas magnetita/chitosan con el patron ASTM de este
oxido de hierro, se comprob6 la perfecta coincidencia de las lineas de estos
difractogramas con las del patrén. Esto permite identificar las muestras como
magnetita y observar la elevada cristalinidad de ésta, a pesar de quedar incluida en el
interior de una matriz polimérica. De esta manera, es de esperar que las propiedades
magnéticas persistan tras quedar los nucleos magnéticos recubiertos por el polimero
biodegradable.
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El andlisis del espectro de infrarrojos constituye una nueva prueba de la
eficacia del recubrimiento, ya que permitié la identificacion de los grupos funcionales
del polimero en las nanoparticulas compuestas. Las bandas del espectro de los
nanocompuestos magnetita/chitosan son menos intensas debido a la presencia de una

menor cantidad de polimero en éstas.

La determinacién del ciclo de histéresis de las nanoparticulas mixtas ha
resultado ser muy Util en la caracterizacién de sus propiedades magnéticas. Al quedar
englobado un gran ndmero de ndcleos de 6xido de hierro en el interior de la matriz
polimérica que corresponde a una nanoparticula, la imanacion de ésta resulta ser muy

elevada por su caracter superparamagnético.

Por lo tanto, de este apartado puede concluirse que nuestras nanoparticulas
compuestas magnetita/chitosan cumplen el requisito que buscdbamos: su superficie es
comparable a la del polimero, pero tienen la propiedad de ser magnetizables, por lo
gue constituyen un vehiculo ideal para el transporte de farmacos.

3. Sobre las propiedades eléctricas superficiales.

El andlisis comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los tres
tipos de nanoparticulas mediante electroforesis constituye una nueva prueba de la
eficacia del recubrimiento de las nanoparticulas de Oxido de hierro por la matriz
polimérica. Esta oculta muy eficazmente el nicleo magnético, haciendo que la
superficie de las nanoparticulas mixtas magnetita/chitosan sea indistinguible de la de

las nanoparticulas poliméricas.
4. Sobre la termodinamica superficial.

Ha sido posible realizar una extensa caracterizacion termodinamica superficial
de las nanoparticulas sintetizadas, gracias a la utilizacién de un modelo termodinamico
aplicable a la interfase sélido/liquido. Para ello, se ha determinado experimentalmente
el angulo de contacto de los liquidos agua, formamida y diiodometano, sobre
comprimidos de los tres tipos de nanomateriales.

El modelo posibilita la caracterizacién del sélido mediante tres componentes de

su energia libre superficial: "™ (Lifshitz-van der Waals, representativa de las
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interacciones no polares o dispersivas en la interfase), »%* (aceptor de electrones o

acido de Lewis) y 7 (donante de electrones o base de Lewis).

La diferente naturaleza de las superficies de magnetita, chitosan y
nanoparticulas mixtas magnetita/chitosan, se manifiesta en los cambios sufridos por
las interacciones interfaciales entre el sélido y los liquidos de ensayo, y en general, en
las diferentes contribuciones a la energia superficial total de cada tipo de solido.
Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se manifiestan en las
caracteristicas hidrofobas/hidréfilas de los tres tipos de nanomateriales. La naturaleza
hidréfila de la magnetita se pierde al ser recubierta por el polimero hidréfobo, lo que se

considera una prueba muy interesante de la eficacia del recubrimiento.

5. Sobre el mecanismo de formacion del recubrimiento

polimérico en las nanoparticulas mixtas magnetita/chitosan.

Se ha podido justificar el mecanismo que permite la formacion de la cubierta
polimérica sobre los nucleos magnéticos basandonos en la informacién obtenida del
estudio termodinamico de los nanomateriales. El recubrimiento polimérico se forja
gracias a que las interacciones acido-base y de van der Waals entre la magnetita y el
chitosan son netamente atractivas. Es decir, termodindmicamente es mas favorable
para el polimero permanecer en contacto con los nucleos de éxido de hierro que estar

aislado en el medio acuoso.

6. Sobre la capacidad de vehiculizacion de metotrexato.

Se ha disefiado un procedimiento sencillo para la determinacion de la
incorporaciéon de agente antitumoral en los nanocompuestos magnetita/chitosan. Este
método se fundamenta en técnicas espectrofotométricas y permite la cuantificacién de
la vehiculizacion de principio activo por las nanoparticulas magnéticas de forma
reproducible. Se basa en la correccion de los valores de absorcion obtenidos tras el
ensayo de vehiculizacion, mediante la eliminacién de las absorbancias generadas por
los residuos de la sintesis de las nanoparticulas. Este método ha sido validado y
utilizado también en la cuantificacion de la cantidad de metotrexato liberada al medio
en los ensayos de liberacion.
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Hemos estudiado y definido las condiciones Optimas de vehiculizacion del
farmaco antineoplasico metotrexato en las nanoparticulas mixtas, mediante dos
métodos: i) la adicién del principio activo en el medio acuoso donde se encuentras el
polimero disuelto y los nucleos magnéticos en suspension, antes de que se
desencadene la formacién de los nanocompuestos; y ii) la adsorcién tras la formacién
e incubacion de las nanoparticulas mixtas en una disolucion de principio activo

antitumoral.

El andlisis espectrofotométrico de la incorporacion superficial de metotrexato
por las nanoparticulas magnetita/chitosan pone de manifiesto la contribucién de la
adsorcion superficial al proceso de vehiculizacién de este principio activo antitumoral.
Se ha observado un efecto positivo de la concentracién de antineoplasico en el medio
de contacto sobre la cantidad adsorbida por las nanoparticulas mixtas. Ademas, la
adsorcion de metotrexato en la superficie de los nucleos magnéticos es utilizada en la
formulacién de nanocompuestos con este agente quimioterdpico incorporado en
matriz. De esta manera, la contribucién de la interfase magnetita — chitosan a la
absorcion de metotrexato mejora considerablemente su vehiculizacion. Todas estas
condiciones han sido empleadas en la obtencién de nanoparticulas magnetita/chitosan
con metotrexato incorporado que seran utilizadas en los ensayos de liberacion in vitro

de farmaco.

La absorcibn en matriz de metotrexato mejora considerablemente los
resultados de vehiculizacion de este farmaco antitumoral en superficie. Creemos que
la adsorcion previa de metotrexato en la superficie de los nucleos de 6xido de hierro,
junto con la intensa interaccion electrostatica entre el farmaco y el polimero durante la
precipitacion de este ultimo, justifican los interesantes resultados de vehiculizacion
obtenidos. Existe también un importante efecto positivo de la concentracién de
farmaco utilizada sobre los resultados de vehiculizacion. En cuanto al resto de
parametros (concentracion de agente tensioactivo, cantidad de polimero utilizada,
etc.), si bien no ejercen un efecto significativo en la vehiculizacion de metotrexato, si
son variables muy importantes a tener en cuenta para la obtencion de nanoparticulas

magnetita/chitosan para uso parenteral.

El estudio de la liberacién in vitro de metotrexato incorporado en la superficie
de las nanoparticulas mixtas revela un perfil de cesibn muy rapido de farmaco
antitumoral. Completo en 2 horas y que se ajusta a una cinética de liberacion raiz

cubica. La liberacién de metotrexato incorporado en los nanocompuestos mediante

-184 -



VIII. Conclusiones

absorcion en matriz resulta ser mucho mas interesante para obtener un 6ptimo efecto
antitumoral. En concreto, la liberacién se produce mediante un proceso bifasico que no
es completo hasta transcurridas 96 horas. Ademas, es en la segunda etapa de este
proceso donde se produce la liberacion de la mayor fraccion de metotrexato (= 80 %
en 95 horas), segun una cinética de orden cero. Por lo tanto, la vehiculizacién del
antitumoral mediante absorcion permite obtener una mayor incorporacién de farmaco
en las nanoparticulas y una cinética mucho mas lenta de liberacion, en comparacion

con la metodologia de adsorcion superficial.

Finalmente, hemos desarrollado una “prueba de concepto” in vivo de las
interesantes posibilidades que podrian ofrecer las nanoparticulas magnetita/chitosan
como sistemas transportadores de metotrexato en la quimioterapia del cancer. Para
ello, se ha aplicado un método histolégico de tincidén de los nucleos de 6xido de hierro
en un modelo de tumor subcutaneo L1210 desarrollado en ratones DBA/2. EI método
se basa en la reaccién de éstos con ferrocianuro potasico formando un precipitado
azul verdoso de ferrocianuro férrico o azul de Prusia. La tinciéon de los ndcleos de
magnetita de las nanoparticulas mixtas permite visualizar una excelente acumulacion
de los nanocompuestos en los cortes histolégicos de la masa tumoral. En concreto,
solo los cortes de las masas tumorales de los ratones tratados con las nanoparticulas
mixtas magnetita/chitosan bajo la influencia de un campo magnético aplicado en el
lugar de accion, mostraron una importante acumulacion de hierro en el intersticio
tumoral. Es de esperar que las experiencias que estamos preparando revelen un
excelente efecto antitumoral de los nanocompuestos de metotrexato, consecuencia del

transporte selectivo magnético de éstos hasta el tumor.
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