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Capitulo 1. Introduccién

La necesidad de encontrar tratamientos eficaces contra el cancer ha hecho que se
incrementen las lineas de investigacion oncologia. Esto ha permitido un mayor
conocimiento de sus origenes moleculares, con la consiguiente identificacién de
novedosas lineas terapéuticas y el desarrollo de un amplio arsenal de agentes
farmacoldgicos. También estas nuevas moléculas son incapaces de llegar en cantidad
suficiente al lugar donde se localiza el tumor y, por ello, no son suficientemente eficaces
en la masa tumoral. Por estos motivos, el fracaso del tratamiento quimioterapico es muy
frecuente incluso en los canceres que son mas sensibles a estos agentes. Un claro
ejemplo lo constituye el uso del farmaco antitumoral 5-fluorouracilo en el tratamiento
del cancer colorrectal avanzado, con una respuesta global ~ 10 %. Ademas, la
combinacion de esta molécula con otros antitumorales s6lo consigue mejorar la eficacia

anticancerosa como mucho un 45 % mas [Zhang y cols., 2008].

Uno de los principales factores responsables del fracaso de la quimioterapia es la
propia fisiologia del tumor. En concreto, la distribucion heterogénea e ineficaz de estos
farmacos en la masa tumoral es consecuencia de un aporte sanguineo heterogéneo
debido a la gran presion hidrostatica intersticial. De esta manera queda impedida la
distribucion homogénea de los agentes antitumorales en el lugar de accién. Ademas, el
sistema linfatico a nivel tumoral no funciona bien, lo que facilita la rapida salida del
farmaco del interior de la region tumoral y su dilucion en tejidos sanos circundantes
[Arias, 2011; Jain, 2001]. Otros factores relacionados con el farmaco que claramente
contribuyen al fracaso del tratamiento farmacolégico son [Allen y Cullis, 2004; Arias,
2008, 2011; Duréan y cols., 2008; Pankhurst y cols., 2003]: i) una farmacocinética
desfavorable (caracterizada por un rapido aclaramiento y una rapida biodegradacion, es
decir, una corta vida plasmatica), que determina el uso de dosis altamente toxicas y una
rigurosa pauta de tratamiento para conseguir el efecto terapéutico deseado; ii) una

extensa biodistribucién, extravasacion y acumulacién del agente quimioterapéutico en
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tejidos y 6rganos sanos, lo que determina una elevada toxicidad; iii) pobre selectividad
de accion sobre las células tumorales; iv) la susceptibilidad de desarrollar resistencia a
los anticancerosos por parte de las células tumorales; y, v) las propiedades
fisicoquimicas desfavorables de los agentes antitumorales, por ejemplo, su hidrofobia,

contribuyen también a la escasa acumulacion en la region diana.

1.1. ESTRATEGIAS PARA EL TRANSPORTE
SELECTIVO DE FARMACOS AL LUGAR DE
ACCION

Con el objetivo de solucionar estos problemas se han asociado antitumorales con
sistemas coloidales para el tratamiento del cancer [Arias, 2011; Reddy, 2005]. Esta
asociacion pretende aumentar la acumulacion especifica del farmaco en la zona tumoral
e incrementar el tiempo de exposicion de las células cancerosa a estos principios
activos. Otros beneficios asociados a la vehiculizacion de los farmacos en sistemas
coloidales son la mejora de su perfil farmacocinético y la disminucién de la toxicidad
asociada a éstos por inespecificidad de accién. Ademas, pueden lograr una proteccion
adecuada de estas moléculas in vitro (en almacenamiento) e in vivo (frente a fendmenos
de biodegradacion), lo que reducird la formacion de productos de degradacién
potencialmente toxicos [Arias, 2008; Davis y cols., 2008]. Es por ello que se estan
concentrando numerosos esfuerzos en el desarrollo de coloides, basados principalmente
en sistemas vesiculares (liposomas y niosomas) o polimeros, para conseguir el
transporte eficaz de cualquier antitumoral a la zona diana [Arias, 2011; Cho y cols.,
2008]. Sin embargo, recientes investigaciones han probado que esta simple asociacién
no siempre resulta suficiente para lograr dirigir especificamente un farmaco a cualquier
zona del organismo, mas alla de los 6rganos pertenecientes al sistema reticulo-endotelial

[Couvreur y Vauthier, 2006; Reddy, 2005]. Es por todo esto que actualmente se estan
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realizando grandes esfuerzos de investigacion (con resultados muy prometedores) para
el desarrollo de sistemas transportadores de farmacos segin novedosas estrategias de

pasivo y activo [Arias, 2011].
1.1.1. ESTRATEGIAS DE TRANSPORTE PASIVO DE FARMACOS

Nada mas administrar un sistema coloidal, éste interacciona intensamente con el
sistema reticulo-endotelial (SRE) que determinard su retirada de la circulacion
sanguinea, a una velocidad que dependerd de su tamafio y de sus caracteristicas
superficiales. Los 6rganos del SRE son lugares importantes pero desfavorables para la
accion de la mayoria de los agentes antitumorales, pudiendo generarse reacciones de
citotoxicidad severa [Moghimi y cols., 2001]. En cualquier caso, el perfil de seguridad
de un farmaco vehiculizado en un coloide suele ser mucho mayor que el
correspondiente a su administracion en solucion intravenosa [Blagoeva y cols., 1992].
Sin embargo, debido a la corta vida media del coloide (ti2~ 5 min), el acceso a tumores
localizados en otras zonas del organismo no es posible. De esta manera, la utilidad de
estos sistemas en la terapia del cancer queda restringida a los tumores localizados en el
SRE [Brigger y cols., 2002].

Sin embargo, recientes investigaciones han descrito el desarrollo de estrategias
novedosas para el disefio de nanosistemas transportadores de farmacos, los cuales
comienzan a posibilitar que las moléculas antitumorales alcancen localizaciones
cancerosas mas especificas [Arias 2011]. Entre ellas, las estrategias de transporte pasivo
de moléculas anticancerosas se basan en las peculiaridades del intersticio tumoral [Gu y
cols., 2007]. Estas son: a) un sistema de drenaje linfatico afuncional, lo que origina una
mayor retenciéon de liquidos en el espacio intersticial; y, b) la mayor permeabilidad
vascular de estos tejidos en comparacion con los tejidos sanos.

Como se ha mencionado, el destino biol6gico de los sistemas coloidales inyectados
se puede controlar ajustando su tamafio y sus caracteristicas superficiales, a fin de lograr

su acumulacion especifica en el tumor [Maeda y cols., 2009; Mitra y cols., 2001]. El
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tamafio debe ser lo suficientemente grande como para que no haya extravasacion a
través de capilares sanos, pero lo suficientemente pequefio como para escapar del SRE.
Esto permitira que el coloide llegue al tejido tumoral (tamafio de poro entre células
endoteliales de los capilares que lo irrigan: 100 — 600 nm). En cuanto a las
caracteristicas superficiales, cualquier vehiculo transportador de principio activo debe
tener una superficie lo mas hidrofila posible para retardar su identificacion por el SRE,
mediante procesos de opsonizacién (adsorcion superficial de opsoninas, un tipo de
proteinas plasmaticas) y consiguiente captura por los macréfagos. Esto puede lograrse
principalmente de dos maneras: i) recubriendo la superficie del coloide hidréfobo con
un polimero hidrofilo (principalmente polietilenglicol, PEG); o, alternativamente, ii) el
sistema transportador puede estar constituido por copolimeros con dominios hidréfilos e
hidréfobos [Cho y cols., 2008; Couvreur y Vauthier, 2006; Patil y cols., 2009a]. Los
sistemas transportadores que poseen ambas propiedades (tamafio nanométrico e
hidrofilia), presentan un elevado valor de ti;, por lo que puede sufrir un proceso de
extravasacion selectivo o especifico en aquellas zonas del organismo alteradas por una
inflamacidn, una infeccion o un fendmeno de crecimiento tumoral Esto permitira dirigir
el farmaco directamente a los tumores localizados fuera de las regiones del SRE. Este
fendmeno se conoce con el nombre de efecto de permeabilidad y retencién aumentada
(EPR) y esta basado, en el caso del cancer, en la mayor permeabilidad de los capilares
sanguineos que irrigan el tumor, consecuencia de un crecimiento acelerado y defectuoso
(figura 1) [Cho y cols., 2008; Decuzzi y cols., 2009; Maeda y cols., 2009; Moghimi y
cols., 2001; Rapoport, 2007].
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Hueco entre
células Masa
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Sistema
transportador
de farmacos Capilar

Figura 1. Extravasacion selectiva de los nanosistemas transportadores de farmaco a través de los
defectos existentes en la microvasculatura tumoral. El coloide sélo abandona la circulacion
sanguinea cuando alcanza esta zona capilar alterada. Adaptado de Rapoport, 2007. Copyright
Elsevier (2007).

Puede decirse, por tanto, que los sistemas transportadores de farmacos
anticancerosos cuya superficie estd recubierta por cadenas hidréfilas exhibiran una
marcada acumulacion en la zona tumoral. La cadena hidrofila se dispone en la
superficie de las particulas, principalmente por adsorcion fisica o conjugacion quimica,
y seré capaz de repeler a las opsoninas, retrasando asi el proceso de opsonizacion [Cho
y cols., 2008; Decuzzi y cols., 2009]. De hecho, recientes investigaciones han puesto de
manifiesto que la incorporacion de polimeros hidrofilos en la superficie de
nanoparticulas lipidicas permite prolongar significativamente su permanencia en el
organismo (ti, > 48 horas) [Moghimi y Szebeni, 2003; Park, 2002]. La incorporacién de
restos de cadenas de PEG-2000 en la superficie de nanoparticulas solidas lipidicas
cargadas con doxorrubicina (diametro ~ 100 nm) permite incrementar notablemente la
t1» del antitumoral en comparacion con este farmaco administrado libre y con respecto a

su vehiculizacion en nanoparticulas que carecen de PEG-2000 en su superficie [Zara y
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cols.,, 2002]. El incremento de ti, también puede lograrse mediante el uso de
fosfolipidos sintéticos (conjugados con gangliésidos) [Huwyler y cols., 2008]. Los
liposomas que presentan cadenas de PEG en su superficie tienen un aclaramiento
plasmatico significativamente inferior a los convencionales (0.1 L/h frente a 22 L/h),
una mayor area bajo la curva (AUC) (casi 100 veces mas) y, debido a su escasa
interaccion con tejidos sanos tras su administracion sistémica, un volumen de
distribucion 50 veces menor (de 200 L a 4.5 L) [Allen, 1994]. Esta estrategia de
transporte de farmacos ha permitido incluso optimizar claramente la biodistribucion y
las propiedades farmacocinéticas de la doxorrubicina en pacientes con gliomas [Hau y
cols., 2004].

Se han desarrollado también sistemas transportadores de naturaleza polimérica para
la administracion selectiva de anticancerigenos. Por ejemplo, se han formulado
nanoparticulas de poli(e-caprolactona) modificadas superficialmente con cadenas de
6xido de polietileno (p. ej., pluronic® F-68 o pluronic® F-108), para el transporte de
moléculas de Tamoxifeno hasta el tejido canceroso [Shenoy y Amiji, 2005]. Tras su
administracién intravenosa a ratones con tumores subcutaneos (linea de cancer de mama
humano MDA-MB-231), se observé una mayor acumulacion del farmaco en el tumor
(26 % mas, 6 horas después de la inyeccion) en comparacién con el farmaco

administrado en solucion.
1.1.2. ESTRATEGIAS DE TRANPORTE ACTIVO DE FARMACOS

Si bien las estrategias de transporte pasivo contribuyen al logro de una mayor
localizacion de los farmacos en el lugar de accion, la especificidad por la masa tumoral
puede no estar totalmente asegurada. De esta manera, se ha desarrollado un nuevo tipo
de estrategias para lograr que sistemas transportadores convencionales se concentren
selectivamente en la region cancerosa. Las estrategias de transporte activo persiguen
que cualquier tipo de coloide incorpore en su superficie ligandos especificos de
receptores propios de la superficie de las células tumorales. De forma alternativa, este
tipo de estrategias también esta basado en el disefio de nanoparticulas de diferente
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naturaleza pero con capacidad para responder a estimulos externos aplicados
exclusivamente en el lugar de accién. En ambos casos, el nanosistema transportador
logrard concentrarse totalmente en la regién deseada y s6lo alli liberara el farmaco
antitumoral [Cho y cols., 2008; Couvreur y Vauthier, 2006; Onyiiksel y cols., 2009;
Reddy, 2005].

ESTRATEGIAS DE TRANSPORTE DE FARMACO BASADAS EN
INTERACCIONES LIGANDO-RECEPTOR

Los nanotransportadores disefiados segln este tipo de estrategia cuentan en su
superficie con biomoléculas que pretenden la unién de las nanoparticulas a la célula 'y su
posterior internalizacion por esta. Asi se consigue la liberacion selectiva del farmaco en
la region deseada [Arias, 2011]. La unidn especifica del sistema coloidal a la célula
diana (p. ej., célula tumoral, célula endotelial de los capilares sanguineos que irrigan el
tumor) se logra eficientemente mediante mecanismos de reconocimiento molecular
(unién ligando-receptor, interaccién antigeno-anticuerpo) [Brigger y cols., 2002;
Decuzzi y cols., 2009]. Para ello, la superficie de la nanoparticula debe ser modificada
mediante la adsorcion quimica o fisica de anticuerpos monoclonales [Park y cols., 2001,
2002], integrinas [Hood y cols., 2002] o restos de folato [Lu y Low, 2002], por citar

algunos ejemplos.
a.- Transporte mediado por anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales son moléculas (para nuestros objetivos, aprobadas
por la FDA) disefiadas para su interaccion especifica y union con antigenos y receptores
de las células cancerosas [Imai y Takaoka, 2006]. Un ejemplo muy representativo de
nanoparticulas modificadas superficialmente con anticuerpos lo constituyen los
inmunoliposomas. Estos sistemas son liposomas conjugados con anticuerpos
monoclonales mediante unién quimica de estos Gltimos con grupos polares del coloide
(p. €j., restos de fosfolipidos o cadenas de PEG) [Maruyama y cols., 1995; Sapra y
Allen, 2003]. Se ha propuesto recientemente el disefio de inmunoliposomas especificos
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del factor de crecimiento epidérmico-2 (HER-2) presente en la superficie de muchas
lineas de células tumorales. La utilizacion de estos liposomas con cadenas de PEG y
moléculas de anticuerpos anti-HER-2 a nivel superficial, permite el tratamiento eficaz
de farmacos antitumorales, mejorando claramente la eficacia terapéutica en diversos
tipos de cancer en comparacion con los tratamientos control (fa&rmaco en solucion y
liposomas con cadenas de PEG en su superficie) [Gao y cols., 2009; Park y cols., 2001,
2002]. Otro tipo de anticuerpo monoclonal ensayado es el 8D3, especifico de los
receptores de transferrina que algunas células tumorales presentan en su superficie, y
que también se encuentra en gran cantidad a nivel de la barrera hematoencefalica (gen
83-14, especifico de los receptores de insulina humana). Los liposomas disefiados con
este tipo de anticuerpo han sido utilizados para el transporte de plasmido de ADN capaz
de silenciar la expresion del gen oncogénico que codifica la sintesis del factor de
crecimiento epidérmico humano (EGFR). En el estudio realizado se logré obtener un
incremento de la tasa de supervivencia de ratones con glioma avanzado ~ 90 %, en

comparacion con los grupos controles [Zhang y cols., 2003].

Se ha propuesto también el disefio de nanoplataformas poliméricas con moléculas
de anticuerpos monoclonales incorporados en su superficie para el transporte activo de
farmacos antitumorales. En un reciente estudio se han disefiado nanoparticulas de
poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) con citoqueratina incorporada superficialmente,
para el transporte de cistina en el tratamiento del céancer de mama invasivo y
metastasico [Kos y cols.,, 2009]. La citoqueratina es un anticuerpo monoclonal
especifico de las células epiteliales de cancer de mama que, ademas, evita la formacién
de plasmina (proteina extracelular que contribuye al crecimiento de la masa tumoral).
La cistina es un inhibidor de las proteasas extracelulares que neutraliza el exceso de la
actividad proteolitica caracteristica de las células de cancer de mama.
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b.- Transporte mediado por péptidos

La existencia de la secuencia RGD (arginina-glicina-acido aspartico) en
determinados péptidos y macromoléculas peptidomiméticas constituye un sistema de
reconocimiento importante para la adhesion celular, permitiendo que estas biomoléculas
tengan una alta afinidad para la union a las integrinas que se encuentran
sobreexpresadas en la neovasculatura tumoral [Sun y cols., 2008]. Por lo tanto, es de
esperar que al unir estas macromoléculas a un sistema transportador coloidal, se
incremente la acumulacién especifica de éste en los vasos sanguineos que irrigan la

masa cancerosa [Schiffelers y cols., 2003].

El tipo de péptido a utilizar dependera de la clase de integrina que se encuentre en
la superficie de la célula tumoral. Por ejemplo, un reciente estudio ha demostrado que
puede acrecentarse significativamente la actividad antitumoral de la doxorrubicina
mediante su vehiculizacion en nanoparticulas del polimero inmulina-multi-metacrilato
(IMMA) cuya superficie esta modificada con péptidos de secuencia arginina-glicina-
acido aspartico- D-fenilalanina-cisteina [Bibby y cols., 2005]. Por otro lado, la
modificacion superficial de nanoparticulas de albimina con los péptidos CREKA y
Lyp-1 ha permitido obtener una prometedora mejora en la actividad anticancerosa de
paclitaxel en ratones con tumores subcutaneos inducidos en la linea celular MDA-MB-
435 [Karmali y cols., 2009]. Se ha propuesto también el disefio de liposomas con
cadenas de PEG vy la secuencia peptidica PR_b localizadas a nivel superficial para el
transporte de 5-fluorouracilo. La secuencia PR_b imita el dominio de adhesion de la
fibronectina, lo que facilita la acumulacidon selectiva del coloide en las células de cancer
de colon que expresan a nivel superficial la integrina asf: (p. €j., células tumorales TC-
26). Esta interaccion coloide-célula tumoral se traduce en un proceso de endocitosis de
la nanoparticula y, asi, una mayor accion citotoxica por parte del principio activo [Garg
y cols., 2009].

Otro ejemplo muy interesante es la formulacion de liposomas modificados

superficialmente con el péptido PH1, el cual presenta una gran especificidad de unién
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por las integrinas Tie2 [Mai y cols., 2009]. En este trabajo puede comprobarse que la
vehiculizacién del antitumoral cisplatino en estas estructuras liposomales incrementa la
actividad citotoxica de este principio activo sobre las células tumorales que presentan en
su superficie la biomacromolécula Tie2. En otros trabajos se demostrd que el disefio de
nanoparticulas de acido poliglutamico modificadas superficialmente con el péptido
H2009.1 (biomolécula que presenta una gran afinidad por los receptores de integrinas
avfs) permite el transporte especifico de doxorrubicina a las células cancerosas que
presentan abundantemente receptor en su superficie [Guan y cols., 2008]. Asi, estos
nanosistemas aumentan claramente la selectividad de la accion antitumoral de la

doxorrubicina, minimizando las reacciones adversas asociadas a su administracion.

Las grandes posibilidades que ofrece esta estrategia de transporte activo han
determinado su aplicacion en terapia génica contra el cancer. Numerosos estudios han
demostrado que la utilizacién de sistemas coloidales modificados superficialmente con
macromoléculas de tipo peptidico permite aumentar la eficiencia del proceso de
transfeccion a células cancerosas de genes, secuencias de oligonucle6tidos o porciones
de ARN y ADN [Taratula y cols., 2009; Veiseh y cols., 2009]. Por ejemplo, una
reciente investigacion ha demostrado que la transfeccion del gen mutante RAF a células
de nucleosoma (m21) mediante su vehiculizacion en liposomas poliméricos cationicos
modificados superficialmente con péptidos especificos de los receptores de integrinas
avfs, que presentan estas células cancerosas a nivel superficial. Como resultado de esto
se logra inhibir los procesos de angiogénesis que incrementan el aporte de nutrientes a
la masa tumoral [Onyiiksel y cols., 2009].

c.- Transporte mediado por aptameros.

Los aptameros son secuencias de acidos nucleicos (oligonucledtidos de ADN o
ARN), capaces de unirse selectivamente a determinados antigenos que se localizan en la
superficie de las células tumorales. Estas biomoléculas se caracterizan por poder
sintetizarse quimicamente de forma muy sencilla y por presentar un pequefio tamafo.

En oncologia, los aptdmeros pueden ser utilizados por si mismos como agentes

12
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antitumorales [Willis y cols., 1998], pero también pueden acoplarse a nanosistemas de
transporte de farmacos para aumentar su especificidad por las células cancerosas [Levy-

Nissenbaum y cols., 2008].

Por ejemplo, se ha comprobado que la eficacia de accion del antitumoral docetaxel
puede mejorarse significativamente mediante su vehiculizacion en nanoparticulas de
PLGA modificadas con cadenas de PEG y con el aptamero A10 2’-fluoropiridina. Este
aptamero de ARN es especifico del antigeno PSMA muy presente en la superficie de las
células de cancer de prostata. En este estudio [Farokhzad y cols., 2006] se observé un
incremento muy significativo en la citotoxicidad inducida en células LNCaP de cancer
de prostata, en comparacion con la actividad desarrollada por las nanoparticulas que
carecian de este aptamero en su superficie (p < 0.0004). Ademas, todos los ratones con
este tipo de tumor inducido y tratados con la formulacién desarrollada estaban vivos al
final del estudio (109 dias), frente al 57 % de supervivencia sefialada en los ratones
tratados con las nanoparticulas control, y al 14 % de supervivencia de los ratones
tratados con una solucién de docetaxel.

d.- Transporte mediado por receptores de acido folico y derivados.

Los receptores de folato son abundantes sobre la superficie de las células
cancerigenas como consecuencia del incremento de sus necesidades de acido félico para
la sintesis de ADN. La interaccién de las moléculas de acido folico con el receptor de
folato de las células tumorales conduce generalmente a un proceso de endocitosis que
desemboca en una acumulacidn citosélica de estas moléculas [Lu y Low, 2002]. Este
tipo de estrategias se ha propuesto no solo para el transporte activo de farmacos a la
region tumoral, sino también para aumentar la eficacia de la fototerapia contra el cancer
y para mejorar la eficiencia de las formulaciones disefiadas para el diagnostico del
cancer [Lai y Lee, 2009; Low y Kularatne, 2009; Pan y Feng, 2009]. Diversos estudios
demuestran que los liposomas recubiertos de moléculas de folato logran aumentar la
captacion de los agentes quimioterapicos en diversos tipos de células tumorales,

incrementando asi la citotoxicidad de éstos [Esmaeili y cols., 2008; Gabizon y cols.,

13



Capitulo 1. Introduccion

2004; Kim y cols., 2005; Pan y Lee, 2005; Shmeeda y cols., 2006]. Ademas, se ha
puesto de manifestacion la eficacia de esta estrategia de transporte incluso ante los
fendmenos de resistencia a farmacos que desarrollan las células tumorales [Goren y
cols., 2000].

Se ha comprobado que la vehiculizacion de doxorrubicina en liposomas recubiertos
de folato permite su mejor captacién in vitro por células KB de carcinoma humano y
por células HeLa de céancer cervix [Gerasimov y cols., 1999]. Otro ejemplo lo
encontramos en la vehiculizacion del profarmaco antitumoral paclitaxel-2-
caronilcolesterol en nanoparticulas poliméricas [Stevens y cols., 2004], consiguiendo de
esta forma un aumento de la eficacia del profarmaco. También se ha utilizado en el
disefio de nanoparticulas de poli(etilenimina) para la terapia génica de gliomas [Liang y
cols., 2009], asi como en el disefio de nanoparticulas de poli(alquilcianoacrilato) con
moléculas de folato en superficie (en concreto, glucosilfosfatilinositol), para la mejora
de actividad antitumoral de los agentes quimioterapicos en el tratamiento de gliomas
[Stella 'y cols., 2000]. Para el transporte de paclitaxel se han disefiado: a) nanoparticulas
de poli(e-caprolactona) modificadas superficialmente con moléculas de folato y cadenas
de metoxi-PEG [Park y cols., 2005]; b) nanoparticulas de poli(D,L-lactida) (PLA) que
presentan en su superficie cadenas de PEG vy acido folico (o biotina). Permitiendo una

mayor acumulacion in vivo en la masa tumoral (figura 2) [Patil y cols., 2009a].
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Figura 2. Eficacia antitumoral de nanoparticulas de PLA cargadas con paclitaxel (Pac) y

modificadas superficialmente con PEG y acido félico (FA), y/o con PEG vy biotina (BI). Se
trataron ratones NCR-UN con tumor subcutaneo inducido con células MCF-7 con una solucion
de Pac (solucion Pac), las nanoparticulas sin farmaco (blanco), agua bidestilada (vehiculo),
nanoparticulas con farmaco (PacNP), nanoparticulas son farmaco y modificadas con PEG y
acido folico (FA Pac NP), nanoparticulas con farmaco modificadas con PEG y biotina
(BiPacNP), y nanoparticulas cargadas con farmacos y modificadas con PEG, acido félico y
biotina (FA + BiPac NP). En todos los casos la dosis de paclitaxel administrada es 20 mg/kg.
(A) Evolucion del volumen del tumor en funcion del tiempo (media + desviacion estandar, n =
6). (B) Fotografia de la masa tumoral de un ratén de cada grupo de tratamiento: i vehiculo, ii
blanco, iii solucién Pac, iv PacNP, v FAPacNP, vi BiPacNP, y vii FA + BiPacNP. Reproducido
de Patil y cols., 2009a. Copyright Elsevier (2009).
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e.- Transporte mediado por receptores de transferrina.

Los receptores de transferrina se localizan en gran cantidad en la superficie de una
amplia gama de células cancerosas. Debido a la posibilidad de saturacion de estos
receptores como consecuencia de la existencia de transferrina endégena en plasma, se
ha sugerido la administracién de las nanoparticulas modificadas superficialmente con
esta biomolécula directamente en el interior de la region diana [Derycke y cols., 2004] o
la incorporacién de anticuerpos mononucleares especificos de estos receptores (p. €j.,
0OX26 y TfRscFv) en la superficie de las nanoparticulas [Hwang y cols., 2008]. La
transferrina ha demostrado una actividad muy prometedora ante un tipo de mecanismo
de resistencia a farmacos desarrollado por muchas células cancerosas y que esta
relacionado con la glicoproteina-P [Lemieux y Page, 1994]. La transferrina ha sido
conjugada directamente con farmacos anticancerosos asegurando una mayor
focalizacion de la accion de éstos [Singh y cols., 1998], y también con sistemas
coloidales transportadores de farmacos para mejorar la biodistribucion del farmaco
transportado y lograr asi una mayor acumulacién de éste en el tumor y su liberacién

controlada [Sahoo y cols., 2004].

Un reciente estudio in vitro ha demostrado que la conjugacion de transferrina con
nanoparticulas de PLGA cargadas con paclitaxel, origina una captacion tres veces
mayor de este farmaco por células de cancer de préstata humano (PC3) en comparacion
con las nanoparticulas poliméricas sin esta modificacion superficial. Una simple
inyeccion intratumoral de nanoparticulas (dosis de paclitaxel: 24 mg/Kg) en animales
con tumores subcutaneos inducidos con esta linea celular permite la completa regresion
del tumor. Este tipo de nanoparticulas también ha demostrado ser muy eficaz frente a la
linea de células de cancer de mama MCF-7 [Sahoo y cols., 2004; Sahoo y Labhasetwar,
2005]. Este tipo de estrategias también ha sido propuesto para el tratamiento de tumores
localizados a nivel cerebral, ya que las nanoparticulas asi disefiadas atraviesan muy

facilmente la barrera hematoencefalica mediante transcitosis [Pardridge, 2002].
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Finalmente ha permitido incluso mejorar la fototerapia antitumoral y el diagnéstico del

cancer mediante resonancia magnética de imagen [Liy cols., 2009a].

ESTRATEGIAS DE TRANSPORTE ACTIVO DE FARMACOS BASADAS EN EL
DISENO DE COLOIDES SENSIBLES A ESTIMULOS DE DIFERENTE
NATURALEZA

Los sistemas transportadores sensibles a estimulos tienen un disefio esencialmente
polimérico o liposomal, que pretende sensibilizarlos frente a pequefias modificaciones
en su entorno, lo que provoca principalmente cambios muy rapidos en su estructura y
propiedades fisicas (p. ej., descomposicion, hinchamiento, etc.) Estos cambios son
reversibles y, por lo tanto, el material puede volver a su estado inicial tan pronto como
desaparece el estimulo. Los estimulos responsables de este proceso pueden generarse en
el interior del organismo (p. ej., cambios de pH en determinadas zonas del organismo o
como consecuencia de procesos patoldgicos, cambios de temperatura, interaccion con
determinados sistemas enzimaticos, etc.). El estimulo responsable de la alteracion de la
nanoparticula puede tener también un origen externo (p. ej., gradientes magnéticos,
campos eléctricos, luz, ultrasonidos, etc.). Esta estrategia de transporte activo de
farmacos esta basada en la interaccion del coloide transportador con el estimulo debe
producirse en la regién diana, para que sea s6lo aqui donde ocurra la liberacion de las
moléculas de farmaco. De esta manera, este se acumularad selectivamente en el tejido
diana y podra reducirse la incidencia y la severidad de las reacciones adversas asociadas
a la extensa biodistribucion del principio activo (figura 3). Con esta estrategia puede
conseguir también la modulacién de la duracion e intensidad del efecto farmacoldgico
[Arias 2011; Bawa y cols., 2009; Rapoport, 2007; Ulbrich y Subr, 2004].
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Figura 3. Liberacién de un farmaco antitumoral activada por la exposicion de la nanoparticula a
un estimulo externo. La destruccién de la nanoparticula facilita la cesién de la dosis de farmaco

vehiculizado en el intersticio tumoral.

a.- Control del proceso de liberacion de farmaco mediante cambios en el pH

Esta es, quizés, una de las estrategias mas prometedoras para el transporte de
farmacos hasta el tejido tumoral. Estd basada en la utilizacion de materiales para la
formulacion de coloides que sean extremadamente sensibles a pequefios cambios de pH
con respecto al sanguineo (pH = 7.4). En la region tumoral existen alteraciones en el
flujo sanguineo y de tipo metabdlico (p. ej., glicolisis aerdbica y anaerdbica), que
provocan que el pH del intersticio tumoral sea =~ 6.6. De esta manera, el sistema
transportador se enfrentara a un entorno ligeramente &cido al que es muy sensible,

descomponiéndose Yy liberando al mismo tiempo el principio activo vehiculizado. Cabe
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esperar que este tipo de nanoparticulas se distribuyan extensamente por el organismo y
que sOlo cuando alcancen la region de pH al que son sensibles, se destruyan,
controlandose asi la liberacion de la dosis de farmaco vehiculizado [Hilgenbrink y Low,
2005; Jeong y cols., 2003; Lo y cols., 2005]. Una posibilidad alternativa dentro de esta
estrategia es la utilizacion de sistemas transportadores (p. €j., liposomas) sensibles a un
pH entre 4.5 y 5.0. Estos coloides tras su internalizacion por la célula tumoral mediante
endocitosis, se degradaran en el interior de los lisosomas bajo la accién de este entorno
acido y de enzimas hidroliticas como la catepsina B [Bawa y cols., 2009; Jain, 2001;
Rapoport, 2007; Stubbs y cols., 2000;].

De forma general, los materiales poliméricos que son sensibles a pHs acidos
contienen grupos carboxilicos o sulfonicos, mientras que los sensibles a pHs basicos
contienen en su estructura quimica sales de amonio. Todos estos grupos quimicos son
capaces de captar o ceder protones ante un cambio de pH determinado, lo que genera en
la estructura de la nanoparticula cambios conformacionales que afectan a su solubilidad
0 inducen su hinchamiento y, finalmente, su destruccion. Los materiales de tipo ionico
mas ampliamente investigados en el disefio de sistemas transportadores sensibles al pH
son polimeros del &cido metacrilico, del metacrilato de dietilaminaetil, del &cido acrilico
y del metacrilato de (dimetilamina) etilo [Bawa y cols., 2009; Han y cols., 2003; Na y
cols., 2003; Rapoport, 2007].

Por ejemplo, en un reciente estudio se ha utilizado un polimero basado en la
polivinilpirrolidona y el anhidrido dimetilmaleico para desarrollar un sistema
transportador del agente antitumoral adriamicina. La unién entre ambas estructuras
quimicas es muy sensible a ligeros descensos en los valores de de pH (de 7.4 a 6.6). Se
ha descrito que la utilizacién de este coloide permite un notable incremento de la
actividad antitumoral de la molécula en ratones con sarcoma 180, en comparacion con
la administracion del farmaco en solucién [Kamada y cols., 2004]. Por otro lado, la
utilizacién de particulas de poli(L-histidina) modificadas con cadenas de PEG Yy restos

de acido félico han permitido el transporte especifico de doxorrubicina in vivo. En
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concreto, esta formulacion permite solventar los fenémenos de resistencia a farmacos
tipicos de la linea celular A2780/DOX(R) y los problemas de toxicidad asociados al
tratamiento con doxorrubicina. En este trabajo se demostré que las nanoparticulas se
unen a las células tumorales a través de sus receptores de folato, lo que desencadena
procesos de endocitosis y la subsiguiente degradacion lisosomal, liberandose
intracelularmente el farmaco transportado [Kim y cols., 2008a].

Otro tipo de copolimeros sensibles a cambios en el pH es el constituido por la poli
(N-isopropilacrilamida) y el chitosan. Este material ha sido utilizado como sistema de
transporte activo de paclitaxel, permitiendo una gran liberacion de esta molécula cuando
la nanoparticula entra en contacto con pH < 6.9 (tipico de la regién tumoral). La
utilizacion de esta formulacion en el tratamiento de ratones con tumores inducidos con
células S-180-KM gener6 la regresion completa de la enfermedad en el 50 % de los
casos [Liy cols., 2009b].

Por ultimo, diversas investigaciones han demostrado que los sistemas liposomales
sensibles a variaciones de pH permiten un mejor transporte de farmacos antitumorales
hasta la zona diana, en comparacién con liposomas convencionales y liposomas de
liberacion prolongada, gracias a sus propiedades fusogénicas [Cho y cols., 2008;
Karanth y Murthy, 2007; Kim y cols., 2008b]. Este tipo de formulaciones (tamafio de
particula = 150 nm) pueden ser también modificadas superficialmente con anticuerpos
monoclonales del factor de crecimiento epidérmico, para ser utilizadas en la
vehiculizacién del anticanceroso gemcitabina en el tratamiento de ratones con tumores
inducidos mediante células A549 BALB/c-nu/un [Kim y cols., 2009]. Recientemente, se
ha propuesto la formulacion de inmunoliposomas sensibles a pequefias reducciones del
pH propio del entorno tumoral. Su estructura liposdmica se encuentra conjugada con
cadenas de N-isopropilacrilamida, que ademéas se modifica a nivel superficial con
anticuerpos monoclonales anti-CD33 especificos de lineas celulares de leucemia. Esta
nanoplataforma presenta interesantes posibilidades en el tratamiento de la leucemia

mieloide aguda [Simard y Leroux, 2009].
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b.- Control de los procesos de liberacion de farmacos mediante cambios en la

temperatura.

Los coloides elaborados con materiales termosensibles se caracterizan por sufrir un
proceso de desestabilizacién/destruccion ante un ligero aumento de temperatura. Este
comportamiento es tipico de polimeros o hidrogeles que presentan grupos hidr6fobos
(p. €j., metilo, etilo y propilo). Se caracterizan por una temperatura critica de disolucién
que, al superarse, determina su disolucién y la consiguiente liberacion del farmaco
transportado. La poli(N-isopropilacrilamida) es quizas el polimero mas estudiado para el
disefio de este tipo de nanosistemas transportadores de farmaco, pues su temperatura
critica de disolucion se encuentra muy préxima a la fisioldgica. Es mas, puede ajustarse
facilmente a = 42 °C mediante la incorporacion del mondémero hidréfilo N,N-
dimetilacrilamida. También se han estudiado otros polimeros termosensibles como la
poli(N-(I)-1-hidroximetil-propilmetacrilamida), la poli(2-carboxi-isopropilacrilamida),
la poli(N-acril-N’-alquilpiperacina), o la poli(N,N’-dietilacrilamida) [Bawa y cols.,
2009; Rapoport, 2007].

En la terapéutica del cancer, la hipertermia es una técnica muy interesante ya que
permite aumentar la permeabilidad de la masa tumoral, facilitdindose asi la absorcion de
biomacromoléculas y coloides [Gaber y cols., 1996; Hauck y cols., 1997]. Incluso esta
técnica ha demostrado cierta toxicidad per se sobre las células cancerosas [Dewhirst y
cols., 1997]. La principal limitacion de la hipertermia es la focalizacion de su accion
exclusivamente a nivel de la masa tumoral sobre todo si se desconoce su ubicacién
[Kong y Dewhirst, 1999]. La técnica implica el calentamiento exclusivo de la masa
tumoral, lo que induce un incremento del tamafio de poro en el endotelio de la
microvasculatura que irriga el tumor e incluso un aumento del flujo sanguineo en esta
zona. Esto permite que el sistema transportador coloidal extravase de forma muy
significativa y selectiva en esta zona. A una temperatura de 42 °C se observa el efecto
maximo de esta estrategia: el tamafio de poro entre las células endoteliales que

componen la pared de estos vasos sanguineos pasa de ~ 7 a 20 nm a mas de 400 nm. De

21



Capitulo 1. Introduccion

esta forma, la hipertermia pretende lograr de forma simultanea el aumento de la
permeabilidad de la microvasculatura tumoral a las nanoparticulas, junto con la
induccidn de la liberacion del agente quimioterapico por destruccion del coloide [Kong
y cols., 2001]. Para ello, es muy importante definir la temperatura a utilizar y el tiempo

de calentamiento.

En el tratamiento del cancer mediante esta estrategia, las nanoparticulas
transportadoras de farmacos deben caracterizarse por una temperatura critica de
disolucion por encima de la temperatura corporal (37 °C), en torno a 42 °C. Por ejemplo,
se ha logrado disefiar liposomas capaces de alterar la estructura de su membrana lipidica
ante un ligero incremento de la temperatura, lo que permite la liberacion del principio
activo vehiculizado de forma controlada y selectiva [Kong y cols., 2000; Needham y
Dewhirst, 2001]. Se ha demostrado que la utilizacién de liposomas termosensibles
estabilizados estéricamente con cadenas de PEG logran aumentar la acumulacién de
principio activo en el tumor, liberando més del 60 % de la dosis vehiculizada si se
calienta la zona diana a 42 °C durante 30 minutos [Gaber y cols., 1996]. Una estrategia
muy interesante para aumentar la termosensibilidad de los liposomas es la introduccién
de polimeros termosensibles en su estructura, p. ej., la poli(N-isopropilacrilamida)
[Kono, 2001; Purushotham y Ramanujan, 2009; Shen y cols., 2008].

Uno de los tipos de coloides que mas importantes aplicaciones presenta en
hipertermia son las nanoparticulas magnéticas. Su capacidad de respuesta a gradientes
magnéticos facilita su acumulacion selectiva en el lugar de accion. Por ejemplo, las
nanoparticulas magnéticas constituidas por un nlcleo de magnetita (FesO,4) recubiertas
por dextrano-g-poli(N-isopropilacrilamida-N,N’dimetilacrilamida) logran aumentar
claramente la liberacion selectiva de doxorrubicina en el tumor. En concreto, el
calentamiento especifico de este nanomaterial provoca la degradacion del polimero y la
liberacion del agente antitumoral [Zhang y Misra, 2007]. Los geles magnéticos de
poli(N-isopropilacrilamida) permiten la acumulacion especifica y la liberacion

controlada de farmaco mediante hipertermia [Ang y cols., 2007]. Se han formulado
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también magnetoliposomas (magnetosomas) termosensibles para el transporte de
metotrexato. La membrana lipidica de estos sistemas esta constituida por 1,2 dipalmitol-
glicero-3-fosfocolina y colesterol y el procedimiento para su formulacion es el método
de evaporacién con inversién de fases. Este trabajo sefiala que mas del 80 % del
farmaco vehiculizado era liberado cuando se incrementaba la temperatura de 37 °C a 41
°C. Ademas, describe un aumento significativo de la acumulacion de metotrexato en el
musculo esquelético de ratones, si se aplica un gradiente magnético y se calienta la zona
a41°C [Zhuy cols., 2009].

Sin embargo, las aplicaciones de los 6xidos de hierro superparamagnéticos en este
campo no finalizan aqui ya que por si mismos inducen la muerte de las células
tumorales al generar calor en el interior del intersticio tumoral [Chan y cols., 1993;
Kallumadil y cols., 2009; Tashjian y cols., 2008]. Cuando estos coloides entran bajo la
accion de un campo magnético alterno de gran frecuencia (= 1 MHz), los réapidos
cambios de orientacién del momento magnético del nanomaterial, provocados por el
campo alterno determina un fendmeno de calentamiento. Se ha descrito que este
fendmeno es consecuencia de la pérdida de histéresis magnética de las nanoparticulas
[Gupta y Gupta, 2005; Huber, 2005; Ito y cols., 2005; Laurent y cols., 2008]. Los
experimentos indican especificamente que la temperatura del espacio intersticial
tumoral aumenta hasta = 41 — 45 °C, provocando dafios irreversibles en las células
cancerosas, lo que induce su destruccion [Glockl y cols., 2006; Hergt y cols., 2006;
Huber, 2005; Tanaka y cols., 2005]. Adicionalmente, el incremento de la temperatura en
esta zona también provocara la desorganizacién de la estructura de la nanoparticula y,
de esta forma, se producird la liberacion controlada del fa&rmaco en la regién tumoral
[Steinkea y cols., 2007].

c.- Transporte de fArmaco mediante la utilizacién de gradientes magnéticos

Por su capacidad de respuesta a gradientes magnéticos aplicados, los coloides
magnéticos son capaces de llevar a los agentes quimioterapicos de manera especifica al

lugar de accion. Asi, mediante un gradiente magnético se puede conducir un coloide
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hasta el tumor diana, manteniéndolo concentrado en este lugar durante el tiempo preciso
para que todo el farmaco vehiculizado sea liberado [Ciofani y cols., 2009]. Podriamos
pensar que en la formulacién de un sistema transportador magnético sélo es precisa la
utilizacién de nanoparticulas magnéticas, por ejemplo, 6xidos de hierro (principalmente,
magnetita 0 maghemita). Sin embargo, este tipo de materiales se caracteriza por una
muy limitada capacidad de incorporacién de principios activos, junto con una liberacion
de éstos excesivamente rapida [Arias, 2008; Arias y cols., 2001; Duran y cols., 2008]. A
diferencia de éstos, los polimeros biodegradables y los liposomas tienen una notable
capacidad para el transporte de farmacos (gran vehiculizacion, junto con una liberacion
lenta y controlable de farmaco gracias a su biodegradacion). De esta forma, todas las
investigaciones se centran en el desarrollo de nanoplataformas constituidas por un
nacleo magnético, y por un recubrimiento biodegradable de origen polimérico o
liposomal. El nicleo magnético facilitara la acumulacion del coloide en el lugar diana
en respuesta al gradiente magnético aplicado. Mientras que el material de recubrimiento
[p. ej., liposoma, chitosan, poli(D,L-lactida-co-glicolida), poli(e-caprolactona) o
poli(alquilcianoacrilato)] mejorard la biodegradabilidad y biocompatibilidad de la
nanoplataforma, y permitira el transporte de principios activos [Duran y cols., 2008;
Zavisova y cols., 2009]. Dado que el gradiente magnético disminuye con la distancia, la
principal limitacion de esta estrategia es asegurar la intensidad adecuada de éste para
controlar la permanencia del coloide magnético en el lugar diana, o para activar la

liberacién del farmaco.

Para solventar este problema, se ha propuesto la implantacion de pequefios imanes
en el interior o las proximidades del lugar diana mediante cirugia menor [Arias, 2011,
Fernandez-Pacheco y cols., 2007]. El uso de implantes magnéticos en combinacion con
un gradiente magnético externo podria acrecentar ain mas si cabe la acumulacion de las
nanoplataformas magnéticas en la zona tumoral [Fernandez-Pacheco y cols., 2007;
Rosengart y cols., 2005; Yellen y cols., 2005]. Una aproximacion al problema propuesta
recientemente pretende prolongar la permanencia del coloide magnético en el

organismo y una mayor acumulacion en la regién diana. En concreto, consiste en
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modificar la superficie de la nanoparticula magnética con ligandos especificos de
receptores presentes en la superficie de las células tumorales [Lin y cols., 2009].
También se han propuesto este tipo de modificaciones para aumentar la selectividad de
las nanoparticulas magnéticas por la neovasculatura tumoral [Reddy y cols., 2006;
Tietze y cols., 2009; Zhang y cols., 2007].

d.- Control del proceso de liberacién mediante la luz.

El disefio de materiales capaces de responder a estimulos luminosos (luz
ultravioleta o visible) ha suscitado poco interés en los Gltimos afios. Sin embargo, los
sistemas transportadores de farmacos capaces de degradarse ante este tipo de estimulo
(principalmente luz visible), liberando asi el farmaco transportado, son realmente
interesantes por su seguridad, bajo coste y facil manipulacién. Ademas, el estimulo
luminoso puede ser administrado en cantidades bien definidas y de forma muy precisa
[Bawa y cols., 2009; Bisby y cols., 2000; Rapoport, 2007; Shum y cols., 2001]. Sin
embargo, a pesar de las interesantes posibilidades que ofrece esta estrategia, son
necesarias mas investigaciones para demostrar su eficacia en el transporte y la

liberacion controlada de farmacos quimioterapicos.
e.- Control mediante ultrasonidos

Esta estrategia esta basada en que al exponer la region tumoral a la accion de los
ultrasonidos, se logra la localizacion del coloide en esta region y, ademas, la liberacién
total de la dosis del antineoplésico en el espacio intersticial del tumor [Rapoport y cols.,
2004]. Se considera que la utilizacion de ultrasonidos en esta estrategia de transporte de
farmacos no es invasiva, ya que éstos tienen una muy adecuada capacidad de
penetracién corporal. EI control de la localizacién de la accion de los ultrasonidos en el
lugar deseado se logra ajustando parametros como la frecuencia, la potencia o el tiempo
de aplicacioén. La aplicacion de ultrasonidos en la region tumoral provoca un incremento

en la permeabilidad de los capilares sanguineos que irrigan las células cancerosas, la
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generacién de energia térmica y la alteracion de las membranas de estas células [Bawa y
cols., 2009].

De forma general, se puede decir que el sistema transportador llega a la region
tumoral gracias al efecto de EPR caracteristico de la masa cancerosa (estrategias de
transporte pasivo). Una vez localizado en esta zona, la captacion del coloide por las
células cancerosas se garantiza mediante la alteracion con ultrasonidos de la
permeabilidad de la membrana celular. Ademas, la nanoparticula también se degrada
bajo la accion de éstos, liberando el principio activo [Gao y cols., 2004]. Esta técnica ha
sido utilizada con gran éxito en el tratamiento de ratones con cancer de colon resistente
inducido por la implantacion de células KM20. En este caso el sistema coloidal
utilizado para el transporte de 5-fluorouracilo estaba constituido por nanoparticulas de

poliestireno [Larina y cols., 2005].

En un estudio recientemente publicado se investigd la utilizacién de liposomas
cargados con cisplatino y modificados superficialmente con cadenas de PEG, en
combinacion con ultrasonidos de baja frecuencia (= 20 kHz). Esta estrategia se utilizo
en el tratamiento de ratones con tumores inducidos en la cavidad intraperitoneal con
células de linfoma C26. Las nanoparticulas fueron administradas en el lugar diana y,
una hora después, se sumergia la zona tumoral en un dispositivo lleno de agua donde se
encontraba una sonda de ultrasonidos. En el caso del tratamiento de los mismos ratones
pero con el tumor localizado en una extremidad posterior, 24 horas después de la
administracién del coloide, el tumor era sumergido en un bafio termostatizado a 24 °C y
se aplicaban los ultrasonidos de baja frecuencia. En ambos casos, los ultrasonidos tenian
una intensidad de 5.0 W/cm? y se aplicaban de 60 a 120 segundos de forma continuada,
segun las caracteristicas de la piel. Asi, se observd que = 70 % de la cantidad de
cisplatino vehiculizada por los liposomas se acumulaba selectivamente en el tumor
gracias a la accién de los ultrasonidos, a diferencia de la casi nula (< 3 %) acumulacién
de fa&rmaco obtenida en ausencia de este estimulo. Como consecuencia de todo esto, se

obtuvieron mejores resultados terapéuticos en el grupo de ratones que se beneficié de
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esta estrategia: regresion del tumor en un menor periodo de tiempo (figura 4). Puede
concluirse que los ultrasonidos de baja frecuencia estan especialmente indicados en el
tratamiento de tumores superficiales (p. ej., piel, cabeza, cuello y céanceres
ginecoldgicos). Sin embargo, los ultrasonidos de elevada frecuencia son més adecuados
en el caso de tumores localizados en estructuras méas internas del organismo [Schrdeder
y cols., 2009].
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Figura 4. Actividad antitumoral (grosor de la extremidad en mm: media + desviacion estandar)
de diferentes tratamientos en ratones BALB/c con tumor subcutaneo C26: (i) grupo control
(imagen superior izquierda de la figura, #); (ii) grupo placebo: solucion salina + ultrasonidos de
baja frecuencia (5.9 W/cm?, 60 segundos, -); (iii) grupo tratado con cisplatino vehiculizado en
liposomas y sin aplicacién de ultrasonidos de baja frecuencia (x); (iv) grupo tratado con
cisplatino vehiculizado y con aplicacion de ultrasonidos de baja frecuencia (imagen inferior
izquierda de la figura, A); (v) grupo tratado con una solucién de cisplatino y sin la
administracion de ultrasonidos de baja frecuencia (-A-); grupo tratado con una solucion de
cisplatino + ultrasonidos de baja frecuencia (m). Imagenes insertadas: extremidad
posterior de un ratdn tratado con liposomas cargados con cisplatino sin (arriba) y con
(abajo) la utilizacion de ultrasonidos de baja frecuencia. Tras 29 dias, se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.006) entre la actividad antitumoral
lograda en los ratones pertenecientes al grupo (iv) y los alcanzados en el resto de grupos
de tratamiento. Reproducido de Schroeder y cols., 2009. Copyright Elsevier (2009).
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f.- Control del proceso de liberacion de farmaco mediante la utilizacion de enzimas

Esta estrategia estd basada en que las enzimas presentes de forma natural en la
region tumoral pueden provocar la liberacion del farmaco vehiculizado desde el sistema
transportador. En concreto, si el coloide es degradable por las enzimas que se
encuentran en la regidn tumoral, al llegar al espacio intersticial del tumor sera detenido
por las enzimas y liberara especificamente al agente quimioterapico en la zona diana
[Meers, 2001]. Una de las principales aplicaciones de esta estrategia es el transporte

activo de farmacos antitumorales en el cancer de colon [Bawa y cols., 2009].

En un reciente estudio se ha comprobado que nanoparticulas de albdmina logran
transportar eficientemente el antitumoral doxorrubicina hasta la masa cancerosa, lugar
donde son degradadas por 2-metaloproteasa, liberando el principio activo [Cho y cols.,
2008].

Se ha propuesto también la utilizacion de liposomas en este tipo de estrategia de
transporte activo por su susceptibilidad a la fosfolipasa A2. Esta enzima se encuentra en
gran cantidad en el intersticio tumoral y es capaz de hidrolizar los lipidos de la
membrana de los liposomas [Andresen y cols., 2004; Andresen y cols., 2005]. En el
momento en que los liposomas se extravasan desde la circulacion sanguinea al espacio
intersticial de la zona tumoral, estas enzimas las degradan y activan la liberacion
especifica del farmaco en la region diana. Otras enzimas que han sido propuestas para
esta estrategia son la fosfatasa alcalina [Davis y Szoka, 1998], la transglutaminasa
[Zhang vy cols., 2002] y la fosfatidilinositol-fosfolipasa C [Villar y cols., 2000].

1.1.3. ESTRATEGIAS DE TRANSPORTE DE FARMACOS A
CELULAS TUMORALES RESISTENTES

Uno de los obstaculos principales que limitan la eficacia de los agentes
quimioterapicos es el desarrollo de diferentes mecanismos de resistencia por las células

cancerosas, a pesar de las altas dosis utilizadas. Para que la quimioterapia sea eficaz, es
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preciso que la estrategia de tratamiento sea capaz de sobreponerse a los mecanismos de
resistencia de tipo celular y fisiolégico caracteristicos de la masa tumoral. No debe
olvidarse que todo esto se suma a los problemas farmacocinéticos de la mayoria de los

farmacos antitumorales.

La masa cancerosa se caracteriza por un flujo sanguineo muy irregular y una alta
presion hidrostatica, factores que dificultan una adecuada difusién de los agentes
quimioterapicos en el espacio intersticial. Ademas, el entorno ligeramente acido del
intersticio tumoral dificulta la actividad de farmacos eminentemente basicos (los cuales
se encontrarian ionizados, impidiéndose su extravasacion desde la circulacion
sanguinea). En cuanto a los mecanismos de resistencia a farmacos desarrollados por las
células malignas, éstos son principalmente la inhibicién de los fendmenos de apoptosis
celular, el aumento de los mecanismos de expulsion de farmaco desde el espacio
intracelular, la reduccion de la absorcion celular de farmacos y el aumento en los
mecanismos de reparacion del ADN y de desintoxicacion celular. Se puede decir que el
fenotipo celular de resistencia a farmacos antitumorales es generalmente el resultado
sinérgico de la combinacion de diferentes mecanismos de resistencia [Brigger y cols.,
2002; Gottesman y cols., 2002; Jabr-Milane y cols., 2008].

En un intento de solventar estas limitaciones, se ha propuesto la vehiculizacién de
agentes antitumorales en coloides [Kim y cols., 2008b]. Se pretende asi evitar que el
farmaco quede expuesto a los diferentes mecanismos de resistencia que minimizan su
entrada en la célula cancerosa, prolongando ademas su residencia a nivel intracelular.
Un buen disefio de la nanoparticula podra combatir de forma simultanea cada uno de los
mecanismos de resistencia expresada por la célula cancerosa (p. ej., la utilizacion del
farmaco como falso sustrato de la glicoproteina-P, principal mecanismo de expulsion)
mientras asegura un transporte eficaz de la dosis de agente anticanceroso al interior
celular. Para ello, el sistema transportador disefiado debe: i) evitar una rapida
eliminacion por el SRE, mediante la modificacion de su superficie con moléculas que le

aporten una proteccion estérica (p. ej., cadenas de PEG); ii) vehiculizar diferentes tipos
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de agentes quimioterapicos en grandes dosis; y iii) garantizar la maxima concentracién
posible de farmaco en el intersticio tumoral y la mayor absorcion intracelular [Jabr-
Milane y cols., 2008].

Uno de las principales materiales para el disefio de nanoplataformas con capacidad
para vencer los mecanismos de resistencia desarrollados por las células cancerosas son
los copolimeros anfifilicos. Estos materiales estan constituidos por un polimero
hidréfilo conjugado con otro hidréfobo, y tienen la capacidad de interaccionar con la
membrana celular para alterar diferentes funciones celulares. En concreto, se ha
sugerido que estas micelas poliméricas son capaces de alterar la respiracion
mitocondrial, la sintesis de ATP, los mecanismos de expulsion de farmacos como la
glicoproteina-P, la transduccién de sefiales de apoptosis y la expresion génica
[Batrakova y Kabanov, 2008]. Incluso se ha propuesto que este tipo de copolimeros
puede facilitar el transporte de farmacos anticancerosos a través de la barrera
hematoencefalica y de las membranas de absorcion intestinales, asi como la activacion
de procesos de transcripcion durante la expresion génica. Por ejemplo, la actividad
antitumoral de la doxorrubicina puede acrecentarse de forma muy significativa en el
tratamiento de pacientes con céncer de eséfago avanzado, si se vehiculiza en estas
micelas copoliméricas. Esta interesante accion podria ser consecuencia de su capacidad
para inhibir la glicoproteina-P y de mejorar la sefializacion proapoptdtica en las células
cancerosas [Sharma y cols., 2008].

Recientemente, se han disefiado liposomas modificados superficialmente con
moléculas de transferrina y cargados con doxorrubicina y el farmaco inhibidor de la
glicoproteina-P verapamilo. Esta nanoplataforma es capaz de aumentar la concentracion
de doxorrubicina en el interior de células cancerosas resistentes, aumentando asi la
actividad antitumoral de esta molécula [Wu y cols., 2007]. Otra aproximacion muy
interesante es el disefio de nanoparticulas de PLGA modificadas superficialmente con
cadenas de PEG y biotina, para el transporte de paclitaxel y del inhibidor de tercera

generacién de la glicoproteina-P tariquidar. Esta nanoplataforma permite incrementar de
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forma muy marcada la actividad antitumoral de paclitaxel en células malignas
resistentes [Patil y cols., 2009b]. Otra forma de inhibir las bombas de expulsion de
farmacos  antitumorales  (principalmente la  glicoproteina-P) es utilizando
oligonuclettidos antisentido en el disefio de estas nanoplataformas [Pakunlu y cols.,
2006].

El disefio de inmunoliposomas permite dirigir de forma muy eficaz la dosis de
principio activo hasta la membrana plasmatica de las células cancerosas, y promoviendo
la endocitosis celular de la nanoparticula [Suzuki y cols., 1997]. Incluso se ha
investigado el disefio de inmunoliposomas dirigidos contra la glicoproteina-P [Mamot y
cols., 2003; Matsuo y cols.,, 2001]. Por ejemplo, se han formulado liposomas
modificados superficialmente con el anticuerpo monoclonal MRK-16 (especifico de la
glicoproteina-P) para el transporte de vincristina. En este estudio, se observé que la
citotoxicidad ejercida por el agente antitumoral en una linea de células de leucemia
mieloide era muy superior a la desarrollada cuando este farmaco era vehiculizado en
liposomas sin esta modificacion superficial. Se comprobd que esto era debido a la
inhibicién ejercida de la glicoproteina-P por el anticuerpo monoclonal MRK-16
[Matsuo y cols., 2001]. Otros estudios demuestran que la vehiculizacion de placlitaxel
en nanoparticulas de PLGA modificadas superficialmente con cadenas de PEG y
moléculas de transferrina, incrementa marcadamente la accion antitumoral de este
principio activo en células BT4C de glioma. La actividad anticancerosa es muy superior
a la obtenida con las mismas nanoparticulas sin modificacion superficial y a la obtenida

con Taxol® (solucién de paclitaxel) [Pulkkinen y cols., 2008].

Como hemos comentado previamente, la vehiculizacion de farmacos
antineoplasicos y agentes moduladores del umbral de apoptosis en el mismo coloide
ofrece posibilidades muy interesantes en el tratamiento de algunos tipos de cancer
resistentes. Por ejemplo, se han disefiado nanoparticulas de poli(e-caprolactona)
modificadas superficialmente con cadenas de PEG como sistemas transportadores de
paclitaxel y de ceramida. Estas nanoplataformas multifuncionales son capaces de

32



Capitulo 1. Introduccién

incrementar significativamente la actividad antineoplasica de paclitaxel en lineas

resistentes de células de cancer de ovario [van Verklen y cols., 2007].

Otra estrategia muy interesante contra lineas celulares resistentes es el desarrollo
de coloides sensibles a pHs ligeramente acidos. Por ejemplo, se han formulado
copolimeros de poli(L-histidina)-s-PEG-folato y poli(D,L-lactida)-s-PEG-folato como
sistemas para el transporte de doxorrubicina. Una vez que el coloide se fija a la
superficie de la célula cancerosa mediante interacciones entre los restos de folato de su
superficie y los receptores de estos ligandos localizados en la membrana celular, se
produce la internalizacién de las micelas y su degradacion en el medio ligeramente
acido intracelular (pH = 6.8). Asi, los valores de viabilidad celular son mucho menores
(= 20 %) en comparacion con la administracion del farmaco en solucién (= 85 %) [Lee
y cols., 2005].

1.1.4. TOXICIDAD ASOCIADA AL UN10) DE
NANOPLATAFORMAS TRANSPORTADORAS DE AGENTES
ANTITUMORALES

Uno de los aspectos mas importantes en el disefio de una nanoplataforma
antitumoral es garantizar su biocompatibilidad. Para ello, son necesarios numerosos
estudios sobre la toxicidad de los materiales empleados en su formulacion, la
compatibilidad de las particulas con la sangre, y la interaccion de los productos de
biodegradacion de la nanoplataforma con el sistema inmune [Dash y cols., 2010;
Kunzmann y cols., 2011; Lynch y Dawson, 2008].

Los sistemas coloidales biocompatibles deben presentar unas propiedades
fisicoquimicas adecuadas en cuanto a geometria (forma y tamafio), y estructura y
composicién quimica [Maafen y cols.,, 1993; Schutt y cols.,, 1997]. La
biocompatibilidad de estos nanosistemas depende también de la cantidad administrada
(masa por célula o cm®), de la cantidad interiorizada por las células (masa por célula),
de la via de administracién, y de la biodegradabilidad, farmacocinética y biodistribucién
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del coloide [Arias y cols., 2001; Fischer y Chan, 2007; Grainger, 2009; Shubayev y
cols., 2009].

Los productos de biodegradacion deben ser eliminados del organismo en el menor
tiempo posible. Debe vigilarse también que estos productos no estimulen la liberacién
de mediadores de la inflamacion en el organismo [Arruebo y cols., 2007; Karlsson y
cols., 2009]. La realizacién de ensayos preclinicos y clinicos debe poner de manifiesto
la baja toxicidad de la formulacién coloidal [Ibrahim y cols., 1983; Liibbe y cols.,
19964, b; Muller y cols., 1996; Sunderland y cols., 2006].

Sin embargo, la mayoria de los estudios que se realizan tienen como principal
objetivo el analisis de la actividad antitumoral de estas nanoplataformas. Muy pocos
prestan atencién a las reacciones de toxicidad asociadas a estos nanosistemas en el
organismo. Por lo tanto, puede afirmarse claramente que son necesarios estudios
exhaustivos para poder aclarar la relacion existente entre las caracteristicas
fisicoquimicas de los nanotransportadores y su comportamiento in vivo. Solo asi se
podria evaluar la respuesta toxica provocada por las nanoparticulas, y establecer
modelos experimentales para definir la toxicidad de los coloides transportadores de
farmacos [Fischer y Chan, 2007; Grainger, 2009; Lynch y Dawson, 2008; Shubayev y
cols., 2009].

1.2. COLOIDES MAGNETICOS Y TRANSPORTE
DE FARMACOS

La variedad y versatilidad de los métodos de sintesis de coloides para el transporte
de farmacos determinan un gran potencial para el disefio de nuevas formas de
dosificacion que mejoren la farmacoterapia actual. Cada vez son mas los materiales
propuestos y las estrategias que permiten su modificacion para mejorar el transporte y la
liberacion controlada de principios activos [Arias, 2011; Arruebo y cols., 2007; Fischer
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y Chan, 2007; Grainger, 2009; Lynch y Dawson, 2008; Service, 2005; Shubayev y cols.,
2009]. Los coloides magnéticos son probablemente los sistemas que mas interesantes
posibilidades ofrecen con estos fines. De forma general, este tipo de nanoparticulas esta
constituido por un nicleo magnético (principalmente de 6xido de hierro) englobado en
una matriz organica (p. ej., polimero, polisacarido o almidén) o inorganicos (p. €j.,
silice). Las caracteristicas del coloide pueden modificarse facilmente mediante un
procedimiento de sintesis adecuado, para asi controlar su geometria, capacidad de
humectacion (hidrofilia/hidrofobia), carga eléctrica superficial, composicion quimica,
union a receptores especificos de la region diana, capacidad para absorber/adsorber
farmaco, cinética de liberacion del mismo, biodegradacién y eliminacidn, estabilidad en
almacenamiento e in vivo, y capacidad de respuesta a gradientes magnéticos aplicados.

Los coloides magnéticos basados en nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido
de hierro presentan numerosas posibilidades en biomedicina, ya que pueden: i) ser
visualizados mediante resonancia magnética nuclear (RMN) vy, por lo tanto, ser
utilizados como agentes de contraste por su capacidad para reducir los tiempos de
relajacion T1* y T,*; ii) transportar y acumular el farmaco vehiculizado en el lugar
diana mediante la utilizacién de un gradiente magnético apropiado; y, iii) generar un
efecto de hipertermia en el lugar deseado bajo la influencia de un campo magnético
alterno. En referencia a la segunda aplicacién enumerada de los coloides magnéticos,
podemos afiadir que diversos estudios demuestran que estos nanosistemas modifican
eficientemente las propiedades farmacocinéticas de los principios activos y su
biodistribucion en el organismo. De esta manera, la nanoplataforma magnética logra
localizar toda la dosis administrada en el lugar de accion e incrementar la exposicion de
las células diana a la actividad farmacolégica de los principios activos [Allen y Cullis,
2004; Arruebo y cols., 2007; Pankhurst y cols., 2003;].

Las primeras investigaciones sobre el uso de los coloides magnéticos como
transportadores de farmacos en animales se remontan a la década de los 80 [Gallo y
cols., 1989; Poore y Senyei, 1983; Widder y cols., 1983]. En estos primeros estudios se
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demostré como la vehiculizacion de adriamicina en microesferas magnéticas de
albumina permite mejorar su actividad antitumoral en ratas con sarcoma de Yoshida.
Estas investigaciones demostraron que el agente anticanceroso se acumulaba en mayor
cantidad en el lugar diana gracias a este sistema transportador, circunscribiendo sus
efectos adversos a érganos del SRE (principalmente, higado y bazo). Un poco mas tarde
se estudid la eficacia de los coloides magnéticos en la potenciacion de la accién
antitumoral de epirrubicina en ratas con carcinoma de colon e hipernefronas (figura 5).
El coloide magnético disefiado tenia un tamafio entre 50 y 150 nm, y para su guiado se
utilizaban imanes de tierras raras de hasta 500 mT [Liibbe y cols., 1996b].
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Figura 5. Evolucion temporal del volumen de la masa tumoral (uL) en ratas Sprague-Dawley
con adenocarcinoma de colon y renal. El coloide magnético utilizado como sistema
transportador de epirubicina (dosis: 1mg/Kg) fue administrado 20 minutos después de la
implantacion del tumor. El volumen de fluido magnético administrado (un 0.5 % del volumen
de sangre corporal) fue concentrado en el lugar de accion mediante la aplicacion de un campo
magnético B apropiado. Adaptado de Libbe y cols., 1996b. American Association for Cancer
Reseach, Copyright (1996).

El primer ensayo en fase | con este tipo de materiales fue realizado en pacientes con
procesos oncoldgicos avanzados y sin respuesta a la quimioterapia estandar [Libbe y
cols., 1996a]. Esta investigacién fue pionera en su campo y demostré que el uso de estas
suspensiones magnéticas como vehiculo de agentes antitumorales parecia ser seguro. De
hecho, se conseguia concentrar de forma exclusiva el farmaco en la region tumoral,

minimizando su biodistribucién sistémica. Este estudio puso de manifiesto la necesidad
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de aplicar campos magnéticos suficientemente intensos sobre el lugar de accion de
forma constante, para asi lograr la completa acumulacion del coloide en esta region. El
resultado mas interesante de este trabajo fue la observacion de una reduccion
significativa en el volumen del tumor en 4 de los 14 pacientes incluidos en el ensayo. A
partir de este momento, numerosas investigaciones se centraron en establecer una
“prueba de concepto” de la acumulacion del coloide magnético en la masa cancerosa
(figuras 6 y 7) [Alexiou y cols., 2000, 2001; Fernandez-Pacheco y cols., 2007; Liibbe y
cols., 1999]. Con respecto a la seguridad asociada a la utilizacion de gradientes
magnéticos en humanos, la FDA sefiala que no pueden utilizarse campos superiores a 7
T.

Figura 6. Microfotografia de un corte histolégico de carcinoma de células cancerosas de conejo,
tras la administracion intraarterial del coloide magnético y su guiado y concentracion en esta
region con la ayuda de un iman. La zona oscura de la seccion del tumor corresponde a las
nanoparticulas magnéticas. Reproducida de Alexiou y cols., 2000. Copyright American
Association for Cancer Research, (2000).
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Figura 7. (a) Microfotografia de un corte histologico del rifién izquierdo de un animal, donde se
localizé un iman mediante cirugia menor (aumento: 200x). En la imagen pueden observarse las
nanoparticulas magnéticas orientadas en la direccion del gradiente de campo magneético. (b)
Microfotografia de un corte histolégico del rifion derecho (aumento: 400x) donde es complicado
observar esas nanoparticulas magnéticas de hierro recubiertas de carbono y cargadas con
doxorrubicina. Reproducido de Fernandez-Pacheco y cols., 2007. Copyright Elsevier Science
BV (2007).

Finalmente, parece interesante insistir en la versatilidad de estos coloides para el
transporte y la liberacion controlada de farmacos. De hecho, este tipo de nanomateriales
no solo permite la vehiculizacion de un amplio abanico de agentes antitumorales, sino

que también tienen un gran potencial para el transporte de farmacos antiinflamatorios
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(como el diclofenaco sodico) [Arias y cols., 2009a], plasmindgeno recombinante [Ma y
cols., 2007], etc. En este Gltimo caso, se utilizO nanomagnetita recubierta con dextrano
(Nanomag®-D) para el transporte y la liberacién controlada de este plasmindgeno en los
trombos de los vasos sanguineos, mejorandose asi el efecto trombolitico de este tipo de

principios activos.

Podemos justificar la selectividad de accion del farmaco vehiculizado teniendo en
cuenta que éste no se encontrard biodisponible mientras siga incorporado en la
nanoparticula magnética. Asi, cuando el coloide magnético llegue al lugar de accion
dirigido por el gradiente magnético aplicado, liberara el farmaco transportado justo en la
region donde debe actuar. Por lo tanto, una cinética de liberacion demasiado répida
producird un efecto farmacoldgico similar al obtenido con una dosis de farmaco en
solucion, mientras que una cinética de liberacion demasiado lenta podria limitar
seriamente la actividad farmacoldgica en el lugar diana. El transporte de farmaco guiado
magnéticamente generara siempre una concentracion de farmaco en el lugar de accion
muy superior a la lograda cuando el principio activo se administra en solucién [Duran y
cols., 2008].

La biodistribucién de los coloides magnéticos puede verse también beneficiada por
el efecto EPR de la regién tumoral [Allen y Cullis, 2004; Arruebo y cols., 2007; Edens
y cols., 2002; Hashizume y cols., 2000; Maeda y cols., 2000; Pankhurst y cols., 2003;
Schiffelers y cols., 2001]. Si ademés el disefio de la nanoparticula observa las
estrategias de transporte activo anteriormente comentadas, la acumulacién del coloide y
la potencia y especificidad de su accion farmacoldgica seran mucho mayores. De esta
forma, se alcanzara un efecto farmacoldgico dptimo, sin la necesidad de utilizar grandes
dosis de principio activo. Por todo esto, se ha propuesto el disefio de coloides
magnéticos con capacidad de respuesta a estimulos fisicos de muy diverso origen
(cambio de temperatura, pH, luz, etc.) y con modificaciones a nivel superficial
(introduccion de cadenas de PEG, péptidos, proteinas, etc.) [Brigger y cols., 2002;
Bogdanov y cols., 1997; Némati y cols., 1996; Vauthier y cols., 2003].
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La utilizacion de campos magnéticos alternos permite, ademas de generar el efecto
de hipertermia ya comentado, provocar una liberacion controlada del principio activo
vehiculizado [Guo y Szoka, 2003; LaVan y cols.,, 2003]. El coloide magnético
provocara el calentamiento especifico de la masa tumoral hasta una temperatura ~ 42
°C, que de ser mantenida durante =~ 30 minutos inducird la muerte de las células
tumorales [Glockl y cols., 2006; Hergt y cols., 2006; Hilger y cols., 2006; Moroz y
cols., 2002; Pankhurst y cols., 2003]. Ademas, este calentamiento alterard/destruira el
recubrimiento de los nlcleos magnéticos, permitiendo el comienzo de la liberacién del
farmaco [Liburdy y cols., 1986; Steinkea y cols., 2007; Wagner, 2007].

Si bien algunos estudios apuntan la posibilidad de administrar los coloides
magnéticos por via intratumoral [Brigger y cols., 2002; Fernandez-Pacheco y cols.,
2007], la mayoria de los trabajos cientificos investigan la via de administracién
intravenosa. Esta via de administracion determina que las nanoparticulas magnéticas
entren en contacto rapidamente con fluidos fisioldgicos de un pH ligeramente béasico
(7.4) y con una fuerza ionica relativamente alta (130-150 meg/L). Bajo estas
condiciones fisiol6gicas, las nanoparticulas tienden a agregarse para quedar
estabilizadas termodindmicamente. Esta agregacion se verd ain mas acrecentada si el
coloide presenta una magnetizacion remanente tras la retirada del campo magnético
aplicado. Para evitar esta inestabilidad in vivo, la cual puede comprometer la llegada de
las nanoparticulas magnéticas hasta el lugar de accién, el sistema transportador debe
reunir las siguientes caracteristicas [Duran y cols., 2008]: i) densidad de carga eléctrica
superficial suficiente para asegurar una repulsion electro estética entre las particulas que
evite su agregacion; ii) hidrofilia (mojabilidad), para asegurar la distribucién de las
nanoparticulas en el plasma de forma individualizada y que no aparezcan agregados
hidréfobos; y, iii) superficie modificada con cadenas poliméricas hidrofilas que
retrasan/minimizan lo fendmenos de floculacion y de opsonizacion previos a la
fagocitosis por macrofagos. En este Gltimo caso, las cadenas de polimero (generalmente
PEG) generan una proteccion por impedimento estérico de la nanoparticula magnética,
0 electro-estérico si la cadena de polimero esta cargada. En la actualidad, la
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introduccién en clinica de los coloides magnéticos como sistemas transportadores de
farmacos podria considerarse limitada por [Dobson, 2006; Duran y cols., 2008; Liibbe y
cols., 1996a]:

+ La necesidad de utilizar intensos campos magnéticos para asegurar la perfecta

acumulacion del coloide magnético en el lugar diana.

+ No hay suficientes estudios que aseguren su facil produccion a gran escala, su
estabilidad y los beneficios econdmicos asociados a este tipo de terapia.

% No hay certeza absoluta de que los mas que prometedores resultados logrados en
animales pequefios (ratones, ratas, conejos, etc.) sean extrapolables al ser

humano.

% El destino bioldgico del farmaco debe todavia asegurarse completamente

mediante el perfecto control de los procesos de liberacién.

% Las nanoparticulas magnéticas podrian agregarse en el torrente sanguineo,
generando una embolia y efectos secundarios en los 6rganos donde quedan
atrapadas (principalmente, a nivel hepéatico). Sin embargo, este fendmeno podria
transformarse en una ventaja si se pretende el tratamiento selectivo de tumores

localizados en alguno de esos 6rganos.
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2.1. CONTRIBUCION

Dentro del amplio campo de investigacion sobre las aplicaciones de los sistemas
coloidales en farmacoterapia, la principal contribucion de la presente Tesis Doctoral es
el desarrollo de una nanoplataforma biodegradable Gtil en la vehiculizacion de farmacos
hasta el lugar de accion. El disefio del coloide esta pensado para que la llegada de la
dosis de principio activo hasta la masa tumoral quede garantizada mediante la
utilizacién de un campo magnético (estrategia de transporte activo de farmacos). La
nanoplataforma estara constituida por nicleos de 6xido de hierro superparamagnéticos
(magnetita) embebidos en una matriz de poli(e-caprolactona). Su utilizacion permitira
guiar y concentrar el agente quimioterapico en el tejido tumoral. Cabe esperar que su
utilizacion clinica permita minimizar las reacciones adversas derivadas de la extensa
biodistribucién y escasa especificidad de accion de este tipo de principios activos. Asi,
seran precisas dosis de farmaco netamente inferiores para conseguir un efecto
farmacoldgico 6ptimo. Por otro lado, el caracter superparamagnético de los nlcleos de
magnetita permite intuir la utilidad in vivo del coloide como agente inductor de

hipertermia y como agente de contraste en imagen por resonancia magnética.

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:

o,

% Desarrollo de un procedimiento sencillo y econémico de sintesis de
nanocompuestos magnéticos. La modificacion introducida en el método de
disposicién interfacial desarrollado por otros autores simplifica notablemente la
metodologia de sintesis del nanosistema 6xido de hierro (superparamagnético)
— poli(e-caprolactona).
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R/
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Utilizacion de métodos de analisis fisicoquimico de superficies muy sensibles a
las transformaciones experimentadas por los nucleos magnéticos al quedar
recubiertos por el polimero biodegradable. La informacion obtenida puede ser
especialmente (til en la identificacion de los mecanismos de formacion de las

nanoparticulas magnéticas compuestas.

Investigacion de la capacidad de respuesta de las nanoparticulas
magnetita/poli(e-caprolactona) a campos magnéticos aplicados: de forma
cuantitativa mediante la determinacion de su ciclo de histéresis, y de forma
cualitativa mediante la observaciébn de suspensiones acuosas de la

nanoplataforma.

En estrecha relacién con la contribucion anterior, se pretende desarrollar una
prueba de concepto sobre las posibilidades reales de este tipo de estrategia de
transporte de farmacos al tejido canceroso diana. Consideramos que esta
contribucion es especialmente original e importante, ya que este tipo de estudio

no estd muy extendido en el desarrollo de estos nanomateriales.

Anélisis de la capacidad de este nanosistema mixto como sistema transportador
de farmacos. En este sentido, la versatilidad del coloide se investigd con los
farmacos antitumorales doxorrubicina y 5-fluorouracilo, y con el farmaco

antiinflamatorio no esteroideo diclofenaco sodico.

2.2. OBJETIVOS

La presente Tesis Doctoral se engloba dentro de la linea de investigacion

Aplicaciones Biomédicas de los Fluidos Magnetorreoldgicos del grupo de investigacion

Farmacia Préactica (CTS-205, Junta de Andalucia). Su objetivo principal es el disefio de

un nanosistema transportador de farmacos con capacidad de respuesta a campos
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magnéticos aplicados y actividad adecuada en el tratamiento del cancer. Con ese fin, se
ha realizado un estudio exhaustivo de las condiciones Optimas de formulacién de
nanoparticulas biodegradables constituidas por un ndcleo magnético (6xido de hierro:
magnetita) y un recubrimiento polimérico [poli(e-caprolactona)]. La capacidad de
vehiculizacién de farmacos (transporte y liberacion controlada en la region diana) se ha
ejemplificado utilizando las moléculas antitumorales doxorrubicina y 5-fluorouracilo, y

el farmaco antiinflamatorio diclofenaco sédico.

La eficacia del recubrimiento y las ventajas que aporta a la capacidad de las
particulas para transportar un principio activo se determinaran mediante el analisis
comparativo de la estructura y la composicion quimica de los tres tipos de
nanomateriales [magnetita, poli(e-caprolactona) y nanoparticulas compuestas
magnetita/poli(e-caprolactona)], asi como la caracterizacion de las propiedades
eléctricas y termodinamicas superficiales de éstos.

El andlisis de las propiedades magnéticas del coloide magnetita/poli(e-
caprolactona) permitird determinar el grado de influencia del recubrimiento polimérico
sobre estas propiedades. En este sentido, hemos realizado una prueba de concepto in
vivo sobre la capacidad real que ofrece la utilizacién de gradientes de campo magnético
en el guiado y acumulacion de la nanoplataforma magnetita/poli(e-caprolactona) en la
masa tumoral. El ensayo investiga la influencia que tiene un gradiente magnético
aplicado sobre la biodistribucion de las nanoparticulas en un modelo experimental

animal.

Una parte esencial de la investigacion es la determinacion de la capacidad de
vehiculizacién de farmacos que tienen las nanoparticulas magnetita/poli(e-caprolactona)
formuladas. Para ello, se investigaran extensamente dos métodos convencionales de
incorporacion de farmacos en este tipo de nanosistemas: adsorcion superficial y
absorcién en matriz. Se utilizaran técnicas cuantitativas (espectrofotometria UV-visible)
y cualitativas (electroforesis) para estudiar los factores condicionantes de la

vehiculizaciéon de los agentes quimioterapicos y el antiinflamatorio en los
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nanocompuestos magnetita/poli(e-caprolactona). Otro objetivo basico ha sido el analisis

in vitro del proceso de liberacion de los tres tipos de farmaco desde las nanoparticulas,

determinando espectrofotométricamente la cantidad liberada y los factores que

condicionan este proceso, en concreto, el tipo de vehiculizacion en las nanoparticulas.

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

siguientes objetivos:

1-

3-

Sintesis de nanoparticulas biodegradables constituidas por un nicleo magnético
(magnetita) y un recubrimiento polimérico [poli(e-caprolactona)]. Nos
basaremos en un procedimiento modificado de disposicion interfacial del
polimero que simplifica la metodologia previamente desarrollada para la
formulacion de este tipo de nanoplataformas. Caracterizacion de la geometria,

composicién y estructura quimica.

Estudio comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los tres tipos
de nanomateriales [magnetita, poli(e-caprolactona), y nanoparticulas
magnetita/poli(e-caprolactona)] mediante electroforesis. Uso de modelos
tedricos para evaluar el potencial eléctrico superficial de las nanoparticulas.
Control del mismo en funcién de las caracteristicas del medio de dispersién
(pH y fuerza i6nica).

Anadlisis comparativo de las propiedades termodindmicas superficiales de las
nanoparticulas mediante la determinacioén del angulo de contacto de liquidos
seleccionados. Uso de modelos tedricos para evaluar dichas propiedades.
Estudio de la naturaleza hidréfila/hidrofoba de las nanoparticulas.

Caracterizacion de las propiedades magnéticas de las nanoparticulas

magnetita/poli(e-caprolactona).
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5-

Prueba de concepto in vivo del efecto que un gradiente magnético aplicado
puede ejercer en la biodistribucion de las nanoparticulas magnetita/poli(e-

caprolactona).

Determinacion de la capacidad de vehiculizacion de farmacos de diversa
naturaleza por las nanoparticulas magnetita/poli(e-caprolactona) mediante
meétodos espectrofotométricos y electrocinéticos. Estudio de los principales
factores que condicionan este proceso (procedimiento de incorporacion y
cantidad de farmaco utilizada), para asi identificar las condiciones 6ptimas de

vehiculizacion.

Evaluacion de la liberacion de farmaco desde las nanoparticulas
magnetita/poli(e-caprolactona).  Andlisis del efecto del método de

incorporacion (absorcion/adsorcion) sobre la liberacion. Estudio cinético.
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3.1. SINTESIS Y ESTUDIO MORFOLOGICO

3.1.1. MAGNETITA

La magnetita (6xido ferroso-ferrico Fe3O4) es un mineral que se encuentra en
diversos entornos geoldgicos y en algunos depdsitos en cantidad suficiente como para
constituir un mineral de hierro importante [Gaines y cols., 1997]. La magnetita es un
ejemplo de material ferrimagnético, cuyo comportamiento esta esencialmente asociado
a su estructura cristalina (del tipo espinela inversa). En ella, los iones Fe** se acoplan
antiferromagneticamente y no contribuyen a la imanacion. Por el contrario, los iones
Fe?* de cada celda tienen orientacién paralela y son responsables el momento magnético
de dicha celda y, por tanto, del comportamiento magnético de la magnetita. En
organismos vivos como las abejas, los delfines, las palomas o ciertos microorganismos

se han encontrado pequefios agregados de este 6xido magnético [Okon y cols., 1994].

Se ha comprobado que la toxicidad de este éxido de hierro es muy baja [dosis letal
50 (DLsp) en ratas: 400 mg/Kg] [lannone y cols., 1991], por lo que es bien tolerada por
el cuerpo humano [Muiller y cols., 1996]. En cuanto a su biodegradabilidad, numerosos
estudios han demostrado que en el caso de nanoparticulas superparamagnéticas (tamafio
< 20 nm), su degradacion puede ocurrir en los lisosomas de células del SRE (p. €j.,
macr6fagos). En este proceso de biodegradacion se genera hierro libre, el cual puede
utilizarse en la sintesis de transferrina y ferritina. Si, por el contrario, las particulas de
magnetita presentan un tamafio mayor, su eliminacién del organismo suele tener lugar

mediante filtracion renal [Okon y cols., 1994].

Desde mediados del siglo pasado se han desarrollado numerosos métodos para la
preparacion de particulas de magnetita con tamafio micrométrico 0 nanométrico

[Laurent y cols., 2008]. Es muy interesante comprobar como muchos de ellos permiten
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incluso modificar las caracteristicas de la superficie de estas particulas en funcién de la
aplicacion deseada [Charles, 2003; Elaissari y cols., 2003; Rosenweig, 1997; Tartaj y
cols., 2003]. Si bien es muy dificil establecer una clasificacion que abarque todos los
métodos de formulacién desarrollados hasta la fecha, consideramos que podrian
establecerse 5 categorias generales [Duran y cols., 2008; Laurent y cols., 2008]:

¢ Método de microemulsion. esta basado en la formulacion de microemulsiones
de fase externa oleosa que permite el crecimiento de los nlcleos magnéticos.
Una modificacion de esta técnica permite la preparacion de nanoparticulas
compuestas por aleaciones de hierro y cobalto con un tamafio inferior a 10 nm
[Feltin y Pileni, 1997; Pileni, 1997, 2001]. También se ha usado este método
para formular particulas de hierro recubiertas de capas de metales, para
ralentizar la oxidacién de estos nucleos y facilitar otras modificaciones
superficiales con fines biomédicos (figura 8) [Carpenter, 2001; LOpez-Pérez y
cols., 1997; Rivas y cols., 1994].
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Figura 8. Microfotografia electronica de transmision de nanoparticulas de hierro
recubiertas por oro, obtenidas mediante el método de microemulsion. Longitud de la

barra: 25 nm. Reproducido de Carpener, 2001. Copyright Elsevier (2001).

¢ Método de los polioles. Método basado en una reduccion forzada de iones
metalicos en presencia de polioles (de etileno, propileno, etc.). Este método es
muy versatil pues permite conseguir una amplia gama de tamafos de particula
(desde 10 nm a 1 pum) y una composicion quimica muy variable (hierro,
aleaciones de cobalto y niquel e, incluso, aleaciones de hierro, cobalto y
niquel) (figura 9). La formacion de las particulas se produce por nucleacion
espontanea o heterogénea [Fiévet, 2000; Toneguzzo y cols., 1998; Toshima y
Lu, 1996; Viau y cols., 1996].
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Figura 9. Microfotografia electronica de barrido de nanoparticulas constituidas por una
aleacion de hierro, cobalto y niquel, y obtenidas mediante el método de los polioles.
Reproducido de Toneguzzo y cols., 1998. Copyright Wiley-VCH (1998).

Método de descomposicion de compuestos organometalicos. Se utiliza
ampliamente para la sintesis de particulas superparamagnéticas de hierro, de
cobalto y de aleaciones de hierro [Behrens y cols., 2006; Charles, 2003; Hess y
Parker, 1966; Puntes y cols., 2001; Rosenweig, 1997; van Worterghem y cols.,
1986]. Basicamente el procedimiento consiste en la descomposicion térmica de
precursores organometalicos de las nanoparticulas en una disolucién de
hidrocarburo. La geometria de las particulas depende de la velocidad de
calentamiento, de la temperatura de la reaccién y de la composicion del medio
de sintesis. Las particulas asi obtenidas se caracterizan por una distribucion de
tamafnos muy estrecha (figura 10) [Hyeon y cols., 2001; Rockenberger y cols.,
1999; Sun y Zeng, 2002].
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¢

Figura 10. Microfotografia electrénica de transmision de nanocristales de maghemita

obtenidos mediante descomposicion térmica de Fe (CO)s. Reproducido de Hyeon y
cols., 2001. Copyright American Chemical Society (2001).

Método de los aerosoles. La reaccion quimica que determina la formacion de
nanoparticulas de ¢xido de hierro transcurre de forma controlada en las
nanogoticulas que constituyen la fase interna de este sistema disperso (figura
11). La geometria de las goticulas determina la forma y el tamafio de las
particulas obtenidas. Este método se caracteriza por un gran rendimiento y por
una gran versatilidad en la modificacion de la superficie del material obtenido
con polimeros y compuestos inorganicos [Matijevi¢ y Partch, 2000; Tarjaj y
cols., 2003]. Se han desarrollado dos variantes a esta técnica: aspersion y
pirolisis mediante laser [Cannon y cols., 1982; Gonzélez-Carrefio y cols., 1993;
LaMer y Dinegar, 1950; Morales y cols., 1999; Ocafia y cols., 1995].
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Figura 11. Microfotografia electrénica de transmision de nanoparticulas de maghemita
formuladas segun el método de los aerosoles con pirolisis mediante laser. Reproducida
de Morales y cols., 1999. Copyright American Chemical Society (1999).

¢ Método de co-precipitacion en solucién. Permite la sintesis de coloides
inorganicos de geometria uniforme mediante la precipitacion de precursores
quimicos en disolucion [Arias y cols., 2001; Bee y Massart, 1995; LaMer y
Dinegar, 1950; Sugimoto y Matijevi¢, 1980]. Este método se basa en la
separacion, la nucleacién y el crecimiento de particulas de hidréxido de hierro.
El subsiguiente proceso de envejecimiento u oxidacion en la solucion

determina la formacién de nanoparticulas de magnetita u otras ferritas. La
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cinética de esta reaccion ha sido ampliamente investigada [Matijevic y
Sapieszko, 2000; Ocafia y cols., 1995]. La variante mas ampliamente utilizada
por su versatilidad y sencillez es la propuesta por Massart (figura 12) [Massart,
1981; Viota y cols., 2007].
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Figura 12. Microfotografia electrénica de transmision de nanoparticulas de magnetita
obtenidas mediante co-precipitacion en solucién. Figura insertada: Histograma de
tamafios de las nanoparticulas. Reproducido de Viota y cols., 2007. Copyright Elsevier
(2007).

En este trabajo de investigacion hemos seguido el método de co-precipitacion en
solucion [Massart, 1981]. La experiencia de nuestro grupo de investigacion en esta
metodologia nos permite afirmar que pueden obtenerse nanoparticulas de magnetita de
morfologia clbica y tamafio muy pequefio (< 20 nm) y con una distribucion estrecha de
tamafios [Arias y cols., 2011a; Viota y cols., 2007]. En concreto, la metodologia de
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sintesis seguida comienza con la adicion a una solucion acuosa de amoniaco (500 mL,
0.7 M), a temperatura ambiente y gota a gota, de una solucién acuosa de cloruro férrico
(40 mL, 1 M) y una solucién acuosa de cloruro ferroso (10 mL, 2M; que contiene una
concentracion 2M de HCI). Bajo estas condiciones, se produce la formacién espontanea
de las nanoparticulas de magnetita, las cuales son recogidas en el fondo del recipiente
de la reaccién mediante sedimentacion magnética (iman de 400 mT). A continuacion, se
elimina el medio donde ha transcurrido la reaccién. La Gltima fase del procedimiento de
sintesis consiste en la estabilizacion de las nanoparticulas de magnetita en una
disolucion acuosa de é&cido perclérico 2 M durante 12 horas. De esta manera,
aseguramos que las particulas de este 6xido de hierro se mantengan aisladas en el medio
de dispersién, no formandose agregados de mayor tamafio por inestabilidad
termodinamica. En el caso de que estas nanoparticulas no fueran utilizadas
inmediatamente, se desecaban en una estufa de desecacion [P-Selecta, Espafia] a 40.0 +
0.5 °C, conservandolas en estado seco hasta su utilizacion.

La geometria (forma y tamafio) de las particulas de magnetita fue estudiada
mediante microscopia electronica de transmision de alta resolucion (HRTEM) [STEM
PHILIPS CM20, Holanda] y mediante microscopia electronica de barrido de alta
resolucion (FeSEM) [Zeiss DSM 950, Alemania]. En la figura 13 puede apreciarse que
las particulas de magnetita presentan una morfologia cubica, una superficie

aparentemente lisa y un tamafio inferior a 20 nm.

La determinacién del tamafio medio de particula se obtuvo mediante espectroscopia
de correlacion de fotones (PCS) [Malvern 4700 analyzer, Malvern Instruments,
Inglaterra]. Esta técnica se basa en el analisis de la funcion de autocorrelacion de la luz
laser dispersada por la suspension de particulas en movimiento térmico. La
determinacion es independiente de factores externos, salvo la viscosidad y la
temperatura del medio y, como hace que las orientaciones de las particulas sean
aleatorias, minimiza cualquier posible efecto de su forma. La muestra analizada fue una

suspension acuosa diluida de magnetita (= 0.1 %, p/v), la cual fue sonicada previamente
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durante 5 minutos. El &ngulo de scattering se fijo en 60°. EI tamafio medio determinado
de las particulas de magnetita fue 12 + 2 nm, por lo que puede considerarse

superparamagnéticas [Lopez-Lopez y cols., 2005].

Figura 13. (a) Microfotografia electrénica de transmision de alta resolucion (HRTEM) y (b)
microfotografia electronica de barrido de alta resolucion (FeSEM) de particulas de magnetita.
Figura insertada: detalle de las nanoparticulas visualizadas mediante HRTEM. Longitud de
barra: 20 nm (a) y 100 nm (b).

3.1.2. POLI(¢e-CAPROLACTONA)

El polimero poli(e-caprolactona) (PCL) es un poliéster alifatico sintético,
caracterizado por ser biodegradable, biocompatible, de escasa toxicidad y una alta
hidrofobia [Luo y cols., 2003; Pitt, 1990; Sdez-Fernandez y cols., 2009]. De forma
general, se sintetiza por polimerizacion tras la apertura del anillo del monémero &-
caprolactona (figura 14). El peso molecular medio de la PCL puede variar desde 10.000
hasta 42.500 Da. La PCL es soluble a temperatura ambiente en cloroformo,
diclorometano, tetracloruro de carbono, benceno, tolueno, ciclohexano y 2-
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nitropropano. Ademas, a esta temperatura es poco soluble en acetona, 2-butanona,
etilacetato, y no es soluble en agua, alcohol, petrdleo, éter y dietil éter [Kuo-Yung y Yu-
Der, 2009; Ponsart y cols., 2000; Saez-Fernandez y cols., 2009]. La PCL se ha
estudiado ampliamente con diferentes fines biomédicos, tales como: i) el disefio de
sistemas de liberacion controlada de farmacos, debido a su lenta biodegradacion, y ii) la
ingenieria tisular [Kuo-Yung y Yu-Der, 2009; Ponsart y cols., 2000]. La combinacién
quimica de PCL con otros polimeros, como PLGA o PLA, permite obtener copolimeros
de mayor resistencia y bioadhesividad, e incluso, con una mayor capacidad para el
transporte y la liberacion sostenida de farmacos [Chang y cols., 1986; Saez-Fernandez y
cols., 2009; Sinha y cols., 2004].
@)
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Figura 14. Rotura del anillo del monémero de e-caprolactona y formacion del polimero PCL.

La degradacion de la PCL es un proceso autocatalitico, mediante el cual los grupos
carboxilicos de la macromolécula inducen el desarrollo de una reaccién de
autohidrdlisis. De esta manera, se produce la escisioén o rotura de los restos éster de la
estructura quimica [Pitt, 1990]. El proceso de degradaciéon in vivo se encuentra
enormemente facilitado por los fenémenos de fagocitosis [Sinha y cols., 2004].

El principal procedimiento seguido en la sintesis de nanoparticulas de PCL es el de
dispersion interfacial del polimero [Arias y cols., 2010a; Fessi y cols., 1989]. El
disolvente orgénico utilizado como base de la fase organica de la sintesis fue
seleccionado entre tres posibilidades: acetona, diclorometano y etilacetato. En concreto,
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se estudio la cantidad maxima de polimero que podia disolverse en s6lo 10 mL de

disolvente y el tiempo empleado para ello (tabla 1). No se consider6 la utilizacion de

mayores volimenes de disolvente debido a la toxicidad de éstos. De igual forma, en esta

fase del estudio se determind la cantidad maxima a utilizar de PCL en la sintesis de las

nanoparticulas. El analisis de esta permite concluir que el disolvente a utilizar en la

preparacion de las nanoparticulas de PCL es el diclorometano. En este disolvente fue

mas facil la disolucién de la maxima cantidad que se utilizara de polimero. Finalmente,

como se aprecia en la tabla, por encima de una concentracién del 3 % (p/v) de PCL, no

es posible disolver méas polimero.

Tiempo de disolucion (minutos)

PCL (%, p/v) Acetona Diclorometano Etilacetato
0.2 4.0 0.2 5.0
0.5 4.4 0.5 5.0
1 5.0 0.8 7.5
2 7.3 1.2 9.0
3 7.5 2.0 9.5
5 Limite de solubilidad superado

Tabla 1. Tiempo necesario para la disolucion de diferentes cantidades de PCL en 10 mL de

acetona, diclorometano o etilacetato.

Una vez definida la concentracion de polimero y el tipo de disolvente que se

utilizara, procedimos a realizar la sintesis de las nanoparticulas de PCL seglin la

metodologia de disposicion interfacial del polimero. Brevemente, se prepard una
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solucién acuosa (50 mL) de pluronic® F-68 al 2 % (p/v). A continuacion, se disolvié
PCL en 10 mL de diclorometano hasta una concentracion del 0.3 % (p/v). Finalmente,
se afladid gota a gota y a temperatura ambiente la fase organica sobre la acuosa bajo
agitacion mecanica a 1200 rpm (agitador Euro-STPCU, Alemania). La agitacién se
mantuvo durante 1 hora, obteniéndose casi desde el principio una suspension acuosa
blanquecina. Finalmente, la limpieza de la suspension de particulas de PCL permiti6 la
eliminacion total del disolvente orgéanico. En concreto, las nanoparticulas fueron
sometidas a repetidos ciclos de centrifugacion (11000 rpm, 40 minutos) (Sppendorf AG,
Alemania) y redispersion en agua bidestilada hasta que se comprobd que la
conductividad del sobrenadante era inferior a 10 pS/cm (Crison microcm 2202,

Espana).

La geometria (forma y tamafio) de las nanoparticulas de PCL fue determinada a
partir de microfotografias de HRTEM y FeSEM. Asimismo, se realizaron medidas de
PCS para obtener el tamafio medio (+ desviacion estandar) de las particulas poliméricas.
Bajo las condiciones de formulacion indicadas, las particulas de PCL obtenidas
presentaron una morfologia esférica y una superficie lisa (figura 15). Ademas, el tamafio
de particula medio es de 97 = 7 nm, muy apropiado para la via de administracion
parenteral [Arias y cols., 2010a].

64



Capitulo 3. Formulacién de nanoplataformas magnéticas multifuncionales

Figura 15. Microfotografia HRTEM (a) y FeESEM (b) de nanoparticulas de PCL. Figura

insertada: Detalle de las nanoparticulas poliméricas. Longitud de barra: 100 nm.

Con objeto de confirmar que la cantidad de agente tensioactivo utilizada es la
Optima para la formulacién de las nanoparticulas de PCL, investigamos como influia la
relacién entre las concentraciones de pluronic® F-68 y PCL en las principales
caracteristicas de las suspensiones de polimero obtenidas. El rendimiento del

procedimiento de sintesis se calculo:

masa total obtenida de nanoparticulas (mg)
masa total utilizada de material (mg)

%100 1)

Un primer andlisis de los datos recogidos en la tabla 2 revela que es necesaria la
utilizacién de agente tensioactivo para que se formen nanoparticulas de PCL. Ademas,
puede comprobarse cémo al aumentar la concentracién de pluronic® F-68, se evita la
formacion de residuos solidos (incrementandose el rendimiento de la reaccion) y se
logra una ligera reduccién en el tamafio de las nanoparticulas. Este efecto ya ha sido
descrito por otros autores [Arias y cols., 2010a; Llovet y cols., 1995; McCarron y cols.,
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2000; Stolnik y cols., 1995]. En todos los casos, las nanoparticulas formadas tenian una

morfologia esférica.

- ® - -
[Pluronic™ F-68] Apariencia de Peso de}lqs Rendlr,men'_[o Tamafio
(%, p/v)/[PCL] la suspension residuos solidos | de la sintesis medio (nm)
(%, pIV) P (9) (%)
0/1 No hay formacién de nanoparticulas de PCL
1/1 BIanqggcmo con 0.05 50 ~ 125
solidos
Blanquecino con -
1/3 solidos 0.19 35 ~ 116
2/1 Blanquecino No hay solidos 100 ~ 145
2/3 Blanquecino No hay solidos 100 ~97

Tabla 2. Efecto de la concentracion de pluronic® F-68 y de polimero sobre las caracteristicas

de las suspensiones de nanoparticulas de PCL.

3.1.3. NANOPARTICULAS COMPUESTAS MAGNETITA/POLI(e-
CAPROLACTONA)

De forma general, los coloides magnéticos constituidos por un nicleo magnético y
por un recubrimiento biodegradable (polimérico o lipidico, principalmente) se sintetizan
mediante un proceso que finalmente implica la inclusion de los nicleos magnéticos en
el interior de la matriz biodegradable. Por otro lado, es menos frecuente encontrar

coloides constituidos por un nanomaterial polimérico o lipidico con incrustaciones de

66




Capitulo 3. Formulacién de nanoplataformas magnéticas multifuncionales

particulas magnéticas a nivel superficial [Arruebo y cols., 2007; Elaissari y cols., 2003;
Pankhurst y cols., 2003; Tartaj y cols., 2003]. Numerosas investigaciones describen
estos nanosistemas, su formulacién y sus principales caracteristicas. Como ejemplo,

podemos citar:

a) Nanoparticulas de magnetita recubiertas por almidén y modificadas
superficialmente con iones de fosfato para facilitar la incorporacion del
farmaco antitumoral [Alexiou y cols., 2000, 2001, 2006; Jurgons y cols., 2006].

b) Nanoparticulas de 6xido de hierro (magnetita) o hierro embebidas en una
matriz polimérica biodegradable, que se forma tras una reaccion de
polimerizacion [poli(alquilcianocrilato)] [Arias y cols.,, 2006] o de
precipitacion (etilcelulosa, PLA) [Arias y cols., 2007a; Gomez-Lopera y cols.,
2006]. La incorporacion del agente antitumoral en la matriz polimérica se

produce eficazmente durante su formacion.

c) Nanoparticulas de Oxido de hierro recubiertas por carbono o silice que
permiten el transporte de agentes anticancerosos con la ayuda de pequefios
implantes magnéticos localizados en el lugar de accion mediante cirugia
menor, 0 mediante gradientes magnéticos aplicados externamente [Arruebo y
cols., 2006a,b; Behrens y cols., 2006; Fernandez-Pacheco y cols., 2006; Tartaj
y cols., 2001, 2002].

El método de sintesis que proponemos se basa en el utilizado para las
nanoparticulas de PCL (método de disposicion interfacial del polimero). En definitiva,
se trata de provocar la precipitacion del polimero bajo idénticas condiciones a las
descritas anteriormente, pero en un medio de polimerizacién en el que se encuentran los
nacleos magnéticos en suspension. De esta manera, pretendemos que la PCL recubra los
nacleos de magnetita cuando se produzca su precipitacién. Brevemente, el proceso de
sintesis comenzo con la adicién de 10 mL de una solucion al 0.3 % (p/v) de polimero en

diclorometano sobre 50 mL de una suspension acuosa de nanoparticulas de magnetita
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(0.3 %, p/v) con una concentracién de pluronic® F-68 del 2 % (p/v). La adicién de la
fase orgénica sobre la fase acuosa se realiz6 bajo agitacion mecanica (1200 rpm),
mantenida durante 1 hora. Finalmente, la limpieza de las nanoparticulas compuestas
Fe;04/PCL se realizd mediante sedimentacion magnética, sometiendo la suspension a
ciclos consecutivos de exposicion a un iman de 400 mT durante 5 minutos, procediendo
a continuacion a la eliminacién del sobrenadante y a la redispersion del precipitado de
nanoparticulas en agua bidestilada, como se ha descrito.

En estas condiciones de formulacién, y tal y como recoge la figura 16c, se
obtuvieron nanoparticulas FesO4/PCL en las que el recubrimiento polimérico de los
nacleos magnéticos es completo y patente. Como puede establecerse por comparacion
con la figura 16b, los nucleos de magnetita quedan recubiertos por un halo
blanco/grisaceo que coincide con el aspecto de las nanoparticulas puras de polimero. Es
mas, las microfotografias de FeSEM (figura 17) muestran como externamente las
particulas puras de PCL y las particulas compuestas Fe3O4/PCL son indistinguibles, y
claramente diferentes a las particulas de FesO,. Estas microfotografias definen la gran

eficacia del recubrimiento de los ndcleos magnéticos por el polimero biodegradable.
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Figura 16. Microfotografia de HRTEM de particulas de Fe;O, (a), PCL (b), y Fe304/PCL (c).
Longitud de barra: 100 nm (a y b), y 20 nm (c).
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Figura 17. Microfotografia de FeSEM de particulas de FesO, (a), PCL (b), y Fes04/PCL (c).

Figuras insertadas: detalle de las muestra. Longitud de barra: 20 nm (a), y 100 nm (b

y c).

Finalmente, el analisis PCS de las nanoparticulas Fe;O4/PCL permiti6é confirmar el
pequefio tamafio de éstas observado en microscopia electrénica. El tamafio medio y
desviaciéon estandar determinado es 86 + 12 nm, muy adecuado para la via de
administracion parenteral. El procedimiento de sintesis que hemos desarrollado
simplifica considerablemente otras metodologias propuestas previamente [Gang y cols.,
2007; Hamoudeh y Fessi, 2006; Yang y cols., 2006]. En concreto, se evita un paso
intermedio que conduce a la obtencién de particulas de magnetita hidr6foba, material
que complica las etapas siguientes del proceso (muy dificil manipulacion de estas
particulas hidr6fobas por su extremada tendencia a formar agregados) y que encarece la
obtencion de la nanoformulacién final y podemos afirmar, por tanto, que con la técnica
desarrollada mejoramos la metodologia existente.

Ademas, el tamafio obtenido es sensiblemente inferior al descrito en trabajos
previos. En concreto, y en funcién de las condiciones de formulacion, diversos autores

han obtenido nanoparticulas FesO4/PCL con un tamafio entre 3 y 20 um, cuando la
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velocidad de agitacion varia entre 2000 y 500 rpm [Hamoudeh y Fessi, 2006], de 160 +
5nm [Yang y cols., 2006], y de 164 £ 3 nm [Gang y cols., 2007].

El menor tamafio de las nanoparticulas Fe;O4/PCL que hemos sintetizado es
realmente interesante en el transporte de farmacos al lugar de accion (masa tumoral,
tejido inflamado, etc.) ya que permite estimar una mayor acumulacion de las
nanoparticulas al minimizarse los fendbmenos de reconocimiento y retirada por el SRE
[Decuzziy cols., 2009].

Si bien las condiciones de sintesis ya descritas son los que posibilitan el mayor
rendimiento en la obtencion de nanoparticulas Fe;O4/PCL, para llegar a esta
conclusion fue necesario el andlisis del efecto que tienen las diferentes
proporciones de masa Fe;O04:PCL sobre el resultado de la sintesis. En concreto,
variamos las proporciones de Fe;O4:PCL desde 1:4 a 4:1, manteniendo el resto de
la metodologia como ya se ha indicado. La figura 18 recoge las microfotografias
HRTEM de las nanoparticulas compuestas obtenidas segun todas estas variantes
del procedimiento de sintesis. Las diferencias més significativas se observaron
entre las nanoparticulas obtenidas utilizando una relacion Fe;O4:PCL 1:4 y 4:1, en
comparacion con las otras posibilidades investigadas. Si la relacion inicial entre las
masas es 4:1, el recubrimiento polimérico de los nlcleos magnéticos es
practicamente inexistente. Como mucho lleg6 a apreciarse ocasionalmente en las
zonas de contacto entre los nucleos magnéticos (figura 18a). En el caso contrario,
cuando la relacion es 1:4, las particulas de FesO4 quedaban totalmente englobadas
por una enorme matriz de polimero. Incluso se aprecié la formacién de una

excesiva cantidad de particulas de polimero puro (figura 18c).
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Figura 18. Microfotografias HRTEM de las nanoparticulas Fe3O4/PCL obtenidas

partiendo de una relacién de masas inicial Fe3O4:PCL de 4:1 (a), 2:4 (b) y 1:4 (c).

El analisis de la influencia de esta relacion de masas iniciales Fe;04:PCL sobre
el rendimiento de la sintesis, permiti6 comprobar que éste era maximo para una
proporcion 2:4 (= 90 %), seguido de la proporcion 4:3 (= 84 %) (tabla 3). El
rendimiento de la reaccion de sintesis fue calculado mediante la ecuacion 2:

masa total obtenida de nanoparticulas Fe ,O,/PCL (mg)
masa total utilizada de material (mg)

%100 (2)
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Proporcién de masas Rendimiento | Apariencia del sobrenadante no
iniciales Fe;O4:PCL (%) magnético

4:1 8 Anaranjado oscuro

4:2 12 Anaranjado claro

4:3 84 Amarillento

4:4 42 Blanquecino/amarillento

3:4 51 Blanquecino/amarillento claro

2:4 90 Transparente

1:4 40 Blanco

Tabla 3. Rendimiento (%) de la reaccion de sintesis de Fe3O4/PCL para cada una de las

proporciones de masas iniciales Fe;04:PCL. Desde 1:4, hasta 4:1.

Como ha sido puesto de manifiesto en estudios anteriores [Arias y cols., 2001,

2006, 2008a], cuando hay un exceso en la cantidad de nicleos magnéticos utilizada

sobre la masa de material de recubrimiento, puede esperarse que un gran nimero de

particulas de FesO, quede sin recubrir (no formando parte de las particulas

compuestas) y, por su particular caracter superparamagnético, permaneceran en el

sobrenadante de la suspension en lugar de formar parte del sedimento magnético

atraido por el iman. En estas condiciones, el sobrenadante no magnético presenta

un caracteristico color anaranjado (indicativo de la presencia de estos nucleos

superparamagnéticos). Por el contrario, si la relacion es 1:4 el sobrenadante no
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magnético obtenido es totalmente blanco, consecuencia de la formaciéon de
nanoparticulas de polimero puro en exceso. Ademas, de acuerdo con lo observado
en estudios anteriores [Arias y cols., 2001, 2006, 2008a], a medida que se
incrementa la cantidad de material de recubrimiento con respecto a la masa de
Fe3O4, el grosor del recubrimiento de los nicleos magnéticos tiende a ser algo
mayor. Esto podria tener como consecuencia interesante que la cantidad de
farmaco vehiculizada por las particulas Fe;O4/PCL sea mayor, al aumentar el
grosor (o, lo que es lo mismo, la cuantia) del polimero que forma parte de éstas. El
hecho de que el sobrenadante de las nanoparticulas compuestas obtenidas con la
relacién 2:4 sea totalmente transparente, hace pensar que todo el material utilizado
en la formulacion de Fe;O4,/PCL se ha transformado en estas nanoparticulas
compuestas. De hecho, el rendimiento es = 90 % (tabla 3). Por ultimo, pensamos
que cuando hay un exceso de FesO, sobre PCL (en concreto, en la relacion 4:3)
todo el polimero utilizado pasa a formar parte de los recubrimientos de los nucleos
magnéticos. Sin embargo, este exceso en FesO, hace que haya nicleos magnéticos
no recubiertos que permaneceran aislados en suspension, haciendo que el
rendimiento de la sintesis sea inferior al obtenido con la relacién de masas 2:4. Por
ello, estas fueron las condiciones utilizadas en todo el resto del trabajo de sintesis
de nanoparticulas FesO4/PCL.

3.2. ESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA

3.2.1. DIFRACTOMETRIA DE RAYOS X

En nuestra investigacion, utilizamos la difractometria de rayos X para la
comparacion cualitativa de los tres tipos de coloides que hemos sintetizado [Billmeyer,
1975; Suryanarayanan, 1995]. Nuestro objetivo es confirmar que el difractograma de

rayos X de las particulas Fe3O4/PCL recoge las peculiaridades de los dos tipos de
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materiales que las componen. Esto seria una prueba evidente de la eficacia del método
de formulacion desarrollado. Ademas, pretendemos comprobar que la estructura
cristalina de los nicleos de magnetita no sufre alteracién alguna al ser englobada en la
matriz de poli(e-caprolactona). Esto es muy importante ya que una alteracion de este
tipo podria llegar a condicionar las propiedades magnéticas del coloide compuesto
FesO4/PCL.

En este tipo de trabajo experimental debe cuidarse muy bien la preparacion de la
muestra, para asi conseguir datos reproducibles y fiables. Los puntos criticos son el
tamafio cristalino, la orientacion preferida de la muestra en el soporte y, la coplanaridad
de la muestra y el soporte superficial. Al depositar una muestra pulverizada en un
soporte de rayos X, la distribucién del cristal puede no ser al azar, produciéndose lo que
se llama orientacion preferida de la muestra. Esto puede afectar a la orientacion de los
cristalitos y, de esta forma, ejercer un efecto negativo en el analisis del material. Para
minimizar en lo posible la aleatoriedad con la que se produce este fenémeno, los
soportes que se utilizan cominmente son platos rectangulares de aluminio o vidrio, que

contienen una ventana rectangular en la que se empaqueta el polvo.

Los difractogramas de rayos X de los tres tipos de materiales (FesO4, PCL y
Fe304/PCL) se realizaron mediante el método de Debye-Scherrer, gracias a la
colaboracion del profesor Dr. José Daniel Martin Ramos del Departamento de
Mineralogia y Petrologia de la Universidad de Granada. El dispositivo empleado fue un
difractometro Philips PW1710 (Holanda), utilizando una longitud de onda de 1.5405 A
(Cu-K,). La masa utilizada en el analisis fue la misma para todos los materiales (= 0.5
g). En la figura 19 se recogen los difractogramas obtenidos. Al comparar los
difractogramas de la magnetita y de las particulas compuestas con el patron de la
American Society for Testing and Materials (patron ASTM) de la magnetita (ver el
detalle de la figura 19), se comprueba la perfecta coincidencia de las lineas del
difractograma con las del patron, lo que permite identificar la muestra como magnetita y

observar la elevada cristalinidad de ésta (tamafio de gramo =~ 300 A), incluso tras ser
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recubierta por el polimero. El caracter semicristalino de la PCL también se observa en
los difractogramas [Séez-Fernandez y cols., 2009]. Es muy interesante comprobar cémo
los picos caracteristicos de la PCL se encuentran presentes en el difractograma de rayos
X de las nanoparticulas compuestas, aunque con una menor intensidad. Esto es l6gico si
consideramos que a igualdad de masa utilizada en el andlisis, la cantidad de polimero
presente en la muestra de particulas Fe;O4/PCL debe ser menor. Consideramos
también que los resultados ofrecen una nueva prueba de la eficacia de la

metodologia de formulacion de nanoparticulas Fe;O4/PCL.

2,0 =

1,8 1 — 08
“"E‘ 1,6—_ §0.6-
=- 1,4—_ Eo.d-
; 1,2 E o | ‘
= .
< 101 R R a7
" 0.8- 28 (grados)
c ]
42 0,6 1 Fe O,/PCL
= 0,4 Fe O,

' ——PCL
0,2 1
0,0 -

0 10 20 30 40 50 60 70 80
20 (grados)

Figura 19. Difractogramas de rayos X de las nanoparticulas deFe;O, (linea negra), PCL (linea
azul) y de Fe;04/PCL (linea magenta). Figura insertada: patron ASTM de difraccion de rayos X

de la Fe;O,. La intensidad estd expresada en unidades arbitrarias (u.a.).
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3.2.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS POR
TRANSFORMADA DE FOURIER

El objetivo que pretendemos con el andlisis de las particulas coloidales en el
infrarrojos es dotar a nuestro estudio de una nueva prueba de la eficacia de la
metodologia de sintesis de nanoparticulas FesO4/PCL. En concreto, las nanoparticulas
compuestas deben tener un espectro de infrarrojos en el que aparezcan las bandas
caracteristicas de la PCL, junto con la banda propia de la Fe3O,4. De ser esto asi, quedara
demostrado que las particulas magnéticas compuestas estan constituidas por FesO4 y
PCL. Para la preparacion de las muestras a analizar tomamos una pequefa cantidad de
material s6lido (0.5 — 1.0 mg) y la mezclamos con aproximadamente 100 mg de
bromuro potésico pulverizado y seco. Realizamos la mezcla en un mortero de 4gata y lo
prensamos entre 10000 — 15000 kPa para obtener un disco tranparente. Como
consecuencia de esta manipulacion, es de esperar la aparicion de bandas en el espectro
de infrarrojos a 3448 cm™ y 1639 cm™ debida a la humedad [Silverstein y Webster,
1998]. La obtencion del interferograma se realizd utilizando un espectrofotémetro de
infrarrojos (Nicolet 20 SXB, EE.UU.), con una resolucion de 2 cm™. La técnica implica
la divisién 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 (a través de un espejo movil). La superposicion de los rayos
daré lugar a un patrén de interferencias que por transformada de Fourier se convierte en
un punto en el dominio de la frecuencia. Esto permitira obtener un espectro de
infrarrojos completo cuando la radiacion pasa a través de la muestra, lo que hace que el

material a analizar quede expuesto a una banda amplia de energia.

Como hemos comentado previamente, nuestro objetivo es confirmar
cualitativamente la formacién de las nanoparticulas compuestas Fe;O/PCL. No
pretendemos una caracterizacién exhaustiva de los materiales estudiados, ya que para
ello seria necesario utilizar esta técnica analitica junto con la espectrometria de masas y

la resonancia magnética nuclear. Como es bien sabido, s6lo con el andlisis de todos
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estos resultados es posible determinar la estructura molecular de un material. En
referencia a la interpretacion de un espectro de infrarrojos, no hay reglas establecidas
para ello. Sin embargo, si existen ciertos requisitos previos para la interpretacion del
espectro [Silverstein y Webster, 1998]:

e El espectro debe tener una resolucién y una intensidad adecuada, y sera el de

un compuesto razonablemente puro.
e Elespectrofotometro debe estar calibrado.
e El método de manipulacion de la muestra debe especificarse.

La frecuencia o longitud de onda de absorcion depende de las masas relativas de los
atomos de la molécula, de las constantes de fuerza de los enlaces entre éstos, de la
geometria de los &tomos y del entorno quimico de cada &tomo. Una molécula por simple
que sea puede generar un espectro extremadamente complejo, que es caracteristico de la
molécula entera (excepto en el caso de los enantidmeros). Es muy dificil realizar un
tratamiento preciso de las vibraciones de una molécula compleja, por lo que el espectro
de infrarrojos se interpreta a partir de la comparacion empirica y la extrapolacion a
estudios de moléculas sencillas. Esto es posible gracias a que determinados grupos de
atomos dan lugar a bandas de igual o similar frecuencia independientemente de la
estructura del resto de la molécula. La persistencia de estas bandas caracteristicas
permite la obtencién de informacion estructural, mediante simple inspeccion vy
comparacion con tablas de referencias que recogen la absorcion caracteristica de los
grupos funcionales. Sin embargo, debe tenerse claro que toda conclusion alcanzada tras
interpretar una banda deberia confirmarse mediante el examen de otras zonas del

espectro.

En un espectro de infrarrojos se diferencian tres zonas caracteristicas [Silverstein y
Webster, 1998]:
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La region de los grupos funcionales de la molécula (de 4000 a 1300 cm™). De
forma general, si no hay absorcion en esta zona puede considerarse que la

molécula carece de grupos funcionales.

La zona de la huella dactilar (1300 a 900 cm™). La absorcion en esta region es

Unica para toda especie molecular.

En la regién entre 900 y 650 cm™ no suelen aparecer bandas de absorcion. Esto

es indicativo de que la molécula tiene una estructura no aromatica.

En la figura 20 se recoge el espectro de infrarrojos de nuestros tres tipos de

nanoparticulas (FesO,, PCL y FesO,/PCL). Su andlisis constituye una nueva prueba de la

eficacia del recubrimiento ya que permite la identificacion de los grupos funcionales del

polimero en las nanoparticulas compuestas. En concreto, las bandas observadas son:

A: Dbanda debida a la humedad que adquieren las muestras como

consecuencia de su proceso de manipulacion. Se localiza a 3388 cm'™.

B:  grupo de dos bandas que corresponden a la vibracion de estiramiento del
enlace C-H de la molécula. En el polimero, a 2937 cm™ se localiza la banda
caracteristica de la vibracién de elongacion asimétrica del grupo CH; (vas CHy)
y a 2888 cm™ observamos la perteneciente a la vibracion de elongacién
simétrica del CH; (vas CH,).

C: banda que corresponde a la vibracion molecular del enlace C=0 del
polimero (aparece a 1727 cm™).

D: banda que corresponde a la vibracién de flexién asimétrica del CH; (vas
CH,). En las particulas poliméricas se localiza a 1469 cm™.

E: grupo de dos bandas correspondientes a la vibracion de flexion del enlace
O-H (1345 cm™) y a la vibracion de elongacion del enlace C-O (1281 cm™) del

acido carboxilico de la molécula.
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F:  banda perteneciente a la vibracion de elongacion del enlace C-O del
alcohol primario del polimero (1242 cm™).

G: grupo de tres bandas que aparecen a 1150, 1111 y 1061 cm™,
corresponden a la vibracion de elongacion y flexion del grupo C-CO-C, y que
resulta de la vibracién de elongacion y flexion de la cadena C-C-C presente en
este grupo quimico.

H: en las muestras que contienen polimero, a 961 cm ™ aparece una banda

media caracteristica de un alcano.

I: banda permaneciente a la vibracién de oscilacion del CH; (pCHy), se
observa a 840 cm ™ y es propia de una cadena larga de CHs.

J: ausente en el espectro de las particulas de polimero. Aparece a 581 cm™
y es una banda ancha e intensa caracteristica de la absorcion en la magnetita
[Lyon, 1967]. Se trata de la frecuencia “Restrahl” (o rayo residual), de méxima
absorbancia de cristales i6nicos (o parcialmente idnico) en el infrarrojo
[Gartstein y cols., 1986].
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Figura 20. Espectro de infrarrojos de las nanoparticulas de FesOy (-0-), PCL (—) y FesO4/PCL

(—). Figura insertada: estructura quimica de la PCL.
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Consideremos una particula s6lida esférica de 1 cm de didametro. Su superficie S y
su volumen V son, respectivamente, 3.14-10* m® y 5.24-107 m® 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, provocaré que la superficie sea de 15.7 m? y la relacién S/V =~ 3-10" m™. Este
sencillo ejemplo explica que la principal contribucion a las propiedades de un sistema,
formado mediante la dispersion de esas N particulas en 1 L de agua, vendra dada por las
superficies e interfases de las particulas. En particular, el estado eléctrico de la
superficie de las particulas puede ser determinante: si cada una de ellas tiene un
potencial superficial de 100 mV (en torno al orden de magnitud tipico de las particulas
coloidales en medio acuoso), la fuerza electrostatica repulsiva entre dos de estas
particulas dispersas en agua y localizadas a una distancia entre superficies de 10 nm es
2.12-10™% N. Esta fuerza tiene que compararse con la fuerza de otras interacciones que
deben o pueden existir entre ellas. Asi, su atraccion gravitatoria a la misma distancia
ser4 6.3-10™ N, si su densidad es 10° Kg/m®; y la fuerza de van der Waals 8-10™° 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, Gnica en muchos casos, de estas propiedades eléctricas por
poder ser determinadas experimentalmente. Como describiremos, la electroforesis
(como los demés fendmenos electrocinéticos) constituye una poderosa técnica para
obtener informacion directa sobre el estado eléctrico de la interfase [Delgado, 2002]. En
este trabajo hemos investigado la movilidad electroforética (u.) de los tres tipos de
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nanoparticulas, como método de evaluacion de la calidad y eficiencia del recubrimiento
para las diferentes proporciones de masa iniciales Fe;O4:PCL (1:4 a 4:1). Esto es
posible dado que los comportamientos eléctricos superficiales de la magnetita y del
polimero poli(e-caprolactona) son claramente diferentes, como veremos. Por lo tanto,
cabe la posibilidad de que los nucleos de 6xido de hierro adecuadamente recubiertos de
polimero se puedan diferenciar de los no recubiertos, analizando su comportamiento
electroforético. ldealmente, la nanoparticula compuesta deberia incluso mostrar un

potencial zeta idéntico al del polimero.

Dada la sensibilidad de la electroforesis a las caracteristicas de la interfase, esta
técnica puede ser Util para analizar el proceso de degradacion del polimero que recubre
a la magnetita en las nanoparticulas compuestas sintetizadas [Arias y cols., 2001;
Delgado, 2002]. Para ello, analizaremos la evolucion temporal de la movilidad
electroforética de éstas ultimas, como método de seguimiento de la degradacion del

recubrimiento polimérico.

4.1. DESCRIPCION CLASICA DE LA DOBLE
CAPA ELECTRICA

Admitiremos como un hecho experimental que la mayoria de los sélidos adquieren
carga eléctrica superficial cuando se dispersan en un disolvente polar, en particular, en
una disolucion de electrolito. Los origenes de esta carga son diversos y, generalmente,
comprenden algunos de los siguientes procesos [Hunter, 1981, 1987; Lyklema, 1987,
1995; van Olphen, 1977]: adsorcion/desorcion de iones de la red, disociacion o
ionizacion de grupos superficiales o sustitucion isomérfica. Un caso caracteristico de la
adsorcidn preferente de iones en disolucion es la adsorcién de tensioactivos idnicos. En
este caso, las entidades cargadas deben tener una elevada afinidad por la superficie, para
evitar la repulsion electrostatica por los iones ya adsorbidos. La disociacion o ionizacion
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de grupos superficiales es el mecanismo mediante el cual la mayoria de los coloides
poliméricos de latex adquieren carga. Asi, los grupos acidos como el sulfato o el
carboxilo son responsables de la carga negativa de los polimeros aniénicos. 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 oéxidos, los grupos
superficiales anfoteros 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. Por ultimo, la red de carga incompleta (o sustitucién isomorfica) es el
mecanismo tipico, casi exclusivo, de adquisicion de carga por los minerales de arcilla.
En ellos, parte de los cationes Si** y AI** de la estructura ideal son sustituidos por otros
iones de menor carga Yy, practicamente, el mismo tamafio. Como consecuencia de esto,
el cristal podra estar cargado negativamente y esta carga estructural habrd de ser

compensada por cationes superficiales, facilmente intercambiables en disolucién.

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 disolucién forman la doble capa eléctrica
(DCE). A pesar de utilizarse la palabra doble, la estructura de esta capa puede ser muy
compleja, no totalmente resuelta en la mayoria de los casos, y puede contener tres 0 mas
capas, que se extienden a lo largo de distancias variables desde la superficie del s6lido.
Cerca de la superficie del sélido o sobre ella, se pueden encontrar cargas responsables
de la carga superficial op. En su proximidad inmediata, podrian localizarse los iones
capaces de sufrir adsorcidn especifica: la distancia al solido sera del orden de un radio
ionico, dado que se puede suponer que han perdido su capa de hidratacion, al menos en
la direccion de la superficie del s6lido. Llamemos o; a la carga superficial en un
determinado plano de atomos, localizados a una distancia £; desde el sdlido (figura 21).
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 = f; esta libre de carga, y
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podemos identificar un condensador cuyas placas son la superficie y el plano gi. Si C; es
su capacidad especifica (por unidad de éarea):

Vo-vi=¢> 3)
donde wy es el potencial en la superficie del s6lido. Los iones responsables de y; no sélo
desarrollaran interacciones electrostaticas con la superficie. De hecho, a menudo
superan la repulsion eléctrica y son capaces, por ejemplo, de aumentar la carga positiva
de una superficie de caracter ya positivo. Es habitual decir que las interacciones
desconocidas son de naturaleza quimica, a pesar de que este no es, estrictamente
hablando, siempre el caso. Hay una amplia variedad de situaciones, desde la formacion
de uniones quimicas (covalentes) a interacciones mas débiles como la atraccion de van
der Waals, los enlaces por puentes de hidrdgeno, las fuerzas hidroéfobas-hidrofilas, etc.
[Lyklema, 1987]. Debido a la ausencia habitual de informacion sobre la parte mas
interna de la atmosfera ionica, el tratamiento a menudo no esta exento de hipotesis y

suposiciones mas 0 menos realistas.
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Distancia

Potencial

Figura 21. Distribucion del potencial en una interfase solido-liquido 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. Estos iones 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 = Sy, de acuerdo con la expresion:
oy = [ p(x)dx (4)
By

para una interfase plana, o:
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_ 1 T2
% = arpy Bj rep(r)dr (5)

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

centro de la particula.
Debido a la electroneutralidad:
Gy =—6; =0y (6)

Con respecto a la descripcion de la doble capa eléctrica, de forma general se

acepta la siguiente nomenclatura:

e La distribucién volumica de carga que se extiende desde x = Sy se

denomina capa difusa o parte difusa de la doble capa.

e Laregionentre x =0y x = 4 se denomina a menudo capa de Stern, parte

interna de la doble capa o parte densa de la doble capa.

e El plano x = f; es el plano interior de Helmholtz (PIH) y a x = B4 se le
Illama plano exterior de Helmholtz (PEH). El PEH identifica el comienzo
de la capa difusa.

La capa difusa puede definirse matematicamente de una manera simple. La
condicion de equilibrio para los iones en esta capa puede escribirse [Lyklema,
1995]:

—ez,Vy —k;TVInn =0, i=1,..,N (7

donde el primer término corresponde a la fuerza electrostatica sobre los iones i
(carga ezj, concentracion n;) y el segundo es la fuerza termodinamica. La
integracién de la ecuacién 7 bajo la condicion n, =n’(x) para w = 0, da lugar a la

distribucion de Boltzmann:
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n,(F) =n’(o)exp[-ezw(F) [k, T] o q (8)

donde n’(») es la concentracién de los iones i lejos de la particula, kg es la

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

Poisson determina la relacion entre el potencial y las concentraciones iénicas:

_ _ . ezy (7

Viy(F) =L p(r) =L Zezin?(oo)exp{——"’( )} (9)
rs“0 grsgo i=1 kBT

siendo ¢, la permisividad eléctrica del medio de dispersion. La ecuacion 9

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

Chapman de la capa difusa.

En la practica, no hay una solucién general a esta ecuacion en derivadas
parciales, excepto en los siguientes casos [Dukhin, 1974; Russel y cols., 1989]:

% Una interfase plana con potencial bajo. Donde:
y=ye (10)

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

de la capa difusa. Su valor es:

%

1 SFSSOkBT

=1 (11)
Zezzfn?(oo)

K

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

molar de electrolito; ny = n, = 10° Nac para un electrolito 1:1.
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R/
L X4

D3

Una interfase plana en un electrolito simétrico z-valente (z; = -z, = z) para

un potencial arbitrario yy:

y(X) = 2In 1+ e: tanh(y, /4) (12)
1-e ™tanh(y,/4)
donde y es el potencial adimensional:
ze
y= v (13)

kgT
y puede darse una expresion similar para ysg.

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

W) =y e (14)

mientras que deben aplicarse soluciones numéricas 0 expresiones
analiticas aproximadas en otros casos. Esto se ilustra en la figura 22,
donde se comparan las ecuaciones 10 y 12 para la interfase plana; y en la
figura 23, donde la solucidn aproximada (ecuacion 12), se representa junto
a resultados numéricos [L6opez-Garcia y cols., 1996].
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200 H

150

Potencial (mV)

50

Figura 22. Distribucion del potencial en una interfase plana para electrolitos
monovalentes calculado mediante la férmula aproximada de Debye-Hickel (ecuacion 10,

---) y el célculo completo (ecuacion 12, —) para los valores de wy indicados.
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Potencial adimensional (y)

0 ' | ! | ! | ! | ! | T
o0 05 10 15 20 25 30

k(r-a)

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

Debye-Hickel; NUM: calculo totalmente numérico [Russel y cols., 1989].
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4.2. FENOMENOQOS EL ECTROCINETICOS.
POTENCIAL ZETA

Supongamos que se aplica un campo eléctrico paralelamente a la interfase
solido/disolucién de la figura 21, y que la superficie sélida esta fija en nuestro
sistema de coordenadas. De lo expuesto anteriormente, se deduce que el liquido
adyacente al s6lido tiene una carga eléctrica neta, opuesta a la de la superficie de
éste. De forma general, parte de los iones de este liquido estan unidos fuertemente
a la superficie mediante fuerzas atractivas de corto alcance y pueden considerarse
inmdviles. Lo mismo se admitird con respecto al liquido en esta region. Sin
embargo, esto es una aproximacién, ya que tales iones pueden ser méviles y, en
ese caso, no es raro que su movilidad tenga un valor proximo a la del nicleo de la
disolucién. En las condiciones generales comentadas, los iones y el liquido externo
pueden ser desplazados por el campo externo. De hecho, la fuerza eléctrica actuara
sobre los iones (principalmente, contraiones) y arrastrard liquido en su
movimiento. De esta manera, se producird un movimiento relativo entre el sélido y

el liquido; lo que constituye el fundamento del fendmeno electrocinético.

El potencial existente en el limite entre las fases movil e inmévil es conocido
como potencial electrocinético o potencial zeta (¢). La localizacién exacta
(distancia S en la figura 21) del también llamado plano de cizalladura o plano de
deslizamiento es un aspecto ampliamente investigado. De hecho, incluso la
existencia de este plano y del mismo potencial zeta son estrictamente una
abstraccion [Lyklema, 1977], ya que se basan en la aceptacién de que la viscosidad
del medio liquido varia discontinuamente desde 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
n desde la superficie hasta el inicio de la parte difusa [Dukhin, 1974; Lépez Garcia

y cols., 1996; Lyklema, 1977], pero la verificacion experimental cuantitativa de tal
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variacion no es accesible. Como todos los tratamientos del fendmeno
electrocinético se basan en la existencia del potencial zeta, admitiremos el modelo
de la variacidn de la viscosidad como razonablemente aceptable. Esto significa que
las técnicas electrocinéticas nos daran informacion sobre el potencial zeta, alla
donde quiera que esté localizado. Tratar de obtener mas informacion es dificultoso
y muy dependiente del modelo de doble capa elegido [Dukhin, 1974].

Los numerosos avances en la teoria de los fendmenos electrocinéticos [Dukhin
y Derjaguin, 1974; Lyklema, 1998; Mangelsdorf y White, 1990, 1998a, b; Zukoski
y Saville, 1986] nos han permitido relacionar los efectos electrocinéticos
observados no solo con el potencial zeta, sino también con otros parametros de la
doble capa y con la existencia de una capa de Stern con iones capaces de moverse
bajo la accion de campos externos. Este nimero creciente de parametros a
determinar requiere una investigacion experimental bien planificada y, a menudo,

utilizando diferentes técnicas electrocinéticas.
4.2.1. ELECTROFORESIS: TEORIA ELEMENTAL

Los diferentes fendmenos electrocinéticos pueden distinguirse mediante la fase
moévil-inmovil, la naturaleza del campo aplicado y la magnitud que debe
determinarse experimentalmente. Comentaremos brevemente la técnica de la

electroforesis por ser la que hemos empleado en nuestra 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 permisividad 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 pequefio, por lo que se da la siguiente desigualdad entre el
grosor de la doble capa (ecuacién 11) y el radio:

k'>>a 0 ka<<l1 (15)

94



Capitulo 4. Propiedades eléctricas superficiales

es decir, estamos en la aproximacion de la doble capa gruesa (o de Hickel).
Debido a que la atmésfera de iones se extiende a lo largo de estas grandes
distancias, la densidad de carga en su interior sera muy pequefia y, por lo tanto, el
campo aplicado no provocara casi ningin movimiento de liquido en torno a la
particula. Como resultado, las Unicas fuerzas que actuardn sobre ésta son las
fuerzas de arrastre de Strokes (lfs) y la electrostatica (le). Como la particula se

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

nula:

Fy =—6mnav,
IE’E = QEOO
IfS + qE =0 (16)

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

carga total superficial de la particula. De la ecuacion 16:

v Q g (17)

e = 6rna ~

Si recordamos que el potencial en la superficie [Panofski y Phillips, 1975],

bajo la condicion de la ecuacion 15, es:

_ 1 Q
V@)= 4ne g, A (18)

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

_ggrsgo CE

V, = 1
ve 3 T] 0 (9)

o la movilidad electroforética (ue):
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_g grsgo

u. =
3 1

4 (20)

e

lo que se conoce como formula de Hiickel.

Consideremos la situacion opuesta, para la que también existe una solucién

analitica, correspondiente a la doble capa delgada:
Kt<<a 0 xa>>1 (21)

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 regién. EI 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 es posible cualitativamente.

Para ello se ha de suponer que el potencial £ no es muy elevado, lo que
permite admitir que la doble capa no se deforma por accién del campo aplicado.
Por ello, la distribucion de potencial eléctrico es la simple superposicién del
potencial debido al campo mas el inducido en la interfase (figura 24).
Especificamente [Ohshima, 1998; Panofski y Phillips, 1975]:

v (F) r_a:—EwaCose—%EwaCosez—%EwaCose (22)

Que se puede interpretar como si la polarizacién diese lugar a un campo
aumentado en un factor 3/2, lo que modifica la ecuacién (20) para dar la de

Smoluchowski:

€€

He=——20 (23)
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Figura 24. Flujo de liquido en torno a una particula esférica cargada negativamente. Lejos

de la interfase, el liquido se mueve con una velocidad constante — v, .

De todo lo expuesto, debe entenderse que la ecuacion 23 es valida para
cualquier geometria siempre que [Delgado y cols., 1986; Morrison, 1970]: i) la
particula dispersa adquiera carga superficial, que se compensa mediante un exceso
de carga de signo opuesto en el medio; ii) la particula sea rigida y de forma
arbitraria, con potencial eléctrico superficial uniforme (&) con respecto al liquido
lejos de la interfase; iii) las dimensiones de la particula sean tales que el radio de
curvatura de la interfase en cualquier posicién sea mucho mayor que el grosor de
la doble capa; iv) la particula no sea conductora; v) los efectos de la conductancia
superficial sean despreciables; vi) la constante dieléctrica y la viscosidad del
medio sean independientes de la posicion (ver, sin embargo, Hunter, 1966; James,
1979; Lyklema y Overbeek, 1961a,b; Overbeek, 1952); vy, vii) el campo aplicado, a
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pesar de estar deformado por la presencia de la particula, se suma vectorialmente
al campo local en equilibrio de la doble capa.

4.2.2. ELECTROFORESIS: TRATAMIENTOS MAS
ELABORADOS

Henry fue el primer autor que elimind la restriccién (iii) anterior, y resolvio el
problema para esferas (también para cilindros infinitos) de cualquier radio a, es
decir, cualquier valor xa, aunque para pequefios potenciales zeta, ya que se acepta
que la ecuaciéon 14 determina la distribucion de potencial en la doble capa en
equilibrio [Henry, 1931]. Restringiéndonos al caso de la esfera, la ecuacion de

Henry para particulas no conductoras es:

=5t 2 (xa) (24)
donde:
_q, (ka) (xa)
f(ka)=1+ 6 St (25)

Una formula aproximada para f(kxa) fue publicada a finales del siglo pasado
[Ohshima, 1998].

Gracias a Overbeek, podemos entender y evaluar la movilidad electroforética
y, en general, la fisica del fendmeno electrocinético [Overbeek, 1943, 1952].
Booth también elabord una teoria que siguid lineas similares, para esferas en
ambos casos [Booth, 1948a,b, 1950]. Estos autores, fueron los primeros en
considerar que durante la migracién 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 [Derjaguin y Dukhin, 1974]. El
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problema matematico es mucho mas complejo y hasta la aparicion de los
ordenadores solo estaban disponibles teorias aproximadas (bajo ¢, gran xa) [Booth,
1948a,b, 1950; Overbeek, 1943, 1950]. Los primeros tratamientos numéricos del
problema, validos para valores arbitrarios del radio, el potencial zeta o las
concentraciones i6nicas, aparecieron a partir de la década de los sesenta [O’Brien
y White, 1978; Wiersema y cols., 1966].

Como no es relevante describir estos tratamientos, simplemente mostraremos
algunos resultados en la figura 25. La validez de la férmula de Smoluchowski para
valores elevados xa y valores bajos a moderados de £ es claramente apreciable.
También es evidente que el tratamiento de Henry es valido para ¢ bajo,

independientemente del grosor de la doble capa.
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-1 -1
u_(ums/Vem?)
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Figura 25. Movilidad electroforética frente a potencial zeta () para particulas esféricas de radio
a =100 nmy para ka =1, 25y 100 en disoluciones de KCI. Linea discontinua (---): ecuacion de
Smoluchowski; lineas discontinuas — punteadas (---): formula de Henry; lineas continuas (-):
teoria de O"Brien y White.

4.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La determinacion de las movilidades electroforéticas (ue) de las distintas
suspensiones acuosas de nanoparticulas se llevé a cabo utilizando un dispositivo
Malvern Zetasizer 2000 (Malvern Instruments, Inglaterra). La medida esta basada en el
analisis de la autocorrelacion de la luz laser dispersada por las nanoparticulas en

movimiento. El aparato utilizado permite determinar u. con errores del 5 % o menores.
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La temperatura de medida (25 °C) se mantuvo constante (hasta £ 0.2 °C) utilizando un
maddulo Peltier.

Las suspensiones estudiadas tenian una concentracion de nanoparticulas de
aproximadamente el 0.1 % (p/v). Antes de preparar la suspensién se fijaba la
concentracion del electrolito (KNO3) deseada y se ajustaba, en su caso, el pH con HNO;
0 KOH. Debido a la dificultad que presentaba el ajuste de ciertos pH, la preparacion de
las suspensiones se realizé cuando estos eran estables. De esta manera, evitamos que las
nanoparticulas estén demasiado tiempo en disolucién antes de medirla, lo que podria
comprometer la estabilidad de sus propiedades eléctricas superficiales, al favorecerse
fendmenos de oxidacion y de degradacion [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 °C £+ 0.5 °C y bajo agitacion mecanica (50 rpm). Los datos presentados
son el promedio de 12 determinaciones, cambiando la muestra cada tres. La teoria de
O’Brien y White se utiliz6 para convertir los valores de ue en { [O’Brien y White,
1978].

En el caso del estudio de la estabilidad de las propiedades eléctricas superficiales de
las nanoparticulas compuestas FesO4/PCL, las medidas se realizaron de igual forma. La
Unica diferencia introducida fue la composicién del medio de dispersion de las
nanoparticulas (tampén NaOH-KH,PO4, pH = 7.4 + 0.1) y la temperatura de las
suspensiones (37.0 £ 0.5 °C).
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4.4, EFECTOS DEL pH Y DE LA FUERZA IONICA
SOBRE LAS PROPIEDADES ELECTRICAS
SUPERFICIALES

Las propiedades superficiales de los Oxidos de hierro son extremadamente
sensibles a las variaciones del pH [Plaza y cols., 2002], lo cual no es predecible en
el caso de la poli(e-caprolactona) debido a la naturaleza de los grupos responsables
de su carga (acidos carboxilicos libres) [Fattal y cols., 1997; Lince y cols., 2008;
Sinha y cols., 2004]. Por ello, centraremos en primer lugar nuestro estudio en el
efecto del pH sobre la movilidad electroforética (ue) y el potencial zeta (£) de las

nanoparticulas.

La figura 26 muestra ambos pardmetros en funcion del pH bajo una fuerza
i6nica moderada constante (KNOs; 102 M). Como puede observarse, las
nanoparticulas de magnetita presentan un punto isoeléctrico o pH de potencial zeta
cero bien definido en torno a 7, resultado que concuerda con investigaciones
previamente realizadas [Arias y cols., 2001; Matijevic, 2002; Plaza y cols., 2002;
Regazzoni y cols., 1983]. En el caso del polimero, el punto isoeléctrico se
encuentra en las proximidades del pH = 55. Esta diferencia entre el
comportamiento electrocinético de los nucleos de Fe;O4 y la PCL convierten a la
electroforesis en una herramienta muy Util para comprobar cualitativamente la
eficacia del recubrimiento conformando de esta manera la obtencion de
nanoparticulas compuestas FesO4/PCL. De hecho, la figura 26 muestra claramente
cémo las nanoparticulas Fe;O4/PCL (relacién de masas iniciales 2:4) presentan un
comportamiento casi idéntico a las de polimero puro. Por lo tanto, podemos
concluir que el recubrimiento polimérico oculta muy eficazmente al nucleo
magnético, haciendo que la superficie de las nanoparticulas compuestas sea
indistinguible de la de las nanoparticulas de polimero, hecho que se ha observado
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en otros trabajos de nuestro grupo de investigacion [Arias y cols., 2001, 2006,
2008b].

Fe,0, (a)

Fe,0 /PCL

/

u, (,.Lm-s'1 / V-cm'1)

—_and
[KNO_]=10°M

100
75
50

25

Fe,0,IPCL

s/

25
50

15 [KNO] = 10" M

-100-'|'|'|'|'|'|'|
2 3 4 5 6 7 8 8

Figura 26. Movilidad electroforética (ue) (a) y potencial zeta () (b) de las nanoparticulas de
Fes04 (@), PCL (m), y Fe;04/PCL (A) en funcion del pH, en presencia de 10° M KNOs.
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Para confirmar estos interesantes resultados determinamos la movilidad de los
tres tipos de coloides en funcién de la concentracion de KNO3 a pH = 6, siguiendo
la misma metodologia. Los resultados de este analisis se representan en la figura
27. De nuevo se observa de forma muy clara la similitud entre la electrocinética
del polimero y de las nanoparticulas compuestas Fe3O4/PCL, y las diferencias con
respecto a la magnetita.

La técnica de electroforesis también fue utilizada, siguiendo la misma técnica
y rutina, para analizar las caracteristicas y la eficacia del recubrimiento cuando
cambia la relacién de masas iniciales Fe;sO4:PCL utilizada en la formulacion de las
nanoparticulas compuestas Fe3O4/PCL. La figura 28 muestra los valores de ue de
las nanoparticulas compuestas en un medio de dispersidn acuoso, en presencia o en
ausencia de una fuerza iénica moderada constante (KNOz 10 M). De forma muy
patente, puede apreciarse como los valores de u. caracteristicos de los nudcleos
magnéticos conducen hacia los de las nanoparticulas de polimero puro al aumentar
la cantidad de polimero utilizada en la relacion de masas iniciales Fe;O4:PCL,
principalmente por encima de 3:4. Por lo tanto, desde un punto de vista
electroforético podemos justificar la utilizacién de una relacién de masas iniciales
2:4 para la formulacién de las nanoparticulas compuestas. Sélo asi los valores de
Ue de las nanoparticulas FezO4/PCL son indistinguibles de los del coloide
polimérico y, por lo tanto, el recubrimiento polimérico de los nucleos magnéticos

serd optimo y eficaz.
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Figura 27. Movilidad electroforética (u.) (a) y potencial zeta ({) (b) de de las nanoparticulas
de FesO4 (), PCL (m), y Fes04/PCL (A) en funcion de la concentracién de KNO3z a pH = 6.
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u, (um-s™/ V-em™)

[KNO5] =0 M

Relacion de masas iniciales Fe;0,:PCL
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Relaciéon de masas iniciales Fe;0,4:PCL

Figura 28. Histograma de las movilidades electroforéticas (ue) de las nanoparticulas
compuestas Fe;O,/PCL (a) en agua y (b) en presencia de 10 M KNO; para diferentes
relaciones de masas iniciales Fe3O4:PCL. También se incluyen los valores de u. de las

nanoparticulas Fe;O,y de PCL.
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4.5. MECANISMO DE FORMACION DEL
RECUBRIMIENTO POLIMERICO SOBRE LOS
NUCLEOS MAGNETICOS

Con toda la informacidn expuesta sobre las caracteristicas superficiales de los
nanomateriales estudiados, podemos argumentar el mecanismo por el que una
matriz de poli(e-caprolactona) se deposita sobre los nicleos de magnetita y los
engloba. En concreto, puede predecirse una interaccion electrostatica netamente
atractiva entre las nanoparticulas de magnetita con carga eléctrica positiva y el
polimero con carga eléctrica negativa. Recuérdese (figura 26), que las condiciones
ligeramente &cidas en las que se formulan las nanoparticulas compuestas

Fe304/PCL (pH = 6.0) determinan estas cargas eléctricas superficiales.

Gracias a esta interaccion electrostéatica de tipo netamente atractivo, es posible
la concentracion del polimero en las inmediaciones de la superficie de los ndcleos
de magnetita. Este hecho favorece la inclusion de los ndcleos superparamagnéticos
en el interior de la matriz polimérica y, por lo tanto, la formacion de las
nanoparticulas compuestas Fe3O4/PCL. Este es un mecanismo ampliamente
descrito en la literatura y que justifica la formacion de este tipo de coloides

magnéticos compuestos [Arias y cols., 2001, 2007a, 2008a].

4.6. ANALISIS ELECTROCINETICO DE LA
ESTABILIDAD DEL. RECUBRIMIENTO
POLIMERICO.

La experiencia previa de nuestro grupo de investigacién nos hace intuir que la

técnica de electroforesis puede ser muy util para caracterizar la velocidad a la que el
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polimero poli(e-caprolactona) se degrada y deja zonas cada vez mayores de magnetita
expuestas a la disolucion [Arias y cols., 2001]. Las medidas electroforéticas de las
suspensiones acuosas de magnetita y de nanocompuestos magnéticos (concentracion =
0.1 %, m/v) se realizaron reproduciendo las condiciones fisiologicas (pH 7.4 £ 0.1, y
37.0 £ 0.5 °C) (Malvern Zetasizer 2000, Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). El
experimento se considero finalizado cuando los valores de movilidad electroforética (ue)
de las nanoparticulas Fe;O4/PCL coincidian con los de las nanoparticulas puras de

FesQ,, sefial inequivoca de la pérdida del recubrimiento polimérico.

En la figura 29 se aprecia como los valores de ue de la magnetita permanecen
constantes durante todo el periodo del estudio (ue ~ -3.5 pm-'s™/V-cm™). Este valor
negativo de u. tan elevado podria atribuirse a la formacion en la superficie de la
magnetita de una fina capa de oxidacion (maghemita, un estado mas oxidado de ésta),
como se ha descrito en medios acuosos [Plaza y cols., 2002]. De hecho, los valores de
ue de nanoparticulas de maghemita (de igual tamafio a la Fe3O4 y bajo las mismas
condiciones experimentales) eran muy similares a los de nuestros nucleos de 6xido de

hierro (Ue=~ -3.6 pms™/V-cm™).

Es muy interesante comprobar en esta figura como los valores de ue de las
nanoparticulas Fe3O4/PCL se aproximan progresivamente a los caracteristicos de los
nacleos magnéticos. En concreto, se hacen iguales tras 15 dias. A partir de entonces, no
se observan diferencias significativas entre la u, de ambos materiales. Por tanto, podria
decirse que la superficie de los nicleos de Fe3O4 de los nanocompuestos queda cada vez
mas expuesta al medio de dispersion (de ahi los valores cada vez mas negativos de ue),
por la degradacién progresiva del recubrimiento. Asi, cuando la cubierta de polimero se

pierde completamente, ambos valores de u. son indistinguibles.
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Figura 29. Evolucidn de los valores de movilidad electroforética (u.) de las nanoparticulas de
Fes0, (m) y FesO4/PCL (o) en funcidn del tiempo, apH=7.4+0.1,y 37.0 + 0.5 °C.

Esta evolucion progresiva de ue hacia los valores tipicos de la Fe3O4, pone de
manifiesto cualitativamente que la velocidad de degradacion del polimero es lenta, lo
que ha sido asociado al alto grado de cristalinidad y a la gran hidrofobia de este
polimero. En el caso de que el mecanismo de liberacion de un farmaco vehiculizado en
esta matriz sea consecuencia del proceso de degradacion de ésta, la electroforesis se
convierte en una herramienta cualitativa indirecta para caracterizar ese proceso de

liberacion.
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Capitulo 5. Termodinamica superficial

En este capitulo describimos la metodologia seguida para la identificacion y la
cuantificacion de las interacciones no electrostaticas en la interfase nanoparticula/medio
acuoso, usando una teoria termodinamica de la tension superficial o energia libre de los
solidos. Con este fin, usaremos un modelo termodinamico que incluye las interacciones
de van der Waals y acido-base entre las nanoparticulas, o entre ellas y el medio de
dispersion. EI modelo permite caracterizar el s6lido mediante tres componentes de su

energia libre superficial: yg" (Lifshitz-van der Waals, representativa de las
interacciones no polares o dispersivas de la interfase), ¥ (aceptor de electrones o acido

de Lewis) y y; (donante de electrones o base de Lewis). Estas dos ultimas

contribuciones (polares) contienen informacion sobre interacciones de corto alcance, a
las que se suele llamar fuerzas de solvatacion, estructurales o, en caso de un medio

acuoso, fuerzas de hidratacion.

Estimaremos asi la importancia de las contribuciones no electrostaticas al balance
total de la energia de interaccion entre las nanoparticulas de los sistemas analizados.
Para llevar a cabo esta determinacion, se utilizaran los datos experimentales de los
angulos de contacto formados por liquidos seleccionados con nuestros tres tipos de
sistemas: nanoparticulas de magnetita (FesO4), poli(e-caprolactona) (PCL) vy
magnetita/poli(e-caprolactona) (FesO4/PCL). Ademas, se prestara especial atencion al
analisis comparativo de la energia libre superficial de los diferentes tipos de materiales
puros: nucleo magnético (FesO,4), recubrimiento polimérico (PCL) y nanoparticulas
compuestas (Fe3O4/PCL).
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5.1. INTERACCIONES SUPERFICIALES

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

vamos a considerar dos como mas significativas:

e Interacciones dispersivas interacciones electrodinamicas o Lifshitz-van der
Waals (LW). Se denominan asi por su relacion con fendmenos de dispersion de
luz en el visible y el ultravioleta. Estan siempre presentes, al igual que sucede
con la interaccién 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.

e Otras interacciones no dispersivas (fuerzas de solvatacion, estructurales y de
hidratacion) o interacciones no-DLVO: electron-donante/electron-aceptor, o
acido-base de Lewis (AB). ElI modelo tedrico que permite analizarlas fue

desarrollado a finales del siglo pasado [van Oss y cols., 1986].
5.1.1. INTERACCIONES DISPERSIVAS

Van der Waals fue el primer investigador que sugirié que en los liquidos y gases no
ideales existe entre &tomos y moléculas una interaccion de naturaleza diferente de la
electrostatica (interaccion de van der Waals). Méas adelante, diversos investigadores
analizaron la naturaleza de esta forma de interaccion [Debye, 1921; Langbein, 1974;
London, 1930]. Segln estos autores, cuando dos atomos o moléculas se encuentran en
el vacio, se pueden considerar tres contribuciones diferentes a la interaccién de van der
Waals:
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e Interacciones entre dipolos permanentes o fuerzas de orientacion de Keesom.

e Interacciones entre dipolos permanentes y dipolos inducidos en otros 4&tomos o

moléculas (fuerzas de induccion de Debye).

e Interacciones entre dipolos instantaneos (originados por fluctuaciones de carga

eléctrica) y dipolos inducidos: fuerzas de dispersion de London.

El conjunto de estas fuerzas dispersivas entre &tomos o pequefias moléculas
disminuye muy rapidamente con la distancia entre particulas (l), dada su
dependencia con I® en el vacio. Las interacciones de London son universales y
aparecen entre cualquier par de aomos o moléculas en fase condensada. La
contribuciéon de este tipo de interacciones es muy superior a las de Keesom y
Debye [Fowkes, 1963], las cuales requieren que haya dipolos permanentes
[Chaudhury y Good, 1983; Fowkes y Mostafa, 1978]. En efecto, se ha demostrado
que, macroscopicamente, las interacciones en fase condensada son principalmente
de dispersion (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
[Chaudhury, 1987]. En todo caso, en este tipo de sistemas macroscopicos las
interacciones van der Waals-Keesom y van der Waals-Debye se pueden tratar de
igual forma que las interacciones van der Waals-London [Abrikossova y
Derjaguin, 1992; Chaudhury y Good, 1983]. Por eso, todas ellas se pueden agrupar
como interacciones electrodindmicas, denominadas genéricamente interacciones
Lifshitz-van der Waals (LW).

Debe recordarse que aungue las interacciones dispersivas son débiles en
comparacién con las electrostaticas responsables del alcance i6nico o del
covalente, que afectan de forma considerable a un variado conjunto de fenGmenos
relacionados con los sistemas coloidales, tales como la adhesion, la adsorcion, la

agregacion de particulas en suspension o la estructura de macromoléculas
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condensadas, como polimeros o proteinas [Israelachvili, 1991]. Resumiendo, las

caracteristicas esenciales de estas interacciones son:
e Pueden ser efectivas a una distancia entre 0.2 y 10 nm.

e Engeneral, son atractivas, aunque, como ya indic6 Hamaker, para particulas de

materiales diferentes inmersas en un liquido, pueden ser repulsivas.

e Son fuerzas no aditivas, pues la interaccién dispersiva entre dos sistemas

fisicos se ve afectada por la presencia de otros cercanos.

Matematicamente, es posible obtener mediante un término global la contribucion a
la tension superficial de todas las interacciones de tipo dispersivo. Esto 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 tension superficial o energia libre superficial

asociada a estas interacciones.
5.1.2. INTERACCIONES NO-DLVO

Hay una serie de fenémenos relacionados con la estabilidad coloidal, que no se
pueden explicar s6lo mediante la interaccion electrostatica entre dobles capas eléctricas
y las fuerzas de van der Waals. Asi, por ejemplo, el hinchamiento espontaneo de arcillas
secas cuando estan en contacto con agua [van Olphen, 1977]. Tampoco puede
explicarse por qué las dispersiones de silice no coagulan en el punto isoeléctrico (o pH
de potencial zeta cero) en el seno de disoluciones salinas concentradas [Allen y
Matijevi¢, 1969]. Recientemente, se han encontrado comportamientos similares en
suspensiones de sulfuro de zinc [Duréan y cols., 1995] o de latex de etilcelulosa [Vera y
cols., 1996], entre otros ejemplos [Laskowski y Pugh, 1992; Pashley, 1992]. Por eso ha
sido necesario introducir las denominadas fuerzas no-DLVO (cuyo alcance es del orden
de pocos nandmetros), entre las que se incluyen la repulsion hidrofila, la atraccién

hidréfoba, los enlaces de hidrogeno, los enlaces 7z, o la presiobn osmética en
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suspensiones muy concentradas de polimeros. Las fuerzas mas conocidas son las que
tienen su origen en la solvatacion de las superficies (por lo que se denominan
estructurales), pudiendo ser atractivas (efecto hidréfobo), repulsivas (efecto hidréfilo) e
incluso oscilatorias. Son interacciones de tipo polar y pueden llegar incluso a alcanzar
un valor dos érdenes de magnitud superior a las interacciones EL y LW. 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 eléctricas, 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 actlian a pequefias distancias de la interfase.
Asi, los valores de estas magnitudes son diferentes de los que adquieren en el seno del
liquido. Por lo tanto, el potencial de interaccion entre moléculas situadas a esas
distancias, puede ser muy distinto del esperado en teorias del continuo. De esta forma,
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
[Israelachvili, 1991]. En efecto, s6lo con consideraciones geométricas, sin tener en
cuenta interacciones atractivas entre las moléculas de disolvente y las paredes, puede
argumentarse que las moléculas se ven forzadas a acomodarse entre las dos superficies,
siguiendo un cierto ordenamiento que origina la fuerza oscilatoria de solvatacién
[Christenson y Horn, 1985; Christenson, 1988; Horn y Israelachvili, 1981].

La situacion es mucho mas compleja en los sistemas fisicos reales: en el caso de
existir una interaccion atractiva entre la superficie y las moléculas de liquido
adyacentes, el empaquetamiento molecular descrito sera mas denso y la fuerza
resultante entre las fases sélidas, aunque oscilatoria, tendra una componente repulsiva
de largo alcance. Si, por el contrario, la interaccién superficie-liquido es méas débil que
la interaccion liquido-liquido, la fuerza de solvatacion oscilatoria presentard una

componente mo nétona atractiva.
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A la componente de la tension superficial asociada a estas interacciones no

dispersivas, se le engloba en un término general denominado &cido-base (/*°).

5.1.3. CONTRIBUCIONES A LA ENERGIA LIBRE
SUPERFICIAL. TEORIA DE VAN OSS Y COLS.

Para poder predecir el valor que adquieren las interacciones ya descritas en este
capitulo [Lifshitz-van der Waals (LW) y é&cido-base (AB)] es necesario hacer
previamente una caracterizacion termodinamica de la superficie. Para ello,
consideraremos el proceso reversible de acercar dos sistemas fisicos en el vacio,
formados por un solido o liquido, 1, hasta formar una fase continua donde entran en
contacto superficies iguales unitarias [Good, 1993]. Se denomina energia libre de
cohesion (AGc,) a la variacién de energia libre que tiene lugar en el proceso, y trabajo
de cohesion al opuesto de esta magnitud. A partir de ello podremos definir la tension

superficial (o energia libre superficial) del material 1 (y1) de la forma:
AGe, =-W¢, =-2y, (26)

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

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

interfacial (y12) mediante la ecuacion de Dupré [Adamson, 1982].

AGA,12 = _WA,12 =Y —Y1—72 (27)
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De igual forma cuando se unen dos sistemas fisicos, de materiales diferentes 1
y 3, en un medio liquido 2, desaparecen las interfases 1-2 y 3-2 y se crea la

interfase 1-3. En este caso, la ecuacion de Dupré queda de la forma:

AGips =Y13 = V12 — Va3 (28)

Esa variacion de energia libre sera una medida de la energia de interaccion
entre los sistemas 1 y 3 en el medio 2. Si lo que se produce es una interaccion entre
particulas idénticas en suspension en un medio liquido, 1 y 3 son el mismo

material, 1, en el medio 2:
AGy,; =—-2yy, (29)

La energia libre interfacial esta relacionada con las fuerzas de interaccién que
las superficies de las fases 1 y 2 se ejercen entre si (cohesién) o con la otra fase
(adhesion). La caracterizacion termodindmica superficial de este tipo de sistema
fisico permite determinar los valores de energia libre superficial e interfacial y, a
partir de ellos, evaluar la naturaleza y alcance de las interacciones de origen no

electrostatico en la interfase.

La ecuacion que constituye la base para el desarrollo del modelo de van Oss y
cols., sobre la tension superficial y sus componentes 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) [van Oss, 2006]:

=Y AT (30)

El siguiente paso es postular una regla de combinacién para calcular la
contribucién del caréacter acido y basico a las energias libres de adhesion a través
de la interfase, o0 a la energia interna de cohesién de una fase.
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La ecuacion 30 se puede hacer extensiva a la energia libre de la interfase 1-2:
Y12 :Yi_zw + YlAzB (31)

A continuacion, se expresa matematicamente cada uno de los dos sumandos de

la tension superficial de la ecuacion 31. Utilizando la regla de Good-Girifalco
[Good y Girifalco, 1960; Overbeek, 1952], el primer término y," queda de la

forma:

Yoo =(\/V1LW —7s" )Z =1 +yg =2 v (32)

La obtencion del segundo sumando (7};°) no puede hacerse mediante la regla

anterior, pues no es aplicable a las interacciones asimétricas AB [Fowkes, 1963].
Se postula entonces la siguiente regla de combinacion para la componente AB de la

tension interfacial:

vt oy +ars — i = =2 - W - ) @)

donde y,” y y, representan, respectivamente, la contribucion electrén-aceptor

(acido de Lewis) y electrén-donante (base de Lewis) a la tension superficial de la
fase i. La ecuacion 33 para una fase queda de la forma:

Y10 =24V, (34)

Sustituyendo la ecuaciéon 34 en la ecuacion 30:

=11+ 247 (35)

Sustituyendo las ecuaciones 32 y 33 en la ecuacién 31, y teniendo en

consideracion la ecuacion 35, se obtiene:
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Yo =1+ 1 - 20" vsY ) - 2yl ) - 24liys) (36)
que expresa la tension interfacial entre las fases 1y 2.

Es usual hacer una clasificacién de los materiales en funcion de los valores
que adquieren las componentes acido y base de Lewis: bipolares, si las moléculas
se comportan como &cidos y bases de Lewis simultdneamente; monopolares,
cuando una de esas dos componentes (acido o base) es despreciable o nula frente a
la otra; y apolares, si se anulan ambas componentes. Si un material es monopolar,
no existe el término %"°, y la tensién superficial total () es igual al término LW.
No obstante, tales materiales pueden interaccionar fuertemente con materiales
bipolares y materiales monopolares de polaridad opuesta, a pesar de la aparente
naturaleza apolar de su tension superficial. Ambas interacciones LW y AB entre
dos cuerpos idénticos o entre dos diferentes en el vacio, son siempre atractivas. Sin
embargo, cuando estos cuerpos estan inmersos en un liquido, puede surgir una
interaccion repulsiva. Con respecto a la interacciéon LW, solamente aquella que
tiene lugar entre dos materiales diferentes 1 y 3, inmersos en un liquido 2, puede

ser repulsiva [Derjaguin, 1954; Fowkes y Mostafa, 1978; Hamaker, 1937; Visser,

1972] siempre que la componente apolar del liquido (y,"), cumpla: " < y"<

y+" [Neumann y cols., 1979; van Oss, 2006].

En cuanto a la componente AB, la interaccién 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* y y~ del liquido estén

comprendidos entre los valores de ¥ y y~ del material polar [van Oss, 2006].

El punto importante que queremos resaltar por su significacion en la

determinacion de la energia total de interaccion entre dos particulas coloidales es

A\

que el conocimiento de los componentes y" y y° para las fases implicadas
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permite calcular dicha energia. En efecto, la energia libre de interaccién (por
unidad de superficie) entre dos particulas de material 1 inmersas en un liquido 2

sera:

AG,, =2y, = —Z(x/vlw - W)Z - 4(\/Y1+Y1_ +Y3Ys — Y — Y ) (37)

Notese que un valor positivo de AG12; implicaria una repulsidon neta entre las

superficies (presion de hidratacién o interaccion hidréfila). Teniendo en cuenta que

AGj!) es siempre negativo, el caracter atractivo o repulsivo de la interaccion,
representado por el valor de AG,1, dependera de la contribucion acido-base AG/5; .

En medio acuoso, la componente AB de la energia de cohesion del agua, debido a
sus enlaces por puentes de hidrégeno es 102 mJd/m?. Este valor es lo
suficientemente elevado como para imponer un efecto atractivo neto entre

superficies de particulas apolares o débilmente polares (efecto hidr6fobo).

En otras ocasiones, como sucede en especial con las superficies monopolares
(y = ¥V: ¥"® = 0, usualmente y* = 0y ¥ = 0) [van Oss y cols., 1988], el elevado
valor del caréacter basico de estas superficies las hace muy hidré6filas. Desde este
punto de vista, el modelo de van Oss propone una interpretacién de las
interacciones de solvatacion, segln la cual tienen su origen en intercambios AB
(acido-base de Lewis) entre la superficie de las particulas dispersas y el medio de
dispersion (agua generalmente). La componente AB del incremento de la energia
libre de Gibbs asociado a dicha interaccién es la fuerza termodinamica responsable

de las mismas.
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5.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La tension superficial de un liquido y la tensidn interfacial entre dos liquidos
son dos magnitudes a las que se puede tener acceso experimental de forma directa.
Sin embargo, en el caso de los sélidos, es necesario recurrir a medidas de otras
magnitudes para poder obtener a partir de ellas los valores de las tensiones
superficiales. Junto con la técnica de penetracion de liquidos en capa fina, la
técnica de medida de angulos de contacto es la mas importante y habitual. Ambas
han sido descritas con detalle en trabajos anteriores [Arias y cols., 2001;
Chibowski y cols., 1993; Duran y cols., 1994, 1995]. A continuacién, realizamos
una breve descripcién de la técnica de medida de angulos de contacto, pues es la

que hemos utilizado en nuestro trabajo.

El sistema fisico al que se aplica esta técnica estd constituido por una
superficie solida, 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 obtienen los valores de las componentes de la tension
superficial del s6lido. La aplicacion de este método esta restringida a los casos en
los que la superficie del s6lido sea plana, homogénea y rigida a escala

macroscopica.

La definicion termodindmica del angulo de contacto viene dada por la
ecuacion de Young. Para una superficie sdlida con las caracteristicas mencionadas,
sobre la que se deposita una gota de liquido puro, el angulo de contacto de
equilibrio es una magnitud Gnica que cumple la ecuacién de Young [Neumann y
Good, 1972]:

Ysv —YsL = YL COSO (38)
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donde ysv, ysL Y 7L son, respectivamente, las tensiones interfaciales sélido-vapor y
s6lido-liquido, y la tension superficial del liquido. La ecuacién 38 se puede

escribir de la forma:

Ys =Yg 7. C0SO+ T, (39)

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

pressure), definida por:

Te =Ys —Tsv (40)

esto es, la presion bidimensional que ejerce el vapor adsorbido sobre la superficie
solida. En el caso de que ys sea superior a y., esta adsorcién provoca una
disminucion de la tensién superficial del sélido hasta alcanzar, en caso de
saturacion, el valor de la tension superficial del liquido [Janczuk y cols., 1984,
1987]. Bajo estas condiciones limite, 7. = ys - n [Janczuk y cols., 1989]. En el
caso contrario, que corresponde generalmente a solidos de poca energia
superficial, como los utilizados en este trabajo, 7. es despreciable y la ecuacion de

Young se puede escribir:
Ys =Yg + 7Y, COSO (41)

Un factor importante a considerar en las medidas de angulo de contacto es el
fendmeno de histéresis. Cuando una gota de liquido se deposita sobre la superficie
de un sélido, se puede producir dependiendo del método utilizado un avance (la
gota se deposita sobre una superficie seca) o una regresion (la gota depositada se
retrae, desplazdndose sobre zonas ya mojadas) de la gota. De esta forma, los
respectivos angulos de contacto son: 6, (avance) y 6; (retroceso). Se verifica que 6
es siempre inferior a 6,. 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
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disminuyendo el volumen de la gota de liquido. Nuestras medidas experimentales
se han realizado sobre el angulo de avance. Un trabajo 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 adsorcion del
vapor del liquido utilizado [Chibowski y Gonzéalez-Caballero, 1993].

Una vez medidos los angulos de contacto, es posible determinar los
componentes de la energia superficial del sélido. Sustituyendo en la ecuacion 41 el

valor de ys. dado por la ecuacion 53, se obtiene:

27y 124y iy + 2y veyi =7, (L+coso) (42)

Midiendo los &ngulos de contacto formados por tres liquidos diferentes, de los
que se conocen las componentes de su tension superficial, se puede establecer un
sistema de tres ecuaciones con tres incognitas como la ecuacion 42, a partir de la
cual se calcularén los valores de las componentes del solido. Por lo general, se
suelen utilizar dos liquidos polares y uno apolar.

El anélisis termodindmico superficial se efectu6 en los tres tipos de
nanoparticulas sintetizadas: nicleo magnético (magnetita, FesO,4), recubrimiento
polimérico [poli(e-caprolactona), PCL] y compuestas obtenidas utilizando la
relacién de masas iniciales 2:4 [magnetita/ poli(e-caprolactona), Fe;O4/PCL]. Los
liquidos empleados fueron: agua filtrada y desionizada con un sistema Milli-Q
Academic (Millipore, Francia), formamida (Carlo Erba, Italia) y a-bromonaftaleno
(Merck, Alemania). En la aplicacién del modelo de van Oss se utilizaron los valores de
las componentes de la tensién superficial de los liquidos de prueba utilizados (tabla 4)
[van Oss, 2006].
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Liquido o v Y
Agua 21.8 25.5 25.5
Formamida 39.0 2.28 39.6
a-Bromonaftaleno 43.6 0.0 0.0

Tabla 4. Componentes de la tension superficial (mJ/m?) a 20 °C de los liquidos utilizados

en el experimento de medida del &ngulo de contacto.

La medida de los angulos de contacto se realiz6 con un goniémetro Ramé-Hart
100-0.7-00 (USA), que permite observar las gotas de liquido depositadas sobre un
solido. Este aparato dispone de un conjunto de tornillos micrométricos que permiten los
desplazamientos verticales y horizontales del sustrato, asi como de un limbo graduado
para la medida del angulo con una precision de + 1°. El uso de una microjeringa Gimont
(EE.UU.) permite controlar el volumen de la gota depositada entre 2 y 4 ulL. Las
medidas se realizaron a 25.0 + 0.5 °C, utilizando una camara termostéatica. La captura de
las imagenes de las gotas de los liquidos depositados sobre la superficie de los
materiales se obtuvieron mediante una camara CCD (Pixelink PL-A662, Canada) y un
sistema de analisis digital de imagenes.

Los angulos de contacto de los liquidos seleccionados se determinaron sobre capas
delgadas de los tres tipos de materiales depositadas sobre portaobjetos de microscopio.
Estas superficies lisas se obtuvieron tras la adicion de manera uniforme de una
suspension acuosa (= 10 %, p/v) de cada tipo de coloide sobre la superficie limpia y
seca de una placa de vidrio. En la preparacion de la muestra pudimos comprobar que

con la adicion de 10 mL de suspension acuosa de nanoparticulas se obtenia una capa de
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material suficientemente gruesa y uniforme. La desecacién de los portaobjetos con cada
una de las muestras se realizé a 35.0 + 0.5 °C, utilizando un horno de desecacion
durante 24 horas. De esta manera, se obtuvo una capa de material muy uniforme a nivel
macroscopico, que permitié que la medida de los angulos de contacto se realizara en
gotas muy estables (figura 30).

()

(b)

ANGULO DE CON

Figura 30. Ejemplo de la determinacién del &ngulo de contacto. (a) Fotografia de gota
depositada; (b) ajuste de perfil de la gota y evaluacién del angulo.
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En la figura 31 se recogen los valores promedio de los angulos de contacto
obtenidos tras realizar 16 determinaciones midiendo sobre una nueva gota después de
cada dos medidas. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la existencia de
importantes diferencias entre los nicleos de 6xido de hierro y las nanoparticulas
magnéticas compuestas (FezO4/PCL).
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Figura 31. Angulos de contacto (grados) de los liquidos utilizados en las determinaciones con
nanoparticulas de Fe;O,, PCL y Fe;04/PCL.

5.3. COMPONENTES DE LA ENERGIA LIBRE
SUPERFICIAL DE LAS NANOPARTICULAS

Para aportar una informacidn fisica veraz sobre la termodinamica de los tres tipos
de superficies es necesaria la evaluacion de las componentes de ys. Los datos

representados en la figura 32 confirman en gran medida nuestras estimaciones
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sobre la eficacia del recubrimiento de los ndcleos magnéticos basadas en las
propiedades electrocinéticas (ver capitulo 4). En particular, para cualquier
componente de la energia libre superficial, sus valores para las nanoparticulas
magnéticas compuestas FesO4/PCL coinciden casi totalmente con los
correspondientes al polimero puro. Ademas, a pesar de que la componente

Lifshitz-van der Waals (y¢") es la menos afectada por el tratamiento superficial,

como suele ser habitual [Arias y cols., 2001, 2006, 2008a], su valor para las

nanoparticulas FesO4/PCL es casi el mismo que para el polimero. A pesar de que la
componente electron-aceptor (y;) es muy pequefia para los tres tipos de

materiales, sin embargo es virtualmente cero para el polimero y las nanoparticulas

compuestas y adquiere valores finitos superiores para la magnetita. La
contribucion electron-donante (ys) muestra una diferencia mucho mas notable

entre los nucleos de 6xido de hierro y las nanoparticulas Fe3O4/PCL. EIl elevado
valor de esta ultima componente en el caso de la magnetita confirma su caracter
monopolar electrén-donante [Arias y cols., 2001; van Oss, 2006]. Segun van Oss,
esto quiere decir que la magnetita puede tener interacciones acido-base con fases
de cualquier polaridad (y", y°, o ambas, diferentes de cero) pero las fuerzas AB no
contribuyen a su energia libre de cohesion. Resultados similares se han obtenido
anteriormente con diferentes compuestos inorganicos [Chibowski, 1992;
Chibowski y Holysz, 1992; Duran y cols., 1994, 1995]. Es bastante general el
comportamiento monopolar en los materiales inorgénicos, si bien se ha descrito un
caracter bipolar en materiales como la calconita y la galena [Janczuk y cols., 1984,
1987, 1994].
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Figura 32. Componentes de la energia libre superficial (mJ/m?) de las nanoparticulas de
Fes04, PCL y Fe304/PCL. Y;W es la componente de Lifshitz-van der Waals; y; (vs) esla

componente electrén-aceptor (electrén-donante).

A la vista de los resultados obtenidos, (junto con el anélisis electrocinético de
los tres tipos de coloides), podemos afirmar que el recubrimiento de los nicleos
magnéticos es completo cuando se utiliza la relacion de masas iniciales 2:4
(FesO4:PCL).
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5.4. ANALISIS DE LA NATURALEZA
HIDROFILA/HIDROFOBA

Como ya hemos comentado anteriormente, una caracterizacion termodindmica
exhaustiva como la descrita no so6lo tiene interés de por si, esto es, desde el punto
de vista fundamental. Las interacciones implicadas en la determinacion de la
energia libre superficial de los materiales se manifiestan en fendmenos como la
agregacion de nanoparticulas en suspension o su adhesion a diferentes sustratos.
La idea que subyace en nuestro estudio es que las metodologias empleadas, junto
con su base tedrica, permiten: i) especificar completamente la componente LW de
la energia de interaccion entre las nanoparticulas dispersas (contemplada, junto
con la repulsidn electrostatica entre dobles capas eléctricas, en la teoria clsica
DLVO); y ii) cuantificar igualmente las contribuciones no-DLVO a la energia total
del sistema, las cuales se relacionan con la componente AB de la teoria superficial
tanto del s6lido en suspensién como del liquido.

Consideramos aqui la importancia de los términos LW y AB de la energia de
interaccion entre los materiales descritos en este trabajo (fase 1) en un medio
acuoso (fase 2):

AGlZl = AGle\Q/ + AGlAz\? (43)

Haciendo uso de la ecuacién 51, pueden obtenerse los valores de AGS5) y
AG/Y, que se muestran en la tabla 5. En la misma se puede apreciar que para la

magnetita, el intercambio energético debido a la componente LW es bastante menor
que el asociado a la componente AB, siendo ademdas negativo. Por tanto, la
variacion de la energia libre de interaccion total es debida, principalmente, a la
componente AB [Arias y cols., 2001, 2008].
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sélido AGLY (mJI/m?) AGS2 (MJ/m?) AGp,, (MJI/M?)
FesO, -2.9+0.4 149+2.1 121+15
PCL 71413 -13+0.4 83121
Fes0,/PCL 65+1.1 -0.7+0.2 72+15

Tabla 5. Energia libre de interaccién (mJ/m?) entre las nanoparticulas y sus componentes

AB y LW en medio acuoso.

El hecho de que sea positiva la contribucién AB, indica que la naturaleza
fuertemente monopolar de la magnetita provoca una repulsion significativa entre
las nanoparticulas. La interaccién LW, siempre atractiva en estos casos, es mucho
menos intensa, provocando por ello un valor neto positivo paraAG,, . Por el
contrario, tanto las nanoparticulas compuestas como el polimero tienen valores
negativos de AG,,, (atraccion hidréfoba), que se afiaden a la atraccion de van der

Waals.

Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se manifiestan en las
caracteristicas hidrofobas/hidrofilas de los diferentes materiales estudiados. Puede
utilizarse el siguiente criterio para determinar cuando un material puede

considerarse hidrofilo o hidréfobo [van Oss, 2006]: Si AG,, resulta ser negativo,

las interacciones interfaciales favorecen la atraccidn entre si de las nanoparticulas,
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y se consideran hidrofobas. Por el contrario, la hidrofilia se corresponde con

valores positivos de AG,,,.

La figura 33 muestra los resultados obtenidos para los tres tipos de
nanomateriales. Como puede apreciarse, la naturaleza hidrofila de la magnetita se
pierde al ser recubierta por el polimero hidr6fobo. Esto puede considerarse un

indicio muy claro de que dicho recubrimiento es eficaz.

20
Hidrofilia
T
Na—-. 10 -
E
= PCL Fe,0,/PCL
£ 0
ot Fe,0,
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0 | 1
= -10 L
Hidrofobia
-20

Figura 33. Valores de AG,,, (mJ/m?) y caracter hidréfilo/hidrofobo de los tres tipos de
nanomateriales: Fe;O4, PCL y Fe3O4/PCL.
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6.1. PROPIEDADES MAGNETICAS

Las propiedades magnéticas macroscopicas de un material 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 angular orbital y la otra tiene su origen
en su espin. Asi, el momento magnético neto de un atomo es justamente la suma de los
momentos magnéticos de cada uno de los electrones constituyentes, incluyendo tanto
las contribuciones orbitales como de espin y tomando en consideracion la cancelacion
de los momentos. Entre los distintos tipos de magnetismo se incluyen el diamagnetismo,
el paramagnetismo y el ferromagnetismo. Junto a éstos, el antiferromagnetismo y el

ferrimagnetismo son considerados subclases del ferromagnetismo [Callister, 1996a].

¢ Diamagnetismo. Es una forma muy débil de magnetismo que no es permanente
y persiste s6lo mientras el campo externo esta presente. Esta asociado a &tomos
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 uno y la
susceptibilidad magnética () es negativa.

¢ Paramagnetismo. Es caracteristico de aquellos &tomos o moléculas que tienen
momentos magneticos permanentes que no interaccionan entre si y que en
ausencia de campo externo estan orientados al azar, de modo que una porcion
cualquiera de material no posee imanacion neta permanente. Estos dipolos
atdbmicos son libres para girar y se producira paramagnetismo cuando,
mediante rotacion, se alineen de forma preferente con un campo magnético
externo. En estos materiales y es positiva y depende de la temperatura, mientras

que Wy es ligeramente mayor que uno. Una caracteristica muy interesante por
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¢

sus implicaciones biomédicas es el superparamagnetismo. Esta propiedad es
consecuencia de un cambio cualitativo en la estructura de los materiales
magnéticos nanométricos, la cual pasa de estar constituida por numerosos
dominios magnéticos, a estar formada por un Unico dominio magnético o
monodominio. Esta estructura determina una reduccion muy importante de la
barrera de anisotropia magnética, lo que provoca la desaparicién de la
histéresis (no hay campo coercitivo ni remanencia) [Alvarez Paneque y cols.,
2008].

Ferromagnetismo. En estos materiales las interacciones de acoplamiento hacen
que los momentos magnéticos netos de espin de atomos adyacentes se alineen
unos con otros aun en ausencia de un campo magnético aplicado. Esta
alineacion mutua de los espines se presenta en volimenes relativamente
grandes del cristal denominados dominios. La méaxima imanacion posible
(magnetizacién 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 y positiva, muy grande y
dependiente del campo mientras que p, tiene un valor en torno a 10°. La
magnetizacion de saturacion y la permeabilidad magnética dependen
significativamente de H y de la temperatura.

Antiferromagnetismo. Fendmeno de acoplamiento entre los momentos
magnéticos que determina su alineamiento antiparalelo, de modo que el
material mostrara imanacion espontanea nula. Estos materiales tienen una p, >

1y ym positiva.

Ferrimagnetismo. La interaccion de intercambio entre momentos magnéticos
en estos materiales favorece también la alineacion antiparalela, pero los
momentos no son idénticos en mddulo, por lo que no se cancelan
completamente. Por este motivo su comportamiento serd parecido al de los

ferromagnéticos.
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6.2. CICLO DE HISTERESIS

La magnetita es un material idnico ferrimagnético con estructura cristalina ctbica
holoédrica del tipo de las espinelas inversas y que pertenece al grupo de las ferritas
blandas [Callister, 1996b]. Su férmula puede escribirse como Fe**0%(Fe*),(0%)s,
donde los iones Fe existen en los estados de valencia +2 y +3 en una proporcion 1:2.
Para cada uno de los iones Fe®* y Fe** existe un momento magnético que corresponde a
4 y 5 magnetones de Bohr, respectivamente. Ademas, los iones O?” son magnéticamente
neutros. Entre los iones Fe?* y Fe** se producen interacciones de acoplamiento de los
espines en las direcciones antiparalelas, similares a las que se producen en el caso del
antiferromagnetismo. Sin embargo, se produce un momento ferrimagnético neto debido

a que los momentos de espin no se cancelan completamente.

Cualquier material ferromagnético o ferrimagnético a temperaturas inferiores a la
temperatura de Curie esta formado por pequefias regiones tridimensionales en las que
todos los momentos magnéticos se encuentran alineados en la misma direccién
[Callister, 1996; Mercouroff, 1969]. Estas regiones se denominan dominios y cada uno
estd magnetizado hasta la saturacion. Los dominios adyacentes estan separados por
paredes de dominio, a través de las cuales la direccion de imanacion cambia
gradualmente. La densidad de flujo (B) y la intensidad del campo magnético (H) no son
proporcionales en el caso de los materiales ferromagnéticos y ferrimagnéticos. Si el
material esta inicialmente no imanado, entonces B varia en funcion de H segun se
muestra en la figura 34. La curva empieza en el origen, y a medida que aumenta H, la
inducciéon B empieza a aumentar lentamente y después mas rapidamente hasta que al
final alcanza un nivel determinado y se hace independiente de H. Este valor maximo de
B es la densidad de flujo de saturacién (Bs) y la imanacion correspondiente es la
imanacion de saturacion (Ms). Segun la ecuacién B = i - H, la permeabilidad () es la
pendiente de la curva B frente a H, y se puede apreciar en la figura 34 que cambia con
H. En algunas ocasiones, la pendiente de B frente a H (a H = 0) se especifica como una
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propiedad del material, denominada permeabilidad inicial (¢4), tal como se indica en la

figura 34.

KM}

Densidad de flujo &
(o magnetizacion M)

[] .
Campo magnético H

Figura 34. Comportamiento de B frente a H de un material ferromagnético o ferrimagnético que
estaba inicialmente desmagnetizado. Se representan las configuraciones de los dominios durante

varios estadios de la imanacion.

A medida que se aplica el campo H, los dominios cambian de forma y tamafo
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 34.
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
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campo externo, los dominios que estan orientados en direcciones favorables al campo
aplicado (o casi alineado con él) crecen a expensas de aquellos que no estan
favorablemente orientados. Este proceso continGa al aumentar la intensidad del campo
hasta que la muestra macroscopica se convierte en un solo dominio, el cual esta 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 35, a medida que el campo H se
reduce, la curva no invierte su camino original, sino que se produce un efecto de
histéresis. Debido a este efecto, el campo B va retrasado con respecto al campo aplicado
H, es decir, disminuye 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,. Por este motivo, el material permanece imanado en ausencia de un

campo externo H.
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Figura 35. 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 una curva sélida, mientras que la curva discontinua indica la

primera imanacion del material. La remanencia B, y la fuerza coercitiva H, también estan

indicadas en la figura.

Nuestro objetivo en este apartado de la investigacion es caracterizar las propiedades
magnéticas de los nucleos de FesO, y el efecto que el recubrimiento polimérico puede
tener sobre éstos. Ademas, y con el fin de clarificar las condiciones dptimas para la
formulacion de nanoparticulas Fe;O4/PCL, se investigaron las caracteristicas
magnéticas de estas particulas obtenidas para cada una de las relaciones de masa inicial
Fe304:PCL (desde 1:4 hasta 4:1). Las propiedades magnéticas de la magnetita y de las
nanoparticulas Fe3O4/PCL quedan perfectamente definidas mediante el ciclo de
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histéresis. Esta caracterizacién macroscopica del comportamiento magnético de las
particulas coloidales se realiz6 con la ayuda de un magnetémetro-susceptibilimetro
Manics DSM-8 (Francia). Todas las medidas se realizaron a 25.0 £ 0.5 °C, ya que a esta

temperatura se realizo la preparacion y el almacenamiento de las suspensiones.

La figura 36 recoge el ciclo de histéresis de las nanoparticulas de magnetita y de un
caso de nanoparticulas compuestas. En ambos casos, el comportamiento observado se
explica considerando el caracter superparamagnético de la magnetita, consecuencia del
pequefio tamafio de la FesO4 (< 20 nm) [LOpez-Lépez y cols., 2005]. Dado que no se
pudo determinar con precisién la densidad de las particulas compuestas, los datos de
imanacion se dan en masa y no en volumen. De la region lineal del ciclo de histéresis
(zona de campo magnético bajo) puede estimarse la susceptibilidad magnética inicial
(xmi) de los materiales: (0.28 + 0,02)-10° m*/kg en el caso de la magnetita, y (0.110 +
0.008)-10° m/kg en el caso de las nanoparticulas compuestas Fe;04/PCL. También se
pudo apreciar un valor notablemente menor de la imanacién de saturacion en este

segundo caso, debido a la menor cantidad de material magnetizable.
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Figura 36. Ciclo de histéresis de las nanoparticulas de Fe;O,4 (0) y de Fe3O4/PCL (m).

El proceso de andlisis de las condiciones Optimas de formulacion de las
nanoparticulas de FesO4/PCL queda completado con el estudio de las propiedades
magnéticas de las particulas obtenidas segun cada una de las relaciones de masa
iniciales Fe;04:PCL (desde 1:4 hasta 4:1). La susceptibilidad inicial y la magnetizacion
de saturacién de cada uno de los tipos de particulas magnéticas compuestas quedan
recogidas en la tabla 6. Estos parametros magnéticos fueron calculados a partir del ciclo

de histéresis de cada una de las muestras.
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) o o Magnetizacion de
Proporcion de masas iniciales Susceptibilidad B
Fe304:PCL inicial (xmi) (m®/kg) saturacion en masa
(Am?/kg)

4:1 (0.0093 +0.0007) - 10° 0.664 + 0.0005
4:2 (0.080 +0.006) - 10° 5.730 +0.004
4:3 (0.102 +0.008) - 107 7.241 +0.005
4:4 (0.099 +0.008) - 10° 7.099 +0.005
3:4 (0.102 £ 0.008) - 10° 7.296 +0.005
2:4 (0.110 +0.008) - 107 7.832 +0.006
1:4 (0.093 +0.007) - 107 6.77 +0.005

Fe;0, (0.280 +0.02) - 107 21.01 +0.09

Tabla 6. Propiedades magnéticas de los nucleos de Fe;O, y de las nanoparticulas Fe;O,/PCL

obtenidas a partir de diferentes proporciones de masa inicial Fe;04:PCL.

Como puede observarse en la tabla, las nanoparticulas con mejores propiedades
magnéticas son aquellas obtenidas a partir de una relacion de masas inicial entre 4:4 y
2:4. Creemos que esto puede ser debido a que las nanoparticulas asi obtenidas albergan
un gran nimero de ndcleos superparamagnéticos en su interior (figura 18b) y, por lo
tanto, presentan una mayor capacidad para responder a campos magnéticos. Cabe
destacar que cuando el exceso de polimero utilizado en la sintesis de las nanoparticulas
compuestas es muy grande (relacibn de masas iniciales 1:4), las particulas
superparamagnéticas quedan embebidas por una cubierta de polimero tan grande que
logra reducir significativamente la magnetizacién de la muestra (véase figura 18c). Si,
por el contrario, la cantidad de polimero utilizada es muy pequefa (relacion 4:1), la
presencia en las nanoparticulas compuestas de una matriz que engloba eficientemente

los nlcleos de Fe3O4 es muy pobre. De esta manera, pocos nlcleos magnéticos deben
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quedar atrapados en la nanoparticula compuesta formada (figura 18a), lo que explica su

escasa respuesta magnética.

Teniendo en cuenta estas propiedades magnéticas y los resultados obtenidos en el
apartado 3.1.3. (préstese especial atencién a la tabla 3 y su discusion), queda
plenamente justificado que la relacién de masas inicial FesO4/PCL sea 2:4 para asi
obtener las nanoparticulas magnéticas compuestas con las mejores caracteristicas para
su uso como coloides magnéticos en el transporte de farmacos hasta el 6rgano o tejido
diana. Ademas, nos parece realmente interesante el hecho de que las nanoparticulas
FesO4/PCL obtenidas utilizando esta relacion de masas iniciales 2:4, tienen unas
propiedades magnéticas comparables a las mejores obtenidas por otros autores. En
unidades practicas cgs, la imanacion de saturacion es =~ 7,8 emu/g frente a =~ 8 emu/g
[Hamoudeh y Fessi, 2006], = 17.6 emu/g [Yang y cols., 2006] y ~ 10.2 emu/g [Gang y
cols., 2007].

Estas propiedades magnéticas de las nanoparticulas compuestas FesO4/PCL nos
hacen pensar que el sistema coloidal disefiado tiene las caracteristicas adecuadas para su
utilizacién en el transporte de farmacos a un drgano o tejido diana: un recubrimiento
polimérico que permitird el transporte de cantidades suficientes de farmaco y su
liberacion a una velocidad controlable, y unos nucleos magnéticos con enorme
capacidad para responder a gradientes magnéticos aplicados. Por este Gltimo motivo la

direccionabilidad de las particulas coloidales en el organismo, debe quedar asegurado.

6.3. PRUEBA IN VITRO

La capacidad de respuesta a gradientes magnéticos aplicados de las particulas de
FesO,4 y de FesO4/PCL fue analizada cualitativamente mediante visualizacién del efecto
que ejerce un iman permanente de 400 mT sobre una suspension acuosa de estas

particulas coloidales. En concreto, se prepararon sendas suspensiones acuosas
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coloidales con una concentracién < 0.5 % (p/v). A una temperatura de 25.0 £ 0.5 °C, se
puso en contacto la suspension de Fe;O, y la de Fes04/PCL con un gradiente magnético
de 400 mT, y se observo el comportamiento de las particulas magnéticas en estas
condiciones. Como puede apreciarse en la figura 37, las nanoparticulas compuestas
Fe3O4/PCL son atraidas muy rapidamente por el iman, lo que confirma las excelentes
propiedades magnéticas del nanosistema disefiado. EI sobrenadante queda
completamente transparente en menos de 1 minuto. Por el contrario, la suspensién de
nanoparticulas de FesO, mantiene su aspecto homogéneo incluso tras 24 horas de
exposicion al gradiente magnético externo. El caracter superparamagnético de los
ndcleos de 6xido de hierro justifica la ausencia de respuesta magnética.
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Figura 37. Observacion visual de la decantacion magnética de las particulas de FesO, y de

Fes04/PCL bajo la influencia de un iman permanente de 400 mT localizado en el lateral (a) o
debajo (b) de las muestras.
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Con el fin de analizar el comportamiento microscépico de las suspensiones acuosas
de las nanoparticulas compuestas Fe3O4/PCL, realizamos en seguimiento mediante
microscopia Optica. Las suspensiones acuosas tenian una concentracion de
nanoparticulas del 0.1 % (p/v) y la exposicion a un campo magnético de 400 mT se
realizo6 a 25.0 =+ 0.5 °C. En concreto, una gota de suspensién acuosa de las
nanoparticulas se coloco en un portaobjetos y fue sometida a un iman localizado en
diferentes posiciones con respecto a la suspension magnética. La visualizacién del
efecto que el gradiente magnético ejerce sobre la suspension de nanoparticulas se
realiz6 utilizando un microscopio 6ptico (magnificacién: 40X).

Como puede apreciarse en la figura 38a, la suspension acuosa de nanoparticulas de
Fe304/PCL es muy homogénea en ausencia de campo magnético aplicado. Sin embargo,
cuando la gota de suspension queda bajo la influencia del iman de 400 mT, las
nanoparticulas tienden a formar agregados en forma de cadenas paralelas a la direccion
del gradiente magnético aplicado (figura 38b en adelante). Este comportamiento puede
explicarse si tenemos en cuenta la mayor importancia de las interacciones magnéticas en
comparacion con las interacciones coloidales de tipo DLVO (interacciones
electrostaticas tipo van der Waals y de hidratacién o acido-base) que se producen entre
las nanoparticulas compuestas FesO4/PCL, a pesar de la existencia de un recubrimiento

polimérico entorno a los nicleos de 6xido de hierro.
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Figura 38. Microfotografia ptica (magnificacion: 40X) de una suspensién acuosa de

nanoparticulas de Fe;O4/PCL en ausencia (a) o bajo la influencia (b, c, d, e, f) de un campo
magnético externo, B= 400 mT, en la direccion de la flecha.
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Capitulo 7. Capacidad de vehiculizacién de farmacos

Para que un farmaco actle es indispensable que acceda en concentracién suficiente
a todas las células sensibles a él. En el caso de los farmacos antiinflamatorios y
antineoplasicos, el objetivo es asegurar la maxima acumulacion de estos principios en el
lugar diana, como medio para lograr acrecentar su eficacia terapéutica. Ademas, nuevas
estrategias farmacoterapéuticas intentan minimizar los fendmenos de toxicidad
asociados al tratamiento farmacoldgico y el desarrollo de resistencias en las células
diana [Floréz, 2008]. En este sentido, uno de los campos que esta recibiendo especial
atencion es la utilizacion de coloides como sistemas transportadores de farmacos al
tejido u érgano diana. De hecho, numerosos estudios han puesto de manifiesto que los
sistemas transportadores basados en nanoparticulas de origen polimérico o liposomal, y
biodegradables, incrementan la captacion del principio activo vehiculizado por las
células diana. Asi, la eficacia del farmaco se vera significativamente acrecentada, junto
con la minimizacién de la incidencia y severidad de las reacciones adversas asociadas a
su utilizacion [Arias, 2008, 2011; Arias y cols., 2009; Gonzélez-Rodriguez y cols.,
2003; Yong y cols., 2005].

Nuestro objetivo principal en este capitulo es lograr la aplicacién del coloide
magnético que hemos disefiado en el transporte de farmacos de muy diversa naturaleza.
En concreto, hemos investigado la vehiculizacion de los antitumorales doxorrubicina y
5-fluorouracilo, y del antiinflamatorio no esteroideo diclofenaco sbédico. La
doxorrubicina o hidroxildaunorrubicina es un antibidtico antitumoral de la familia de las
antraciclinas, con una estructura quimica similar a la daunomicina, siendo como ésta
altima un intercalante del ADN [Fomari y cols., 1994]. Se sabe que, al intercalarse,
inhibe la biosintesis de macromoléculas al dificultar el avance de la enzima
topoisomerasa Il que desenrolla el ADN en la transcripcion [Momparler y cols., 1976].
La doxorrubicina estabiliza este complejo de topoisomerasa Il después de que se abra la
cadena de ADN en la replicacion, evitando que se libere la doble hélice y deteniendo asi
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el proceso, lo que supone la muerte celular. Entre las razones que delimitan su uso
clinico destacan i) la doxorrubicina se absorbe mal por via oral y atraviesa mal la
barrera hematoencefélica; ii) el 70 % de la dosis administrada se une a proteinas
plasmaticas y se metaboliza extensamente; iii) uno de sus metabolitos, el doxorrubinol,
es mas cardiotoxico y menos antitumoral que la doxorrubicina; y, iv) debido a su alta
metabolizacion, es necesaria una mayor dosis para conseguir el efecto deseado, lo que

ademas acrecentard la incidencia y severidad de las reacciones adversas [Floréz, 2008].

El 5-fluorouracilo es un antimetabolito analogo de la pirimidina, con un amplio
espectro de actividad contra los tumores solidos, solo o en combinacion con otros
quimioterapicos. Debido a su estructura quimica, interfiere en el metabolismo de los
nucledsidos y puede incorporarse al ARN y ADN, produciendo citotoxicidad y muerte
celular. Una de las muchas razones que limitan su aplicacion clinica es el desarrollo de
resistencias por las células tumorales. Ademas, su alta metabolizacion en el organismo
hace necesaria una continua administracion a dosis altas para conseguir concentraciones
terapéuticas eficaces en el lugar de accion, lo que puede ocasionar de forma colateral
una toxicidad severa. Por todo esto, su eficacia real en clinica se encuentra seriamente
limitada. Por ejemplo, la respuesta obtenida en el tratamiento del cancer colorrectal
avanzado con el 5-fluorouracilo es inferior al 10 %, y sélo se logra incrementar hasta un

45 % cuando se usa en combinacidn con otros antitumorales [Zhang y cols., 2008].

Por otro lado, el diclofenaco sddico es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo
(AINE) y, como tal, presenta importantes efectos adversos bien conocidos, asociados a
su administracion oral, p. ej., toxicidad gastrointestinal, ulceras gastricas y anafilaxis,
consecuencia de una accion inespecifica en tejidos y dérganos sanos [Smith y cols.,
2000; Vane y cols., 1998]. Este principio activo se caracteriza por unas propiedades
fisicoquimicas y farmacocinéticas desfavorables, y por cierta inestabilidad in vitro, lo
que dificulta seriamente su actividad farmacol6gica. Es mas, su importante efecto de
primer paso, su rapido e intenso metabolismo, y su elevada union a proteinas

plasmaticas determina la necesidad del uso de grandes dosis para lograr un efecto
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terapéutico adecuado, lo que aumenta simultaneamente la incidencia y severidad de los

efectos adversos asociados [Katzung, 2007].

Segun lo expuesto en el capitulo 1, puede esperarse que la utilizacion de
nanoparticulas biodegradables constituidas por un nacleo magnético (magnetita) y
un recubrimiento polimérico [poli(e-caprolactona)] permita el transporte
controlado de dosis de farmaco vehiculizado hasta el tejido u érgano diana. De esta
manera, a los principales beneficios comentados sobre el uso de este tipo de
nanoplataformas [Duran y cols., 2008; Pouliquen y Chouly, 1999; Senyei y cols.,
1978], se sumarian en el caso de la doxorrubicina y del 5-fluorouracilo los
derivados de la mejora de sus problemas de estabilidad (cardiotoxicidad de los
productos de degradacién generados in vitro y/o in vivo [Katzung, 2007; Lemaire y
cols., 1994] y de su perfil farmacocinético (rapida metabolizacién: semivida
plasméatica de 10 minutos) [Flérez, 1997a, b, c], pudiéndose incluso llegar a vencer
los fendbmenos de resistencia que las células cancerosas lograran desarrollar [Durén
y cols., 2008]. En cuanto al diclofenaco sodico se mejorardn los problemas
relacionados con la via de administracion oral, la inestabilidad in vitro e in vivo, y

la inespecificidad de accion.

En el presente capitulo desarrollaremos, en primer lugar, la caracterizacion
espectrofotométrica para la determinacion de la capacidad de vehiculizacion de
farmaco (absorbido y adsorbido) por los coloides formulados. Ademas,
determinaremos la longitud de onda de maxima absorbancia y el coeficiente de
absortividad molar caracteristico de cada uno de los farmacos. La metodologia
reproducible que permite medir eficazmente la incorporacion de farmacos en la
nanoplataforma esta basada en la aplicacion de la extension de la ley de Beer a

mezclas de sustancias absorbentes.
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El estudio de la adsorcion superficial de farmaco en los tres tipos de
nanomateriales se abordard desde un punto de vista cualitativo (electroforesis) y
cuantitativo  (espectrofotometria  UV-Vis).  Finalmente, realizamos la
caracterizacion in vitro del proceso de liberacion de los farmacos desde las

nanoparticulas, y la estimacion de las cinéticas correspondientes.

7.1. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LOS
FARMACOS ESTUDIADOS

7.1.1. AGENTES ANTITUMORALES: DOXORRUBICINA Y 5-
FLUOROURACILO

El objetivo ultimo de la terapia antineoplasica es la eliminacion completa de toda
célula cancerosa. La quimioterapia constituye un método terapéutico muy util que
pretende, junto con otras estrategias terapéuticas como la cirugia y la radioterapia,
mejorar el prondstico de la enfermedad. La accion de los antineoplasicos se dirige en su
totalidad a frenar la proliferacién y el crecimiento celular. Para ello, los agentes
quimioterapicos actlan sobre la maquinaria reproductora celular y solo
excepcionalmente el objetivo primordial es inhibir la sintesis de proteinas [Flérez,
2008]. La Organizacion Mundial de la Salud clasifica los farmacos antineoplasicos en
tres niveles de prioridad, segun criterios avalados cientificamente acerca de la utilidad
en el tratamiento de tumores y segun la incidencia global de los tumores que responden
a la terapia [Sikora y cols., 1999]. Dentro de los antineoplasicos que pertenecen al grupo
de prioridad 1 se encuentra la doxorrubicina y el 5-fluorouracilo (tabla 7), eficaces en el
tratamiento de los diez tipos de tumores con mayor incidencia (pulmén, estémago,
mama, colorrectal, cérvix, cabeza y cuello, linfoma, hepatobiliar, esofagico y prostata) y
de aquellos clasificados en las categorias 1 y 2. La primera categoria incluye tumores

para los que existe evidencia de que un farmaco o una combinacién de quimioterapicos,
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utilizada en solitario o con otras modalidades terapéuticas, da lugar a una curacion total
en algunos pacientes o a una prolongacion de la supervivencia en la mayoria. Estos son:
cancer de células germinales, trofoblastico, leucemia linfoblastica aguda, leucemia
mieloide aguda, leucemia promielocitica aguda, linfoma de enfermedad de Hodgkin y
no Hodgkin. En la categoria 2 se engloban tumores en los que la supervivencia media se
prolonga cuando la quimioterapia es utilizada como coadyuvante de la cirugia local o la
radioterapia en los estados iniciales de la enfermedad. Estos son: cancer colorrectal, de
mama, de ovario, osteosarcoma, sarcoma de Ewing, neuroblastoma, retinoblastoma y

tumor de Wilms.
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Actividad sobre los diez Actividad sobre los tipos de
tipos de cancer con mayor cancer agrupados en las
incidencia categorias 1y 2
Bleomicina + +
Clorambucilo + +
Cisplatino + +
Ciclofosfamida + +
Doxorrubicina + +
Etopdsido + +
5-fluorourocilo + +
Metotrexato + +
Prednisolona + +
Procarbacina - +
Tamoxifeno + +
Vincristina + +
Citarabina - +
Dactinomicina - +
6-mercaptopurina - +
Vinblastina + +
Daunorubicina - +

Tabla 7. Farmacos anticancerigenos de prioridad 1. El signo + indica actividad sobre ese grupo

de tumores y el signo — indica ausencia de actividad.

DOXORRUBICINA

La doxorrubicina utilizada (Sigma Aldrich, Alemania) es un polvo rojo, cristalino,
con un peso molecular de 543.52 g/mol. Su punto de fusién se encuentra entre 202-205
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°C. La doxorrubicina (1,4-hidroxil daunorrubicina) es un antibitico antitumoral
perteneciente al grupo de las antraciclinas y aislada de Streptomyces peucetius variante
peucetius. Este farmaco se encuentra entre los més usados, presentando una mayor y
mas extensa actividad bioldgica que su antecesor (daunorrubicina). Esta constituida por
un compuesto de estructura tetraciclica, de caracter croméforo, unido por enlace
glucosidico a un aminoazucar (figura 39). La molécula presenta un amplio espectro de
actividad clinica en procesos hematolégicos malignos, asi como una gran variedad de

tumores solidos.

OH
NH,

Figura 39. Estructura quimica de la doxorrubicina.

Se han descrito maltiples acciones bioldgicas de las antraciclinas, cuya
contribucion a las acciones antineoplasica y citotoxica fundamentales puede ser
variable. Destaca su capacidad para intercalarse entre los pares de bases adyacentes de
ADN Yy fijarse con intensidad diversa. Esta accion modifica las propiedades del ADN,
pero por si misma no es suficiente para ser letal. Una de las acciones que actualmente se
considera critica es la inhibicion de la topoisomerasa Il (topo Il). Las antraciclinas se
fijan al complejo binario ADNtopo Il formando un complejo ternario, de gran
estabilidad, que facilita la rotura irreversible tanto de cadenas sencillas como de cadenas
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dobles de ADN. De hecho, células en las que una mutacién provoca una alteracion de la
topo Il (at-mdr) se hacen resistentes a las antraciclinas (y a otros antineoplasicos). Por el
contrario, células con aumento de los niveles de topo Il se vuelven hipersensibles a

estos antibioticos [Floréz, 2008].

Ademas, las antraciclinas forman radicales libres semiquindnicos por reduccion
enzimatica. Estos radicales libres pueden alterar el ADN por procesos de alquilacién o
pueden provocar la peroxidacion de lipidos celulares no saturados, lo que induce una
lesién celular. Sin embargo, la accion desarrollada contribuye més a la actividad
cardiotoxica de las antraciclinas que a la accion antineoplasica. Las antraciclinas
también pueden alterar la membrana celular, inhibir la fosforilacion oxidativa de las
mitocondrias e inhibir diversas enzimas relacionadas con el ADN y el ARN como las

polimerasas, helicasas y enzimas reparadoras.

La doxorrubicina se absorbe mal por via oral y atraviesa mal la barrera
hematoencefalica. EI 70 % de la dosis administrada se une a proteinas plasmaticas y se
metaboliza extensamente. Como consecuencia de esta metabolizacion se genera el
metabolito cardiotoxico doxorrubinol, el cual tiene una actividad antitumoral claramente
inferior. La semivida plasmatica de la doxorrubicina oscila entre 18 y 30 horas y puede
presentar ciclo enterohepatico. En cuanto a la toxicidad de la molécula, inicialmente
aparecen nduseas y vomitos, diarrea, irritacion local, estomatitis y alopecia. La
mielodepresidn alcanza su mayor grado durante la segunda semana, afectando en mayor
proporciona la serie blanca que a la roja o las plaquetas. Por otro lado, existe cierta
sinergia entre las antraciclinas y las radiaciones, incrementandose la toxicidad en
6rganos no irradiados directamente. Una reaccion adversa preocupante y muy especifica
es la cardiotoxicidad, que puede presentarse bajo dos formas: a) la aguda producida por
Unica dosis, con alteraciones en el electrocardiograma caracterizadas por cambios de la
onda T y del intervalo ST, y arritmias; puede producirse también un sindrome de
pericarditis-miocarditis aguda con insuficiencia cardiaca congestiva; y, b) la cronica,

que depende de la acumulaciéon de dosis sucesivas y que afecta especificamente al
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miocardio: la lesion origina insuficiencia cardiaca resistente al tratamiento con
derivados digitélicos. El riesgo de cardiotoxicidad aumenta cuando la dosis total de
doxorrubicina supera los 550 mg/m? y es alin mayor si se asocia su uso a radioterapia,
cuando existe previamente cardiopatia, 0 en edades extremas (nifios y ancianos)
[Katzung, 2007].

La doxorrubicina es uno de los medicamentos contra el cancer mas importantes,
con una gran actividad clinica en el carcinoma de mama, endometrio, ovario, testiculos,
tiroides, estébmago, vejiga, higado, pulmén, neuroblastoma, sarcoma de Ewing,
osteosarcoma Yy rabdomiosarcoma. También se usa ampliamente en procesos
hematoldgicos malignos como la leucemia linfoblastica aguda, el mieloma multiple y
los linfomas de Hodgkin y no Hodgkin. Por lo general, se usa en combinacion con otros
agentes antitumorales (p. ej., ciclofosfamida, cisplatino y 5-fluorouracilo) para asi
asegurar una mayor eficacia terapéutica. Sin embargo, este tipo de estrategias puede
incrementar la incidencia o severidad de las reacciones adversas en los pacientes
[Floréz, 2008].

5-FLUOROURACILO

El 5-fluorouracilo utilizado (Fagron Iberica S.A.V., Espafia) es un polvo cristalino
blanco, inodoro, con un peso molecular de 130.08 g/mol y estable en aire. Su punto de
fusidn se encuentra entre 280 y 284 °C, y es soluble en agua, metanol, etanol y alcohol
isopropilico [Florey, 1973a]. El 5-fluorouracilo es un antineoplasico perteneciente al
grupo de los farmacos antimetabolitos, los cuales actdan en la fase de la sintesis del
ciclo celular porque interfieren en la sintesis de ARN y ADN. La mayoria de los
farmacos pertenecientes a este grupo son analogos estructurales de los metabolitos que
normalmente intervienen en los procesos de crecimiento y division. Otros miembros de
este grupo inhiben enzimas especificas necesarias para la sintesis de compuestos
esenciales para la supervivencia de la célula maligna. Su eficacia, en general, es maxima

cuando la proliferacién celular es répida [Flérez, 2008].
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El 5-fluorouracilo es el mas sencillo de los farmacos andlogos del uracilo. En su
estructura quimica incorpora un atomo de flior en la posicidn 5 en lugar del hidrégeno
(figura 40). Es un antimetabolito de la uridina que actia como falso sustrato en el
proceso de sintesis de los constituyentes esenciales de los &cidos nucleicos,
principalmente en la fase S del ciclo celular, provocando la sintesis de un ADN anémalo
o incluso la detencion del proceso. El 5-fluorouracilo lesiona las células mediante dos
mecanismos de accion, cuya contribucién a la accion citotdxica varia segun el tipo de
tumor: la inhibicion de la timidilato-sintasa (que provoca la deplecién de d-TMP, un
nucleotido indispensable para la sintesis de ADN) y la incorporacion progresiva al ARN
(interfiriendo asi con su procesamiento y su funcidn especifica). Para ello, debe
transformarse inicialmente en el desoxirribonucleétido correspondiente, el &cido 5-

fluorodesoxiuridilico.

Figura 40. Estructura quimica del 5-fluorouracilo.

Se trata de uno de los farmacos mas utilizados en el tratamiento de muchos tumores
solidos. En particular, es todavia fundamental en el cancer colorrectal. Sin embargo, su

eficacia esta limitada por la rapidez de su metabolizacion (semivida plasmética = 10
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minutos). Numerosas investigaciones pretenden mejorar su perfil farmacocinético y, asi,

incrementar su eficacia. Por ejemplo:

= Mediante combinacién con otros antitumorales, aunque no se ha obtenido una

mayor tasa de respuesta en comparacién con su administracion en solitario.

= Uso simultaneo con agentes modificadores biolégicos como el acido félico y el
metotrexato, los cudles interactian con las acciones biologicas del 5-
fluorouracilo aumentando sus efectos terapéuticos. Esta estrategia parece ser

mas eficaz que su administracion en solitario.

= La infusion continua de este farmaco incrementa el porcentaje de células
tumorales susceptibles. Esta lucha hace posible la utilizacion de dosis muy
activas en pacientes resistentes al 5-fluorouracilo administrado como bolo

inyectable.

El 5-fluorouracilo se emplea principalmente en algunos adenocarcinomas del
aparato digestivo (colon, péancreas, estbmago y recto) y de la mama y, con menor
frecuencia, en hepatomas y carcinomas de ovario, prdstata, cuello uterino, vejiga y
orofaringe. En ocasiones, se ha utilizado en infusién intraarterial (p. ej., en metastasis
hepatica del carcinoma de colon), pero la forma mas frecuente de administracién es la
infusién intravenosa continua durante 120 horas (20-30 mg/Kg/dia). En el tratamiento
de tumores de cabeza y cuello se asocia al cisplatino en infusién durante 92 horas. El 5-
fluorouracilo también se utiliza como tratamiento paliativo en pacientes no curados por
cirugia o radioterapia, y ha sido empleado en el tratamiento del cancer de la cubierta
externa de la glandula adrenal, de endometrio, de es6fago, de pene, de vulva y en el
hepatoblastoma. Por via topica este agente antitumoral puede provocar
fotosensibilizacion y eritema, exfoliacidn, ulceracion, necrosis y reepitelizacién. No
obstante, se utiliza esta via de administracion en el tratamiento de la psoriasis, en la
terapéutica de nuevos tumores epidérmicos y de la queratosis premaligna de la piel
[Floréz, 2008].
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Al igual que ocurre con otros antineoplasicos, la especificidad del 5-fluorouracilo
por las células tumorales es escasa y ello condiciona la frecuente y grave afectacion de
otros 6rganos Yy tejidos. Por este motivo, se genera una toxicidad que casi siempre limita
las posibilidades de administrar la dosis total que tedricamente seria conveniente. Las
reacciones adversas mas frecuentes se aprecian en el tracto gastrointestinal y en la
médula Gsea. Las primeras manifestaciones toxicas son nauseas y vomitos, y las
diferidas son estomatitis y ulceraciones en diversas localizaciones del tubo digestivo. En
la médula 6sea provoca mielosupresion, en la que predomina leucopenia. Este farmaco
puede producir también alopecia, conjuntivitis y sintomas neurolégicos agudos
(somnolencia, parestesias y atasia cerebelosa). La actividad mielotdxica del 5-
fluorouracilo predomina cuando la administracién parenteral es en forma de bolo, y
disminuye si se administra en infusion intravenosa. Algunos de los efectos adversos que
produce pueden aparecer meses 0 afios después de su administracion. Un efecto no
comunmente asociada a este farmaco es la cardiotoxicidad [Bertolini y cols., 1999],
atribuida a los compuestos de degradacion (fluoroacetaldehido y é&cido
fluoromalonaldehidico) presentes en los viales inyectables que se forman con el tiempo
en el medio basico necesario para solubilizar el farmaco. La metabolizacion del
fluoroacetaldehido genera el fluoroacetato, compuesto potencialmente cardiotoxico
[Lemaire y cols., 1994]. Finalmente, el 5-fluorouracilo, como muchos de los agentes
antineoplasicos, altera los mecanismos de division y procesamiento de las células
implicadas en la inmunidad celular. De ahi que con frecuencia surja un estado de
depresiéon inmunitaria que facilita la aparicion de infecciones por virus, hongos y
bacterias. Ademas, la modificacién que induce de la estructura del genoma puede
originar otras formas de toxicidad cada vez mas preocupantes: la mutagenicidad y la
carcinogenicidad [Katzung, 2007].

7.1.2. DICLOFENACO SODICO

El diclofenaco sodico (Fagron ibérica S.A.V., Espafia) es un polvo blanco

cristalino, inodoro, ligeramente higroscopico, con un peso molecular de 318.13 g/mol y
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estable frente a fendmenos de oxidacion. Su punto de fusién se encuentra entre 283 y
285 °C, y es soluble en metanol, agua y acetona [Florey, 1973b]. Pertenece al grupo
terapéutico de los antiinflamatorios no esteroideos (AINE). La mayoria de los
componentes de este grupo comparten tres acciones farmacoldgicas caracteristicas
(analgésica, antitérmica y antiinflamatoria), pudiendo ser la eficacia relativa para cada
una de ellas diferente. Por su actividad farmacoldgica caracteristica, los AINE se
autoprescriben frecuentemente sin control médico para aliviar dolores moderados o para
bajar la fiebre, bien como farmacos aislados o asociados a muchos otros. Como
comparten una capacidad elevada para provocar reacciones adversas de intensidad y
gravedad variable, su toxicidad aguda y cronica reviste interés epidemiolégico. Los
principales efectos terapéuticos y muchas de las reacciones adversas de los AINE
pueden explicarse por su efecto inhibidor de la actividad de las ciclooxigenasas. Como
es bien sabido, estas enzimas convierten el acido araquidonico localizado en las
membranas celulares en endoperoxidos ciclicos inestables, los cuales se transforman en
prostaglandinas y tromboxanos. Algunos de estos eicosanoides pueden participar en los
mecanismos patogenos de la inflamacion, el dolor y la fiebre. Por este motivo, la
inhibicién de la enzima que desencadena su sintesis justifica la actividad terapéutica de
los AINE y también las reacciones adversas caracteristicas de estos farmacos [Florez,
2008].

Los AINE estan indicados especialmente en ciertos dolores caracterizados por una
participacion destacada de las prostaglandinas (p. ej., dismenorreas o situaciones, como
metastasis Oseas, que cursan con intensa actividad osteoclastica). Clasicamente se ha
aceptado que la accion analgésica de los AINE tiene lugar a nivel periférico, mediante
la inhibicion de la sintesis de las prostaglandinas producidas frente a una agresion o
lesion tisular. De esta manera, los AINE impiden que los eicosanoides contribuyan, con
su accion sensibilizadora sobre las terminaciones nerviosas nociceptivas, a aumentar la
accion estimulante del dolor de otros mediadores alli liberados (histamina, bradicinina,

etc.).
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El diclofenaco sddico se encuentra dentro del grupo de los salicilatos. El nlcleo
fundamental de la estructura quimica de este antiinflamatorio es el acido salicilico (o
acido 2-hidroxibenzoico, figura 41). Es un derivado del fenilacético con actividad
analgésica, antitérmica y antiinflamatoria potentes, y eficacia comparable a la de los
derivados del acido propidnico.

Cl

NH
Cl OH

O

Figura 41. Estructura quimica del diclofenaco sédico.

A las dosis habituales, el diclofenaco interfiere menos en la agregacion plaquetaria
que la mayoria de los AINE y es uricosurico. Como el resto de AINE, inhibe la sintesis
de prostaglandinas, pero ademas disminuye la concentracién de acido araquiddnico en
los leucocitos. El diclofenaco se absorbe bien por via oral y rectal, aunque el fendmeno
del primer paso hepéatico limita su biodisponibilidad al 50 %. EI diclofenaco se une a
proteinas en un 99 % y se elimina principalmente en la orina y la bilis, tras sufrir
reacciones de hidroxilacién y conjugacion. Su semivida plasmatica es de 1 — 2 horas.
Sin embargo, esta molécula pasa facilmente al liquido sinovial, lo cual explica que la
duracion de la actividad farmacoldgica sea mas prolongada de lo esperable por su

reducida semivida plasmaética.

Las reacciones adversas que mas frecuentemente se asocian con el uso de este

principio activo son, en conjunto, similares a las de los derivados del &cido propidnico.
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Cabe destacar, sin embargo, que el 15 % de los pacientes presenta un aumento temporal
de las transaminasas hepaticas que, si bien suele ser reversible, en ocasiones permanece
y obliga a la suspension del tratamiento. También han se descrito algunos casos de
anemia aplasica. Entre los efectos adversos que se producen como consecuencia de la
utilizaciéon de dosis altas de este farmaco son muy habituales las alteraciones
gastrointestinales (tales como hemorragias gastrointestinales, Ulceras y perforaciones),
los accidentes cardiovasculares y cerebrovasculares, las reacciones cutaneas graves
(incluyendo dermatitis exfoliativa y sindrome de Stevens-Johnson), las reacciones
hepaticas (por la elevacién de las enzimas hepaticas durante el tratamiento prolongado)
y las alteraciones en la funcion renal (que inducen la retencion de liquidos) [Flérez,
2008].

7.2. ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS DE LAS
DISOLUCIONES DE FARMACO

7.2.1. ABSORBANCIA OPTICA DE LAS DISOLUCIONES

El espectrofotometro ultravioleta-visible utilizado en nuestro trabajo (Pekin Elmer
Lambda 40, Spectrometer UV-Vis, EE.UU.) 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, Util para la regién de longitudes de onda comprendida entre 350 y
1100 nm. Asi, este aparato permite obtener un espectro desde los 180 nm hasta 1100
nm. La cubeta utilizada es de cuarzo, transparente en la region espectral de interés, y
con un camino 6ptico 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.
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Las primeras etapas de un analisis espectrofotométrico pretenden 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 la 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 un mejor acuerdo con la ley de Beer,
y las medidas son menos sensibles a las incertidumbres que surgen de las limitaciones

del instrumento [Skoog y cols., 2001].

Si bien la metodologia seguida en la formulacion de los coloides determina las
condiciones de trabajo (el farmaco se encontrara disuelto en un medio acuoso disefiada
para la precipitacion del polimero en forma de nanoparticulas), un aspecto crucial
previo es la clarificacion de las condiciones de preparacion y conservacion de las
disoluciones de farmaco. Este estudio se realiz6 prestando especial atenciéon a su
concentracion, a la temperatura y al pH de las disoluciones utilizadas. Debido a la
(ligera) fotosensibilidad de los tres farmacos investigados [Florey, 1973a,b, 1980], por
cautela siempre se procedi6 con diligencia en la preparacion y manipulacion de las
soluciones de estas moléculas activas. Ademas, las disoluciones preparadas siempre se

conservaron en recipientes cubiertos por papel de aluminio.

En el caso de la doxorrubicina, se investigaron las condiciones Optimas de
conservacion durante 24 horas segin la concentracion molar de farmaco (desde 107
hasta 10, la temperatura (4 y 25 °C) y el pH de las disoluciones (pH natural = 5.2, pH
= 7.4 ajustado con un tampén NaOH-KH,PO,). No se observé ningln tipo de alteracion
macroscopica de las disoluciones de este agente quimioterapico tras el periodo de
conservacion de 24 horas. Finalmente, y en referencia a la temperatura de conservacion,
las disoluciones preparadas se mantuvieron siempre a 4 °C hasta ser utilizadas para asi
ralentizar los posibles procesos de degradacion. Tras definir las condiciones de

preparacion y conservacion de las disoluciones de doxorrubicina en nuestro trabajo, se
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procedid a preparar la curva de calibrado a partir de una bateria de disoluciones de este
farmaco. Se determind la longitud de onda de maxima absorbancia y se calculo el
coeficiente de absortividad molar de este agente anticanceroso, informacién de suma
utilidad en los estudios de vehiculizaciobn en las nanoplataformas disefiadas.
Transcurridas 24 horas desde su preparacion, se determin6 el espectro de absorcion UV-
Vis de cada una de las disoluciones de doxorrubicina (en el intervalo de concentracién
10®° - 10®), realizando un barrido de longitudes de onda desde 600 a 200 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 del farmaco
generadas por el medio de disolucién.

Los resultados de este estudio se recogen en la figura 42, donde sélo se observa
sefial por debajo de 600 nm y se aprecia como la absorbancia de la muestra se
incrementa al aumentar la concentracion de farmaco en el medio. Ademas, se aprecian
claramente dos maximos en el espectro. No obstante, el Gnico que presenta una longitud
de maxima absorbancia invariable a diferentes concentraciones es el correspondiente a
481 nm [Florey, 1980]. Esta serd la longitud de onda utilizada en nuestras
determinaciones. Ademas, se aprecia una irregularidad manifiesta del espectro a
concentraciones superiores a 2:10™ M, valor a partir del cual es patente la tendencia de
los dos picos a fusionarse. Esto provoca también que la longitud de onda de maxima
absorbancia decrezca significativamente conforme la concentracion de doxorrubicina
aumenta por encima de 2:10”" M. A estas elevadas concentraciones, es evidente la
imposibilidad de realizar una estimacion fiable, mediante espectrofotometria UV-Vis,
de la cantidad de farmaco presente en disolucién, ya que el rango de concentraciones
posibles para un valor de absorbancia determinado es muy variable. Esta desviacion
manifiesta de la ley de Beer podria justificarse por el hecho de que, aunque
normalmente el efecto de las interacciones moleculares no es significativo para
concentraciones inferiores a 102 M, la doxorrubicina pertenece al grupo de moléculas

organicas para las que se han descrito excepciones a este comportamiento.
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Figura 42. Espectro de absorbancia UV-Vis de las disoluciones de doxorrubicina. Las
concentraciones molares de farmaco en orden creciente de absorbancia son: 10°, 2:107°, 3-107,
4-10° 5:10° 6:10°,7-10°,8:10°,9-10°, 10, 2-10, 3-10™* y 10°° M.

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 ¢ = 10450 + 150 L-mol™.cm™ (r = 0.999). En la figura 43 se
muestran los datos y la recta de ajuste. Es destacable cémo los valores de absorbancia a
diferentes concentraciones obtenidos a 481 nm cumplen la ley de Beer.
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Figura 43. Determinacion del coeficiente de absortividad molar de las disoluciones de

doxorrubicina a la longitud de onda de maxima absorbancia (481 nm).

La misma metodologia experimental descrita para la doxorrubicina se sigui6 en la
determinacion de las condiciones dptimas de conservacion de las disoluciones acuosas
de 5-fluorouracilo. Las unicas diferencias fueron que las concentraciones utilizadas
llegaron hasta 102 M y que el pH natural de las disoluciones acuosas de este farmaco
era 4.8. Para la disolucién de los cristales de 5-fluorouracilo se precisé la utilizacion de
ultrasonidos. Su intensidad y la duracion de la aplicacion fue menor para las
disoluciones preparadas a pH 7.4. No se observd ningin tipo de alteracion
macroscopica en las disoluciones de este agente quimioterapico tras el periodo de
conservacion de 24 horas. Sin embargo, se ha descrito que en disoluciones con una
concentracién superior a 102 M ocurre espontaneamente la recristalizacion de este

farmaco en solucién [Arias y cols., 2005; Barberi-Heyob y cols., 1995]. Finalmente, y
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en referencia a la temperatura de conservacion, las disoluciones preparadas se
mantuvieron a 4 °C hasta ser utilizadas, para asi ralentizar posibles procesos de
degradacion [Arias y cols., 2005]. La curva de calibrado de las disoluciones de 5-
fluorouracilo se realizé utilizando las concentraciones molares 10°, 2:10, 3-10°, 4-10°
° 510, 6:10°, 7-10°, 8-10°, 9-10°, 10*, 2:10*, 3-10*, 4-10", 5:10™, 7-10™, 10%, 5:10°®
y 102 M. Transcurridas 24 horas desde su preparacion, se determin el espectro de
absorcion UV-Vis de cada una de las disoluciones segln la metodologia ya descrita para
la doxorrubicina. No se investig6 un intervalo de longitudes de onda mayor ya que el 5-
fluorouracilo no presenta absorcion en la zona del visible del espectro [Arias y cols.,
2005].

Los resultados de este estudio se recogen en la figura 44, donde sélo se observa
sefial por debajo de 325 nm y se aprecia coémo la absorcion se incrementa al aumentar la
concentracion de farmaco en el medio. EIl tnico maximo de los observados que presenta
una longitud de onda de méxima absorbancia invariable a diferentes concentraciones es
el correspondiente a 266 nm [Florey, 1973a], longitud de onda seleccionada para las
medidas que realizamos. A partir de la concentracion 2-10* M es patente la tendencia
de los dos maximos a fusionarse, hecho que se produce por encima de 10° M. La
longitud de onda de maxima absorbancia decrece significativamente conforme la
concentracion de 5-fluorouracilo aumenta por encima de 2:10™ M. Esta desviacion de la

ley de Beer impide realizar determinaciones fiables a estas concentraciones.
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Figura 44. Espectro de absorbancia UV-Vis de las disoluciones de 5-fluorouracilo. Las
concentraciones molares de farmaco en orden creciente de absorbancia son: 10°, 2:107, 3-10°,
4-10° 5:10° 6:10°, 7-10°, 810°, 9-10°, 10, 2-10*, 3-10®, 4-10® 5:10* 7-10* 10% 510°y

10 M.

La determinacion del coeficiente de absortividad molar (&) se realizd segln la
metodologia ya indicada, siendo el resultado obtenido & = 7370 + 90 L-mol™-cm™ (r =
0.999). En la figura 45 se muestran los datos y la recta de ajuste. Los valores de
absorbancia a diferentes concentraciones obtenidos a 266 nm cumplen la ley de Beer.
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Figura 45. Determinacion del coeficiente de absortividad molar de las disoluciones de 5-

fluorouracilo a la longitud de onda de maxima absorbancia (266 nm).

Al igual que se ha realizado en el caso de las disoluciones acuosas de doxorrubicina
y de 5-fluorouracilo, en primer lugar determinamos las condiciones Optimas de
conservacion de las disoluciones de diclofenaco sodico durante 24 horas segun la
concentracion molar de farmaco (desde 10° hasta 107?), la temperatura (4 °C y 25 °C) y
el pH de las disoluciones (pH natural = 6.4, y pH = 7.4 ajustado con tamp6n NaOH-
KH,PQ,). Para ello, se siguié la metodologia descrita, no observandose ningun tipo de
alteracion visible en las disoluciones tras este periodo 24 horas. A continuacion, se
preparé una curva de calibrado a partir de una bateria de disoluciones de diclofenaco
sédico (concentraciones molares: 10°, 2:10°, 3-10°, 4-10°, 5-10®, 6:10, 7-10°, 8:10”,
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9-10°, 10, 2-10™ 3-10™ 4-10* 510%, 7-10%, 10°, 5103, 102 M). Tras 24 horas, se
determiné el espectro de absorcion UV-Vis de las disoluciones de AINE segun la
metodologia descrita. Estudios procedentes han puesto de manifiesto que este principio
activo no tiene absorcion en la zona del visible del espectro [Arias y cols., 2010b].

Se observo absorbancia no nula en el espectro por debajo de 350 nm v,
nuevamente, los valores de absorbancia eran proporcionales a la concentracién de
diclofenaco sédico en el medio acuoso (figura 46). Se aprecian también dos maximos en
el espectro obtenido, aunque so6lo el que aparece a 276 nm permanece invariable en un
amplio rango de concentraciones [Florey, 1973b]. Por lo tanto, descartamos el maximo
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 los picos claramente tienden a
fundirse en uno (y ya no existe linealidad absorbancia-concentracion), hecho que se
produce por encima de 2:10* M. La irregularidad del espectro a estas altas
concentraciones impide cualquier tipo de medida. Como consecuencia de todo lo
comentado, la longitud de onda del pico de interés (276 nm) se desplaza hacia la
izquierda al aumentar la concentracion de diclofenaco sédico, nuevo ejemplo de

desviacion de la Ley de Berr.
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Figura 46. Espectro de absorbancia UV-Vis de las disoluciones de diclofenaco sodico. Las
concentraciones molares de farmaco en orden creciente de absorbancia son: 10°, 2:107°, 3-107,
4-10° 5:10°, 6:10°,7-10°, 810°,9-10°, 10, 2-10™, 3-10®, 4-10® 5:10* 7-10% 10% 5-10°y

107

El coeficiente de absortividad molar (¢) se obtuvo ajustando segun la metodologia
descrita siendo el resultado obtenido ¢ = 9540 + 170 L-mol™*-cm™ (r = 0.999). Como
puede apreciarse en la figura 47, los valores de absorbancia a diferentes concentraciones
para la longitud de onda de medida (276 nm) cumplen la ley de Beer.
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Figura 47. Determinacion del coeficiente de absortividad molar de las disoluciones de

diclofenaco sddico a la longitud de onda de maxima absorbancia (276 nm).

7.2.2. FACTORES EXPERIMENTALES CONDICIONANTES

Si bien ya hemos sefialado las condiciones en que deben prepararse y conservarse
las disoluciones acuosas de los farmacos objeto de estudio, en este apartado
pretendemos establecer hasta qué punto influye en sus propiedades espectrofotométricas
la exposicion a distintas temperaturas de conservacion, a la luz y a diferentes

condiciones de pH.

En primer lugar, investigamos el efecto de la temperatura y el de la luz sobre la
absorbancia UV-Vis de las disoluciones acuosas de doxorrubicina. La concentracién de
las disoluciones de antitumoral preparadas fue siempre 10® M, siendo dividida esta
bateria de preparaciones en cuatro grupos diferentes segin las condiciones de
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conservacion durante 24 horas: i) exposicion a la luz a 4.0 £ 0.5 °C; ii) proteccion de la
luz (papel de aluminio) a 4.0 + 0.5 °C; iii) exposicién a la luz a temperatura ambiente
(25.0 £ 0.5 °C); v, iv) proteccion de la luz (papel de aluminio) a temperatura ambiente.
Como puede apreciarse en la figura 48, la luz y la temperatura afectan
considerablemente a los valores de absorbancia a 481 nm. En este caso, se observa una
disminucién importante en la absorbancia cuando el principio activo es conservado a
temperatura ambiente y expuesto a la luz ambiental, tanto a 4 °C como a 25 °C. Por ello,
las disoluciones acuosas de farmaco estuvieron siempre protegidas de la luz mediante

papel de aluminio, conservandose hasta su utilizacién en el frigorifico.

3 i
L)
e
© 2+
e Sin luz, 4 °C
O
g /
< 11
. Sin luz, 25 °C /
\ z, 25 °C |
0 T T — T T T T T >
200 300 400 500 600
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Figura 48. Espectro de absorbancia UV-Vis de las disoluciones de doxorrubicina (10 M)

expuestas y protegidas de la luz, a diferentes temperaturas (4 y 25 °C).
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Por otro lado, comprobamos si se producian diferencias significativas cuando
fijamos en las disoluciones el pH natural (5.2) o el pH 7.4 (tampon NaOH-KH,PO,).
Para ello, utilizamos las disoluciones con y sin tampén a la concentracién de 10™ M,
obteniendo los resultados que se presentan en la figura 50. Como puede observarse, el
contacto de las moléculas del farmaco con el tampo6n ocasiona una disminucién de la
absortividad del farmaco. En cuanto al efecto que tiene el pH sobre la absorbancia
dptica de las disoluciones, se prepararon disoluciones con concentraciones 10, 5-10° y
10 M de principio activo a pH natural (pH 5.2) o pH 7.4 con tampén NaOH-KH,PO,.
El espectro UV-Vis se obtuvo tras 24 horas de conservacién de las disoluciones a 4 °C,
protegidas de la luz con papel de aluminio (figura 49). Los valores de absorbancia
Optica a 481 nm decrecen claramente cuando el farmaco queda expuesto a un pH 7.4, lo
cual es logico si se tiene en cuenta que bajo estas condiciones se favorece la
transformacion (degradacién) del agente quimioterapico en la molécula cardiotdxica

doxorrubinol.
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Figura 49. Espectro de absorbancia UV-Vis de las disoluciones de doxorrubicina (10°, 5:10°y
10™* M) preparadas utilizando agua bidestilada (pH natural 5.2, —) o tamp6n NaOH-KH,PO,
(pH7.4,---).

Estos cambios en la absorbancia UV-Vis a pH 7.4 nos hacen intuir que el
coeficiente de absortividad molar calculado a pH 5.2 no seré valido en estas condiciones
de medida. Por este motivo, y pensando en las medidas espectrofotométricas que
realizaremos para caracterizar la liberacién in vitro de este farmaco desde las
nanoplataformas sintetizadas, preparamos una curva de calibrado con una bateria de
disoluciones acuosas de doxorrubicina a pH 7.4. La figura 50a nos muestra la aparicion
de dos maximos por debajo de 600 nm. Se aprecia ademas cdmo la absorcion crece al

incrementar la concentracién de principio activo en el medio. El primero de ellos (A =
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482 nm) serd el que utilicemos en las medidas espectrofotométricas de la liberacion de
farmaco. Por encima de 2-10™ M, los méximos tienden a fusionarse en uno (hecho que
ocurre a 10® M) por lo que no se pueden realizar medidas a estas concentraciones ya
que para un Unico valor de absorbancia, el rango de concentraciones posibles es muy
variable. El coeficiente de absorcién molar (¢) fue calculado mediante el ajuste de datos
de absorbancia y concentracion con el método de los minimos cuadrados (figura 50b).
El resultado obtenido fue ¢ = 8100 + 120 L-mol™*-cm™ (r = 0.999).
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Figura 50. (a) Espectro de absorbancia UV-Vis de disoluciones de doxorrubicina preparadas
utilizando un tampon NaOH-KH,PO, (pH 7.4). Las concentraciones molares de farmaco en
orden creciente de absorbancia son: 10, 2:10°, 3-10°, 4-10®, 5:10°, 6:10°, 7-10°, 8:10°, 910,
10™, 2:10*, 3-10y 10" M. (b) Determinacion del coeficiente de absortividad molar de las

disoluciones de doxorrubicina a pH 7.4 £ 0.1 (482 nm).
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El estudio del efecto de la luz, la temperatura y el pH sobre la absorbancia UV-Vis
de las disoluciones de 5-fluorouracilo sigui6 idéntica metodologia que en el caso de la
doxorrubicina. Como puede apreciarse en la figura 51, la luz y la temperatura afectan
levemente a los valores de absorbancia a 266 nm. En concreto, hay una mayor tendencia
hacia valores menores cuando el principio activo se conserva a temperatura ambiente y
expuesto a la luz ambiental. Por este motivo y, tal y como hemos indicado previamente,
las disoluciones acuosas de este farmaco se mantuvieron siempre protegidas de la luz y

a baja temperatura.

1,2

Sinluz, 4 °C

\

1,0 Sin luz, 25 °C

0,8

0,6

0,4

Absorbancia

0,2-

0,0
200

250 275 300 325

A (nm)

225

Figura 51. Espectro de absorbancia UV-Vis de las disoluciones de 5- fluorouracilo (10 M)

expuestas y protegidas de la luz, a diferentes temperaturas (4 y 25 °C).
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5-10°M, pH 7.4
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0,4- 10° M, pH 4.8
105 M, pH 7.4
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Figura 52. Espectro de absorbancia UV-Vis de las disoluciones de 5-fluorouracilo (5-FU: 107,
5-10°y 10*) preparadas utilizando agua bidestilada (pH natural, 4.8) (—) o tampén NaOH-
KH2PO, (pH 7.4, ---).

En el caso del efecto del pH sobre la absorbancia éptica de las disoluciones de 5-
fluorouracilo (figura 52) existe una clara reduccion en los valores de absorbancia a 266
nm cuando el farmaco se expone a un pH ligeramente basico [Arias y cols., 2005]. Esto
es légico si recordamos que bajo estas condiciones se encuentra favorecida la
transformacion (degradacion) del agente antitumoral en las sustancias cardiotoxicas
fluoroacetaldehido y &cido fluoromalonaldehidico [Bertolini y cols., 1999; Lemaire y
cols., 1994]. Por ello, preparamos una curva de calibrado con una bateria de

disoluciones acuosas a pH 7.4. La figura 53a nos muestra la aparicion de dos maximos
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por debajo de 350 nm, cuya absorbancia crece al aumentar la concentracion de principio
activo en el medio. El primero de ellos (A = 266 nm, como ocurre a pH 4.8) serd el que
utilicemos en la cuantificacion de la liberacion de farmaco desde los diferentes tipos de
nanoparticulas. Por encima de 2-10* M, los méximos tienden a fusionarse en uno (lo
que ocurre cuando la concentracién es superior a 10° M), por lo que no pueden
realizarse medidas por encima de esta concentracion. En la figura 53b quedan recogidos
los datos experimentales utilizados y la resta de ajuste obtenida en la determinacion del

coeficiente de absortividad molar (¢ = 5890 + 160 L-mol™-cm™, r = 0.997).
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Figura 53. (a) Espectro de absorbancia UV-Vis de disoluciones de 5-fluorouracilo preparadas
utilizando un tampon NaOH-KH,PO, (pH 7.4). Las concentraciones molares de farmaco en
orden creciente de absorbancia son: 10, 2:10°, 3-10°, 4-10®, 5:10°, 6:10°, 7-10°, 8:10°, 910,
10%, 2-10%, 3-10%, 4-10* 5-10, 7-10*, 103, 5:10% y 10 (b) Determinacion del coeficiente de
adsortividad molar de las disoluciones de 5-fluorouracilo a un pH 7.4 £ 0.1y para la longitud de

onda de maxima absorbancia (266 nm).
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El mismo tipo de investigacion (y bajo las mismas condiciones) se llevé a cabo en
el caso del AINE diclofenaco sddico. El estudio del efecto de la temperatura y de la luz
en la absorbancia UV-Vis de las disoluciones de este principio activo queda recogido en
la figura 54. Parece claro que ni la luz, ni la temperatura ejercen un efecto significativo
sobre los valores de absorbancia a 276 nm. En cualquier caso, las disoluciones acuosas
de diclofenaco sddico también seran siempre protegidas de la luz (papel de aluminio) y

se conservaran en el frigorifico hasta ser utilizadas.

Sinluz, 25°C

N\

Luz, 25°C
Sinluz, 4 °C

Absorbancia
n

A (nm)

200 | 250 300 350

Figura 54. Espectro de absorcién UV-Vis de las disoluciones de diclofenaco sodico (10™ M)

expuestas y protegidas de la luz, a diferentes temperaturas (4 y 25 °C).

Un estudio similar realizado sobre las disoluciones acuosas de diclofenaco sddico,
mostré que no hay diferencias significativas entre los espectros de absorbancia
determinados a pH 7.4 y 6.4, como se observa en la figura 55. De hecho, el coeficiente
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de absortividad molar a pH 7.4 (figura 56) es muy similar al correspondiente a las
disoluciones de diclofenaco sodico preparadas a pH natural 6.4. En concreto el valor
calculado es 10610 + 140 L-mol™*-cm™ (r = 0.998), comparable a 9540 + 170 L-mol
L.cm™ obtenido en este Gltimo caso (figura 47).

5- 105 M, pH 7.4
10 M, pH 6.4 P

5- 105 M, pH 6.4

104 M, pH 7.4

Absorbancia

105 M, pH 6.4

105 M, pH 7.4

200 225 250 275 300 325
A (nm)

Figura 55. Espectro de absorbancia UV-Vis de las disoluciones acuosas de diclofenaco sédico
(5-10° My 10* M), obtenidas con agua bidestilada (pH natural 6.4, —) o con un tampén
NaOH-KH2PO4 (pH 7.4, ---).
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Figura 56. (a) Espectro de absorbancia UV-Vis de disoluciones del diclofenaco sédico obtenidas
utilizando un tampén NaOH-KH,PO,4 como medio de disolucion (pH = 7.4). Las
concentraciones molares de farmaco en orden creciente de absorbancia son: 10°, 2:107, 3-10,
4-10° 5:10° 6:10°, 7-10°, 810°,9-10°, 10, 2-10*, 3-10®, 4-10® 5:10* 7-10% 10% 5-10°y
10 M. (b) Determinacion del coeficiente de adsortividad molar de las disoluciones del
diclofenaco sodico a un pH 7.4 + 0.1 y para a la longitud de onda de maxima absorbancia (276

nm).
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7.2.3. VALIDACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO

El método espectrofotométrico UV-Vis que se utilizard para el analisis de la
cantidad de farmaco vehiculizado o liberado por los coloides debe ser validado
previamente para verificar su exactitud, precision y linealidad. Con este objetivo se
prepararon seis réplicas de disoluciones acuosas con concentraciones molares de
farmaco entre 10° M y 10° M en el caso de la doxorrubicina y entre 10° M y 102 M
para los otros dos farmacos, a pH natural (doxorrubicina: 5.2; 5-fluorouracilo: 4.8;
diclofenaco sodico: 6.4) y a pH 7.4 (utilizado en los ensayos de liberacion in vitro).
Como siempre, hasta el momento de realizar la medida las disoluciones de farmaco se

conservaron a 4 °C durante 24 horas y protegidas de la luz con papel de aluminio.

En la tabla 8 se recogen los valores de absorbancia de las disoluciones acuosas de
doxorrubicina en funcién de su concentracion a pH natural. Se muestran los valores
medios de absorbancia y las desviaciones estandar (D.E.) para cada una de las
concentraciones, asi como el coeficiente de variacion (C.V.). Los pequefios valores
de los coeficientes de variacion (< 5 % en todos los casos) indican la adecuada
precision del método. EI ajuste lineal de la relacion absorbancia (A) -
concentraciéon molar (C) [A = (0.02 £ 0.09) + (10450 + 150) - C] es estadisticamente

significativo, con una probabilidad superior al 99.9 %.
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Concentracion (M) Absorbancia C.V. (%)
10 0.1093 + 0.0019 1.74
210 0.2180 + 0.003 1.37
3-10° 0.3290 + 0.007 2.02
4-10° 0.4346 + 0.005 1.25
5.10° 0.5460 + 0.023 4.20
6-10° 0.6560 + 0.013 1.98
7.10° 0.7671 + 0.023 3.01
8-10° 0.8602 + 0.016 1.90
9-10° 0.9432 + 0.023 2.40
10 1.0510 + 0.01 0.95
2.10™ (> 10 1.0710 + 0.022 2.05
3-10 (> 10 1.0010 + 0.03 2.99
10° (> 10 1.1000 + 0.041 3.70

Tabla 8. Absorbancia (media = D.E.) de las disoluciones acuosas de doxorrubicina para
cada una de las concentraciones indicadas a pH 5.2 (natural). EI C.V. se calcul6 mediante

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

Para comprobar la exactitud del método analitico utilizamos los datos de
absorbancia de las concentraciones de la tabla 8 (“concentracion verdadera” en la
tabla 9). Asi se obtienen las concentraciones estimadas para cada una de las 6
réplicas. Las concentraciones medias y sus D.E. quedan recogidas como
“estimadas” en la tabla 9. Como antes, los pequefios valores de los C.V. y sus
errores relativos son wuna clara indicacion de la exactitud del método

espectrofotométrico.
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Verdadera (M) Estimada (M) Error relativo (%) C.V. (%)
10° (1.04 £0.018) x 10~ 4.30 1.74
210 (2.09 +0.030) x 10~ 4.10 1.37
3.10° (3.15 + 0.063) x 107 4.64 2.02
4-10° (4.16 £ 0.052) x 10~ 3.80 1.25
5.10° (5.23 £0.220) x 10~ 4.40 4.20
6-10 (6.27 £0.124) x 10~ 4.30 1.98
7.10° (7.34 £0.221) x 10” 4.60 3.01
810 (8.23 £0.156) x 10~ 2.80 1.90
9-10° (9.02 £0.22) x 10° 0.25 2.40
10 (1.005 +0.009) x 10™ 0.50 0.95
2:10™ (> 10™) (1.024 +£0.021) x 10™ 2.30 2.05
3-10* (> 10 (9.58 +0.300) x 107 4.40 2.99
10° (> 109 (1.05 + 0.040) x 10™ 4.90 3.73

Tabla 9. Comparacion de las concentraciones “verdaderas” de doxorrubicina en solucion
acuosa con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las determinaciones
espectrofotométricas. Los valores “estimados” son la media (+ D.E.) de las 6 réplicas
experimentales. Los errores relativos se calcularon mediante el cociente [(estimado -

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

De igual forma (tabla 10) se procedié en el caso de doxorrubicina a pH 7.4
(tampdn NaOH-KH,PO,). Los bajos valores de los coeficientes de variacion (< 5
%, en todos los casos) indican la adecuada precision del método. La linealidad de
la relacion absorbancia (A) — concentracién molar (C) [A = -(0.0048 + 0.007) +
(8096 + 118) x C] se confirma estadisticamente, con un error inferior al 0.01 %.
Finalmente, se procedi6 de igual forma a la descrita para demostrar la exactitud del
método analitico (tabla 11).
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Concentracion (M) Absorbancia C.V. (%)
10 0.079 +0.001 1.0
210 0.159 + 0.005 3.2
3-10° 0.240 + 0.007 2.9
4-10° 0.314 +0.009 2.9
5.10 0.400 +0.011 2.5
6-10 0.474 +0.011 2.3
7.10° 0.557 +0.003 0.5
8-10° 0.632 +0.019 3.0
9-10° 0.709 +0.023 3.2
10 0.835 +0.012 1.4
2.10™ (> 10 0.827 +0.031 3.8
3-10* (> 10 0.833 +0.023 2.8
10° (> 10 0.820 +0.017 2.1

Tabla 10. Absorbancia (media + D.E.) de las disoluciones acuosas de doxorrubicina a pH 7.4
para cada una de las concentraciones indicadas. El C.V. se calculé mediante cociente entre la

D.E. y el valor medio de la absorbancia.
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Verdadera (M) Estimada (M) Error relativo (%) C.V. (%)
10° (9.83 £0.10) x 10° 1.73 1.00
210 (1.97 £0.06) x 10° 1.52 0.03
3.10° (2.97 £0.09) x 10° 1.01 2.91
4-10° (3.88 £0.11) x 10° 3.09 2.87
5.10° (4.94 £0.12) x 10° 1.21 2.50
6-10° (5.85 +0.14) x 10° 2.56 2.32
7.10° (6.88 £0.04) x 10° 1.70 0.54
810 (7.81 £0.23) x 10° 2.43 3.00
9-10° (8.76 £0.28) x 10° 2.74 3.20
10 (1.03 £0.015) x 10™ 3.01 1.44
2.10™ (> 10™) (1.02 £0.04) x 10™ 2.10 3.75
3-10™ (> 10 (1.03 £0.03) x 10™ 2.72 2.76
10° (> 109 (1.01 £0.02) x 10™ 1.28 2.07

Tabla 11. Comparacion de las concentraciones “verdaderas” de doxorrubicina a pH = 7.4 con
las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las medidas espectrofotométricas. Los
valores “estimados” son la media (+ D.E.) de las 6 réplicas. Los errores relativos se calcularon

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

Las tablas 12-19 permiten generalizar estas conclusiones al caso de los farmacos 5-
fluorouracilo y diclofenaco sédico. En ambos casos, las relaciones Absorbancia-

Concentracion son lineales con error menor del 0.1 %. Dichas relaciones son:
A =(0.004 £ 0.005) + (7370 +90) - C (5-Fu, pH 4.8)
A = (0.006 + 0.01) + (5890 + 160) x C (5-Fu, pH 7.4)

A =(-0.015 + 0.006) + (9540 £ 170) x C (Diclofenaco, pH 6.4)
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A =(-0.002 £ 0.01) + (10606 £ 142) x C (Diclofenaco, pH 7.4)
Concentracion (M) Absorbancia C.V. (%)
10 0.076 + 0.003 3.7
210 0.146 +0.003 2.0
3-10° 0.215 +0.010 4.8
4-10° 0.292 +0.008 2.8
5.10° 0.373 £ 0.009 2.5
6-10° 0.429 +0.016 3.8
7.10° 0.507 +0.024 4.8
8-10° 0.580 + 0.008 1.4
9-10° 0.653 +0.019 2.8
10 0.746 +0.035 4.7
2.10™ (> 10 0,740 +0.009 1.26
3-10™ (> 10 0.740 +0.013 1.75
4-10" (> 10 0.758 + 0.006 0.78
5.10* (2> 10 0.721 + 0.007 0.97
7.10" (> 10 0.729 +0.011 1.5
10° (> 10 0.771 +0.018 2.3
5-10°(> 109 0.762 + 0.020 2.6
107 (> 10 0.743 +£0.012 1.68

Tabla 12. Absorbancia (media £ D.E.) de las disoluciones acuosas de 5-fluorouracilo para
cada una de las concentraciones indicadas a pH 4.8 (natural). EI C.V. se calcul6 mediante

cociente entre la D.E. y el valor medio de la absorbancia.
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Verdadera (M) Estimada (M) Error relativo (%) C.V. (%)
10° (1.07 £0.04) x 10° 3.10 3.6
210 (1.98 £ 0.04) x 10° 0.97 2.0
3-10° (2.92 £0.13) x 10° 2.74 4.6
4-10° (3.95 £0.11) x 10° 1.26 2.8
5.10° (5.06 £0.13) x 10° 1.18 2.5
6-10 (5.83 £0.22) x 10° 2.91 3.7
7.10° (6.88 £0.32) x 10° 1.74 4.7
810 (7.87 £0.12) x 10° 1.65 1.5
9-10° (8.86 £ 0.26) x 10° 1.58 2.9
10 (1.01 £0.47) x 10™ 0.99 4.6
2:10™ (> 10™) (1.00 £ 0.01) x 10™ 0.40 1.3
3-10™ (> 10 (1.00 £ 0.02) x 10™ 0.39 1.8
4-10* (> 10 (1.03 £0.01) x 10™ 2.70 0.8
5.10™ (> 10 (9.78 £0.10) x 10° 2.25 1.0
7.10™ (> 10 (9.88 £0.32) x 10° 1.12 1.5
10° (> 109 (1.04 £0.02) x 10™ 4.30 2.3
5.10% (> 10 (1.03 £0.03) x 10™ 3.20 2.6
107 (> 109 (1.01 £0.02) x 10™ 1.69 0.8

Tabla 13. Comparacion de las concentraciones “verdaderas” de 5-fluorouracilo en
solucidn acuosa con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las
determinaciones espectrofotométricas. Los valores “estimados” son la media (+ D.E.) de
las 6 réplicas experimentales. Los errores relativos se calcularon mediante el cociente

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

10 0.060 + 0.003 4.3
210 0.114 +0.005 4.0
3-10° 0.177 +0.007 3.9
4.10° 0.238 +0.006 2.5
5.10° 0.310 £ 0.015 4.8
6-10° 0.360 + 0.006 1.7
7.10° 0.420 +0.017 4.1
810 0.477 +0.013 2.7
9-10° 0.532 +0.011 2.0
10 0.584 +0.020 3.4

2:10% (> 10 0.610 + 0.005 0.008
3-10* (> 10 0.579 +0.015 2.5
4.10* (> 109 0.568 + 0.002 0.3
5.10* (2> 10 0.589 + 0.020 3.4
7.10" (> 10 0.596 + 0.009 1.5
10° (> 10 0.607 +0.013 2.1
5.10° (> 10 0.563 + 0.006 1.1
107 (> 10 0.572 +0.023 4.0

Tabla 14. Absorbancia (media + D.E.) de las disoluciones acuosas de 5-fluorouracilo a pH 7.4
para cada una de las concentraciones indicadas. El C.V. se calculé mediante cociente entre la

D.E. y el valor medio de la absorbancia.
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Verdadera (M) Estimada (M) Error relativo (%) C.V. (%)
10° (1.00 £ 0.04) x 10° 0.13 4.30
210 (1.94 £0.08) x 10° 3.10 3.97
3-10° (3.01 £0.12) x 10° 0.41 3.88
4-10° (4.05 £0.10) x 10° 0.17 2.50
5.10° (5.26 £ 0.25) x 10° 4.06 4.80
6-10 (6.09 £0.10) x 10° 1.49 1.69
7.10° (7.13 £0.29) x 10° 1.83 3.19
810 (8.10 £ 0.22) x 10 1.25 2.72
9.-10° (9.03+0.19) x 10° 0.39 2.06
10 (9.92 £0.34) x 10° 0.81 3.42
2:10™ (> 10™) (1.04 £0.01) x 10™ 3.40 0.82
3-10™ (> 10 (9.82 £0.25) x 10° 1.80 2.60
4-10* (> 10 (9.65 £ 0.03) x 10° 3.70 0.35
5.10* (2> 10 (1.00 +0.03) x 10* 0.001 3.40
7.10™ (> 10 (1.01 £0.01) x 10™ 1.20 1.50
10° (> 109 (1.03 £0.02) x 10™ 3.01 2.10
5.10° (> 10 (9.56 +0.10) x 10° 4.60 1.09
107 (> 109 (9.71 £ 0.40) x 10° 2.99 4.00

Tabla 15. Comparacion de las concentraciones “verdaderas” de 5-fluorouracilo a pH = 7.4 con
las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las medidas espectrofotométricas. Los
valores “estimados” son la media (+ D.E.) de las 6 réplicas. Los errores relativos se calcularon

mediante el cociente [(estimado — actual)/estimado], también se muestran los C.V.
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Concentracion (M) Absorbancia C.V. (%)
10 0.100 + 0.002 2.40
210 0.183 + 0.007 3.81
3-10° 0.291 +0.010 3.78
4-10° 0.376 + 0.005 1.26
5.10 0.501 +0.017 3.40
6-10° 0.580 + 0.009 1.58
7.10° 0.659 + 0.009 1.31
810 0.740 +0.011 1.47
9-10° 0.882 +0.032 3.60
10 0.980 + 0.023 2.35
2.10™ (> 10 0.945 +0.014 1.50
3-10 (> 10 0.938 +0.020 2.10
4-10* (> 10 0.953 +0.010 1.05
5.10" (> 10 0.948 +0.080 0.84
7.10" (> 10 0.961 +0.013 1.30
10° (> 10 0.973 £0.02 2.00
5.10% (> 10 0.992 +0.001 0.10
107 (> 10 0.987 +0.034 3.40

Tabla 16. Absorbancia (media + D.E.) de las disoluciones acuosas de diclofenaco sédico a pH
6.4 (natural) para cada una de las concentraciones indicadas. EI C.V. se calculé mediante el

cociente entre la D.E. y el valor medio de la absorbancia.
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Verdadera (M) Estimada (M) Error relativo (%) C.V. (%)
10° (1.05 £ 0.04) x 10° 4.60 3.40
210 (1.92 £0.07) x 10° 2.60 3.80
3.10° (3.05 +0.10) x 10° 1.64 3.40
4-10° (3.94 £0.05) x 10° 1.52 1.26
5.10° (5.26 £ 0.18) x 10° 4.90 3.40
6-10 (6.08 £0.10) x 10° 1.31 1.50
7.10° (6.91 £0.09) x 10° 1.30 1.30
810 (7.76 £0.11) x 10° 3.09 1.47
9.-10° (9.24 +0.33) x 10° 2.60 3.60
10 (1.03 £0.02) x 10™ 2.91 2.33
2:10™ (> 10™) (9.91 £0.15) x 10° 0.91 1.50
3-10™ (> 10 (9.84 £0.21) x 10° 1.60 2.10
4-10* (> 10 (9.99 £0.10) x 10° 0.10 1.05
5.10* (2> 10 (9.94 +0.08) x 10° 0.60 0.84
7.10™ (> 10 (1.008 +0.014) x 10™ 0.79 1.40
10° (> 109 (1.02 £0.021) x 10™ 1.96 2.00
5.10° (> 10 (1.04 +0.001) x 10™ 3.80 0.10
107 (> 109 (1.035 +0.036) x 10™ 3.40 3.40

Tabla 17. Comparacién de las concentraciones “verdaderas” de diclofenaco sédico a pH 6.4
(natural) con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las determinaciones
espectrofotométricas. Los valores “estimados” son la media (+ D.E.) de las 6 réplicas
experimentales. Los errores relativos se calcularon mediante el cociente [(estimado —

actual)/estimado], también se muestran los C.V.
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Concentracion (M) Absorbancia C.V. (%)
10 0.103 + 0.003 2.60
210 0.215 +0.003 1.30
3-10° 0.312 +0.003 0.95
4-10° 0.428 +0.010 2.30
5.10° 0.531 + 0.002 0.33
6-10° 0.624 + 0.004 0.67
7.10° 0.738 £ 0.015 2.00
8-10° 0.845 +0.015 1.80
9-10° 0.936 +0.011 1.20
10 1.078 £ 0.041 3.70
2:10™ (> 10 1.074 +0.009 0.84
3-10™ (> 10 1.043 +0.018 1.70
4-10* (> 10 1.098 +0.012 1.10
5.10" (> 10 1.034 £ 0.020 1.90
7.10" (> 10 1.112 +0.005 0.45
10°(> 109 1.068 +0.030 2.80
5.10% (> 10 1.058 + 0.040 3.80
10%(> 109 1.103 +0.009 0.82

Tabla 18. Absorbancia (media = D.E.) de las disoluciones de diclofenaco sddico a pH 7.4 para
cada una de las concentraciones indicadas. El C.V. se calcul6 mediante el cociente entre la D.E.

y el valor medio de la absorbancia.
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Verdadera (M) Estimada (M) Error relativo (%) C.V. (%)
10° (9.79 £ 0.25) x 10° 2.20 2.50
210 (2.03 £0.03) x 10° 1.30 1.50
3.10° (2.94 +0.03) x 10° 1.98 1.02
4-10° (4.03 £0.02) x 10° 0.88 0.50
5.10° (5.01 +£0.02) x 10° 0.13 0.39
6-10° (5.89 +0.04) x 10° 1.90 0.68
7.10° (6.96 £ 0.14) x 10° 0.54 2.01
810 (7.96 £ 0.14) x 10° 0.45 1.76
9-10° (8.82 £0.10) x 10° 2.02 1.13
10 (1.02 £0.03) x 10™ 1.61 2.90
2:10™ (> 10™) (1.01 £0.01) x 10™ 1.20 0.84
3-10™ (> 10 (9.83 £0.17) x 10° 1.70 1.70
4-10" (> 10 (1.03 +£0.01) x 10* 3.40 1.10
5.10™ (> 10 (9.75 £0.19) x 10° 2.50 1.90
7.10™ (> 10 (1.05 £ 0.01) x 10™ 4.60 0.45
10° (> 109 (1.01 £0.03) x 10™ 0.69 2.80
5.10° (> 10 (9.97 £0.38) x 10° 0.24 3.80
107 (> 109 (1.04 £0.01) x 10™ 3.80 0.81

Tabla 19. Comparacion de las concentraciones “verdaderas” de diclofenaco sodico a pH 7.4 con
las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las medidas espectrofotométricas. Los
valores “estimados” son la media (+ D.E.) de las 6 réplicas. Los errores relativos se calcularon

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

Como conclusion, puede afirmarse que el método espectrofotométrico propuesto
queda validado en todos los casos, pudiéndose usar los coeficientes de absortividad
calculados para evaluar la concentracion de cualquiera de los farmacos en disoluciones

cuya concentracion se desconoce.

202



Capitulo 7. Capacidad de vehiculizacién de farmacos

7.2.4. METODOLOGIA ESPECTROFOTOMETRICA PARA LA
DETERMINACION DE LA INCORPORACION DE FARMACO EN
LAS NANOPARTICULAS

La determinacién cuantitativa de la incorporacion de los antineoplésicos
doxorrubicina y 5-fluorouracilo, y del AINE diclofenaco sédico en las nanoplataformas
disefiadas se basa en la metodologia establecida por otros autores para la cuantificacion
del farmaco vehiculizado y liberado por diferentes tipos de sistemas coloidales [Fawaz y
cols., 1997; Miiller y cols., 1991; Sullivan y Birkinshaw, 2004]. Esta metodologia ha
sido puesta a punto por nuestro grupo de investigacion [Arias y cols., 2008a,b,c]. En
concreto, la técnica se basa en la aplicacion de la ley de Beer a un medio que contenga
mas de un tipo de sustancias absorbentes. Como es sabido, la absorbancia total para un
sistema multicomponente viene dada por la suma de las absorbancias de cada una de las
especies, siempre que no exista interaccion entre éstas. De esta manera, se acepta la
contribucion de cada una de las sustancias presentes en el medio de
dispersion/preparacion de las nanoparticulas (o de las sustancias que se han generado en
el proceso de liberacién de los principios activos) a la absorbancia total del sistema.

Respecto al proceso de vehiculizacion de la doxorrubicina, el 5-fluorouracilo y del
diclofenaco sédico, podemos citar como sustancias susceptibles de contribuir a esta
absorcidn total los propios principios activos no incorporados por las nanoparticulas, los
residuos de la sintesis (y degradacién) de estos nanomateriales y los restos de otros
componentes del medio (p. ej., pluronic® F-68). Por lo tanto, puede estimarse la
cantidad de farmaco que no ha sido incorporado por estos sistemas restando a la
absorcidn total del sistema la correspondiente al resto de sustancias presentes (residuos
de la sintesis de las nanoparticulas y restos de otros componentes del medio). Por
diferencia entre la concentracion inicial y final de farmaco en el medio de
contacto/sintesis determinaremos la cantidad total de farmaco vehiculizada por los
sistemas transportadores [Arias y cols., 2008d, 2010c, 2011].
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7.3. INCORPORACION SUPERFICIAL DE LOS
FARMACOS EN LAS PARTICULAS

Existen dos métodos generales para intentar la vehiculizacion de un farmaco
determinado en sistemas coloidales [Arias y cols., 2010b]: su adicion en el momento en
el que se generan las nanoparticulas, de forma que quede atrapado el principio activo
principalmente en la matriz del coloide (método de absorciéon), o la adsorcion
superficial tras la formacion e incubacion de las nanoparticulas en una disolucion de
principio activo. Es previsible que la mayor captacion de farmaco se consiga mediante
el método de absorcion [Arias y cols., 2009b; Soppimath y cols., 2001].

El estudio de vehiculizacion superficial de la doxorrubicina, 5-fluorouracilo y
diclofenaco sédico en los nanomateriales disefiados se centro en la evaluacion del grado
de unidn a la superficie como mecanismo coadyuvante en la captacién del farmaco por
el polimero y las nanoparticulas Fe;04/PCL. También determinaremos la adsorcién en
la superficie de los ndcleos magnéticos con vistas a una posible aplicacion en la
incorporacion de farmaco en las nanoparticulas compuestas mediante absorcion. Para
ello, se realizaran determinaciones espectrofotométricas UV-Vis y, como se recoge mas
adelante, un estudio electroforético de los tres tipos de nanomateriales.

7.3.1 DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA

La determinacién de la adsorcion superficial de farmaco sobre las nanoparticulas se
realiz6 partiendo de una serie de disoluciones acuosas (10 mL) con diferente
concentracion molar de principio activo (10°, 10, 107 y 102), salvo en el caso de la
doxorrubicina donde la concentracién molar maxima utilizada fue 10° M. En todos
estos medios de dispersion se fijo una concentracion de nanoparticulas del 1 % (p/v).
Justo antes de afiadirlas se tomd una muestra del medio de dispersién para su posterior
comparacion. Tras 24 horas de contacto de las nanoparticulas con el farmaco a 25 °C +

0.1 °C y bajo agitacion mecanica (50 rpm), se separaron los sobrenadantes mediante
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doble centrifugacion a 11000 rpm durante 40 minutos, para asi determinar sus
correspondientes espectros de absorcion UV-Vis. Los experimentos se realizaron por
triplicado para cada una de las concentraciones de farmaco. El célculo de la adsorcion
superficial de farmaco en los tres tipos de nanoparticulas se realiz6 mediante la
comparacion de la absorbancia de las muestras del medio (tomadas antes de afiadir los
coloides) con los sobrenadantes obtenidos tras una doble centrifugacion de las
suspensiones con farmaco, y una vez eliminada la contribucion a la absorbancia total del
sistema de los residuos o subproductos del experimento de adsorcién [Arias y cols.,
2010b]. La cantidad de farmaco incorporado en la superficie de las nanoparticulas se
expresa en términos de eficacia de atrapamiento (entrapment efficiency, EE %)
[(farmaco vehiculizado (mg) / cantidad total de farmaco utilizado (mg)) x 100] y de
carga de farmaco (drug loading, DL %) [(farmaco vehiculizado (mg) / masa total del
sistema transportador (mg)) x 100] [Arias y cols., 2009b; Brigger y cols., 2004].

Los resultados de adsorcion de doxorrubicina obtenidos en los tres tipos de
nanoparticulas muestran una considerable adsorcion de este farmaco sobre la superficie
polimérica (polimero puro y nanoparticulas Fe;O4/PCL). Pensamos que esto puede ser
debido a la existencia de una interaccion atractiva de tipo electrostatico entre el farmaco
cargado positivamente y la superficie negativa del polimero. Por el contrario, debe
existir una interaccion electrostatica de tipo repulsivo con la superficie también positiva
de las nanoparticulas de magnetita. En cualquier caso y, tal como es de esperar, la
vehiculizacién de farmaco a nivel superficial resulta ser bastante baja (figura 57). En
concreto, el valor maximo de EE % es = 2.6 %, = 29.79 % y = 29.35 %, en el caso de la
FesO4, PCL y Fes04/PCL, respectivamente. Esta muy baja vehiculizacién queda mejor
ejemplificada si tenemos en cuenta los valores de DL % conseguidos: =~ 0.003 %, ~ 1.63
% y = 1.6 % en Fes04, PCL y Fe304/PCL, respectivamente. Desde un punto de vista
termodinamico podria justificarse la muy baja incorporacion superficial de este farmaco
hidréfilo en la superficie hidréfoba de tipo polimérico, a pesar de la favorable
interaccion electrostatica comentada. Por otro lado, la existencia de cierta adsorcion de
este farmaco hidréfilo en la superficie de los nicleos magnéticos (a pesar de la repulsion
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electrostatica comentada) puede explicarse si tenemos en cuenta el caracter hidrofilo de

éstos Ultimos.
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25 -
| Fe O /IPCL
-~ 204 3 4
s
W 15
m -
10 1
Fegod

°] \

1 —1
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Figura 57. Valores de EE (%) (a) y (b) DL (%) de la doxorrubicina en la superficie de las

nanoparticulas de magnetita (Fe;O,, m), poli(e-caprolactona) (PCL, A )y magnetita/poli(e-

caprolactona) (Fe;O4/PCL, A) en funcion de la concentracién molar de farmaco.
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Los resultados son similares en el caso de 5-Fu (figura 58), los valores maximos de

EE (%) = 122 %, = 173 % vy

~ 18.1 %, (para Fe3O4, PCL y Fe304/PCL,

respectivamente) y de DL = 1.62 %, ~2.3 %y~ 2.4 %.
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Figura 58. Valores de EE (%) (a) y (b) DL (%) del 5-fluorouracilo en la superficie de las
nanoparticulas de Fe;O, (m), PCL (A) y Fes04/PCL (A) en funcién de la concentracion molar

de farmaco.

207



Capitulo 7. Capacidad de vehiculizacion de farmacos

Un razonamiento similar justifica los resultados en adsorcion superficial del
diclofenaco sédico en los tres tipos de nanoparticulas (figura 59). En concreto, los
valores maximos de EE alcanzados son: 21.1 %, 10.1 % y 11.4% en el caso de Fe3Oq,
PCL y Fe3O4/PCL, respectivamente. Con respecto a los valores de DL, los valores
maximos obtenidos fueron: 6.7 %, 3.3 % y 3.9 %, respectivamente. En este caso, la
superficie de los nucleos magnéticos incorpora una mayor cantidad de AINE por dos
motivos principales: i) una interaccion electrostéatica de tipo atractivo entre la magnetita
cargada positivamente y la molécula negativa de farmaco; y ii) una interaccion
termodinamica de tipo atractivo entre la magnetita hidréfilo y el farmaco hidréfobo. La
casi nula vehiculizacion en las superficies de tipo polimérico se debe a la repulsion de
tipo electrostatico existente entre la matriz polimérica con carga negativa y el farmaco

también cargado negativamente [Arias y cols., 2010b].
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Figura 59. Valores de EE (%) (a) y (b) DL (%) del diclofenaco sddico en la superficie de las
nanoparticulas deFe;O,4 (m), PCL (A )y FesO4/PCL (A) en funcién de la concentracion molar

de farmaco.
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7.3.2. ANALISIS ELECTROCINETICO

Como prueba adicional de tipo cualitativo de la existencia de adsorcion superficial
de los tres farmacos, estudiamos como se ve modificada la movilidad electroforética
(ue) de cada una de las nanoparticulas desarrolladas al ponerlas en contacto con los
principio activo. La extrema sensibilidad de la técnica de electroforesis debe permitir la
identificacion de cambios en las propiedades eléctricas superficiales de las

nanoparticulas que sean consecuencia de la adsorcion de moléculas de farmaco.

La metodologia experimental seguida es igual a la descrita en las anteriores
determinaciones electroforéticas. Las suspensiones preparadas (25 mL) tenian una
concentracion de nanoparticulas = 0.1 % (p/v). Se prepararon, cuando fue posible, dos
series de suspensiones para cada uno de los tipos de nanoparticulas con el objetivo de
descartar la influencia de los iones presentes en la disolucion en la u. de los coloides. En
concreto, una serie de suspensiones tenia una fuerza idnica de KNO; 10° M, mientras
que la otra consistia simplemente en agua bidestilada como medio de dispersién
(excepto en el caso de la doxorrubicina, donde solo se realiz6 esta ultima). Cada
suspension contenia una determinada concentracién molar de farmaco (10° a 102). Las
medidas se realizaron tras 24 horas de conservacion de las suspensiones a 25.0 = 0.5 °C,
protegidas de la luz ambiental (con papel de aluminio) y bajo agitacion constante (50
rpm), comprobando previamente el pH. Los datos presentados son el promedio de doce

determinaciones, cambiando la muestra cada tres.

La figura 60 muestra la evolucion de u. con la concentracion molar de
doxorrubicina para los tres tipos de nanoparticulas desarrolladas. En el caso del
polimero puro y de las nanoparticulas FesO4/PCL, se observa una tendencia general de
la u. a aumentar (hacia valores positivos que se alcanzan para concentraciones 0.1 y
0.05 mM, respectivamente) al incrementar la concentracion de este farmaco antitumoral
en el medio. Las especies positivas adsorbidas en la superficie con carga negativa

pueden provenir de la protonizacion de algun grupo de la molécula de farmaco, quiza el
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—NH. La adsorcion sobre las particulas de magnetita no recubierta es, sin embargo, poco
0 nada observable, predominando probablemente la repulsion electrostéatita a pH natural.

u (pm-s” /V-em™)

10 10 10
[Doxorrubicina] (M)

Figura 60. Movilidad electroforética (ue) de las nanoparticulas de Fe;O, (m), PCL (o) y

FesO4/PCL (A) en funcion de la concentracion molar de doxorrubicina.

La figura 61 muestra la evolucién de los valores de u. con la concentracién molar
de 5-fluorouracilo para los tres tipos de coloides, en presencia y en ausencia de
electrolito (10° M KNOs en su caso). En el caso del polimero puro y de las
nanoparticulas compuestas FesO04/PCL, se observa una tendencia general de la u. a
aumentar levemente (sin evidencia de inversion de carga en este caso) al aumentar la
concentracion de farmaco en el medio. Hay, ademas un claro efecto de la presencia de
KNOs: la presencia del electrolito (KNO3) produce la compresion de la doble capa, con

211



Capitulo 7. Capacidad de vehiculizacion de farmacos

la consiguiente reduccién de u.. La adsorcion debe ser en todo caso pequefia, como
demuestra el hecho, ya mencionado, incluso para las mayores concentraciones de 5-
fluorouracilo utilizadas, no se observa cambio de signo en los valores de u. del polimero

o0 de las nanoparticulas compuestas.

4l Fe,0, (IKNO,1 = 10" M)
2] Fe,O, (IKNO,] =0 M)

Fe,0 /PCL ([KNO] = 10" M)
l

u (um-s'1 lV-cm'1)

0
- Jt/t_”;/—zﬁ;/ﬁ’i %
2] "~Fe O /PCL (IKNO_]=0M) -

o 3] T/ -« e *
4] }CL _ >CL (KNO_1 = 10 M)

1 (KNO,] =0 M)
-5 T LA | T L LR B | T L LR B |
10’ 10™ 10° 107

[5-fluorouracilo] (M)

Figura 61. Movilidad electroforética (ue) de las nanoparticulas de Fe;O,4 (m, 0), PCL (e, 0)y
Fes04/PCL (A, A) en funcion de la concentracion molar de 5-fluorouracilo, en presencia

(simbolo abierto) o en ausencia (simbolos cerrados) de 10° M KNOs.

De igual forma se procedié con las suspensiones acuosas de diclofenaco sodico. La
figura 62 muestra la evolucion de ue con la concentracion de farmaco para los tres tipos
de nanoparticulas, en presencia y en ausencia de electrolito afiadido (10° M KNO; en su
caso). El efecto mas significativo se observa en el comportamiento electroforético de los

nlcleos de 6xido de hierro: la movilidad originalmente positiva cambia drasticamente a
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negativa cuando la concentracién de farmaco se encuentra por encima de 10° M, como

consecuencia de la adsorcion de este principio activo con carga eléctrica negativa.

Las variaciones de u. observadas en el caso de las nanoparticulas de PCL y
FesO4/PCL son claramente menos importantes. Esto hace pensar en una menor
adsorcién del principio activo en estas superficies. En las nanoparticulas compuestas
FesO4/PCL existe una cierta tendencia a valores de u. mas negativos cuando el medio
contiene una muy alta concentracion de farmaco. Esto posiblemente es consecuencia de
la acumulacion de especies negativas de principio activo en torno a su superficie. En el
caso del polimero puro, la adsorcion de las especies negativas se ve parcialmente
compensada por la compresion de la doble capa o la adsorcion de cationes Na* [Arias y
cols., 2008¢e], de modo que a concentracién elevada de diclofenaco sodico la movilidad
disminuye a valor absoluto. En general, las particulas de polimero puro no parecen ser

vehiculo adecuado para el diclofenaco.
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Fe,0, (IKNO,] = 0 M)

Fe,0,/PCL (IKNO,] =10 M)
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Fe,0, (IKNO,] = 10° M)
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u (um-s” /V-cm™)

“4 - pcL (KNO 1=10° M)

107 10™ 107 107
[Diclofenaco soédico] (M)

PCL ([KNO,] = 0 M)

Figura 62. Movilidad electroforética (ue) de las nanoparticulas de Fe;O, (e, ©), PCL (m, 0) y
Fes04/PCL (A, A) en funcion de la concentracion molar de diclofenaco sddico, en presencia

(simbolo abierto) o en ausencia (simbolos cerrados) de 10° M KNOs.

7.4. INCORPORACION MATRICIAL DE
FARMACO

Una vez confirmada la escasa 0 moderada adsorcion de los tres farmacos estudiados
en la superficie de nuestros tres tipos de nanomateriales, nos centraremos en el estudio
de la contribucion del, a priori, principal método de vectorizacién de farmacos en
sistemas transportadores: la incorporacion del principio activo en el momento en que se

produce la formacion de la nanoplataforma. Para ello, analizaremos el efecto del
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principal factor que influencia la captacion de principio activo en la matriz de las
nanoparticulas: la propia concentracion de farmaco. De esta manera, pretendemos
definir las condiciones de vehiculizacion Optimas que permiten la incorporacion
maxima de estos principios activos en el sistema transportador magnético coloidal que
proponemos. EIl andlisis de la influencia de la concentracion de nuestros principios
activos sobre su incorporacién en la matriz polimérica se realiz6 siguiendo la rutina de
sintesis y el procedimiento de determinacion espectrofotométrica ya descritos y
justificados. Para ello, la Unica variable que se introdujo en la metodologia de sintesis
de las nanoparticulas de PCL y de FesO4/PCL fue la concentracion de farmaco. Las
concentraciones molares utilizadas en el caso de la doxorrubicina fueron 10°, 10* y
107, mientras que en el caso del 5-fluorouracilo y del diclofenaco sédico se utilizé
ademas 10 M. Para favorecer la incorporacion de los farmacos en al interfase Fe;Oy-
PCL vy asi lograr una mayor vehiculizacion, se dejaron en contacto durante 24 horas
(25.0 £ 0.5 °C y 50 rpm) los nucleos de 6xido de hierro con las moléculas de farmaco
antes de llevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas FesO4/PCL. Los experimentos se
repitieron por triplicado para cada una de las concentraciones molares de farmaco. La
determinacion de la absorcion de farmaco en la matriz de las nanoparticulas se realizd
mediante la comparacion de la absorbancia de las muestras del medio (tomadas antes de
llevar a cabo la sintesis) con los sobrenadantes obtenidos tras una doble centrifugacion
de las suspensiones de nanoparticulas formuladas, y una vez eliminada la contribucién a
la absorbancia total del sistema de los residuos o subproductos del experimento de
adsorcion [Arias y cols., 2010b]. De nuevo, la cantidad de farmaco incorporado en la
matriz de las nanoparticulas se ha expresado en términos de EE y DL (%) [Arias y cols.,
2009b; Brigger y cols., 2004].

La cantidad de doxorrubicina, 5-fluorouracilo y diclofenaco sédico absorbidos por
las nanoparticulas de PCL y por las nanoparticulas compuestas Fe3O4/PCL se recogen
en las figuras 63, 64 y 65, respectivamente. Como puede apreciarse, la absorcion
aumenta con la concentracion de farmaco presente en el medio de sintesis, sugiriéndose

un efecto positivo del aumento de dicha concentracién sobre la eficacia de la
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vehiculizacién en todos los casos. Este efecto aparece ampliamente descrito en la
bibliografia sobre el desarrollo de sistemas coloidales para el transporte de farmacos
[Ubrich y Subr, 2004; Arias y cols., 2008a,b,c, 2011b].

70+ (a) Fe O /PCL

. F |

PCL

40-

EE (%)

30

10#
0I T T T T T T T T T T
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010
[Doxorrubicina] (M)

1(b)

PCL

DL (%)

21 Fe,0 IPCL

T T T T T T T T T T
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010
[Doxorrubicina] (M)

Figura 63. Valores de EE (%) (a) y (b) DL (%) de la doxorrubicina en la matriz polimérica de
las nanoparticulas de poli(e-caprolactona) (PCL, A )y magnetita/poli(e-caprolactona)

(FesO4/PCL, @) en funcién de la concentracion molar de farmaco.
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Los valores obtenidos para la incorporacién mediante absorcion de los farmacos
estudiados son claramente superiores a los alcanzados mediante el procedimiento de
adsorcién en superficie, lo que justifica la seleccion de este método de vehiculizacion
para la sintesis de las nanoparticulas compuestas. Por ejemplo, para la maxima
concentracion de farmaco utilizada, el valor maximo de EE (%) alcanzado en las
nanoparticulas FesO4/PCL en el caso de la doxorrubicina pasa de =~ 29.4 % mediante el
método de adsorcién (figura 57) a = 64.8 % mediante el método de absorcion. En el
caso de 5-fluorouracilo, los valores son de = 18.1 % (figura 58) ~ 50.2 %. Finalmente,
la incorporacion superficial de diclofenaco sodico se encuentra = 11.4 % (figura 59) y
pasa a unos valores =~ 48.9 % mediante el método de absorcion en matriz. La
vehiculizacién de los tres farmacos en las nanoparticulas de PCL es superior siempre a
la obtenida en las nanoparticulas de FesO4/PCL. Sin embargo, la capacidad de respuesta
a campos magnéticos aplicados que exhiben las nanoparticulas compuestas debe
asegurar la llegada de la dosis administrada al lugar de accién, proceso menos
controlable en el caso de las nanoparticulas de PCL.

Al comparar los farmacos entre si se aprecian valores superiores de vehiculizacion
para la doxorrubicina, debido a la atraccion electrostatica entre el farmaco cargado
positivamente y el polimero cargado negativamente. La misma carga positiva de 5-Fu
explica su menor absorcién, y argumentos similares se pueden usar en el caso del
diclofenaco. En este, la vehiculizacién es mucho menor, ya que se produce interaccion
electrostatica repulsiva entre el farmaco cargado negativamente y el polimero con carga

igualmente negativa.

7.5. LIBERACION DE FARMACO

En los apartados anteriores se han descrito las condiciones Optimas de
vehiculizacién de los farmacos antineoplasicos y del AINE en las nanoparticulas de

PCL y en las particulas compuestas. El siguiente paso en este trabajo de investigacion es

219



Capitulo 7. Capacidad de vehiculizacion de farmacos

utilizar las condiciones que permiten una mayor carga de farmaco para preparar las
nanoparticulas de magnetita (adsorcion superficial), PCL y compuestas (estas dos
ultimas mediante adsorcion y absorcion) que se utilizaran en los ensayos de liberacion
in vitro. Tales condiciones fueron siempre y segun el caso: 10° M de doxorrubicina, y
10 M para 5-fluorouracilo y diclofenaco sédico.

El ensayo de liberacion in vitro de farmaco se realizé por triplicado a 37.0 £ 0.5 °C.
Para ello, se utiliz6 el método de didlisis y un tampon NaOH-KH,PO,4 (pH = 7.4 £ 0.1)
como medio de liberacién. Las bolsas de dialisis se dejaron sumergidas en agua
bidestilada 12 horas antes de comenzar el ensayo. La bolsa de dilisis (Spectrum®
Spectra/Por® 6, EE.UU.) tienen un tamafio de poro de 2000 Da y es capaz de retener las
nanoparticulas en su interior, dejando solo pasar a su traves el farmaco liberado hasta el
medio de liberacion. Brevemente, las suspensiones de las particulas con farmaco
vehiculizado se centrifugaron a 11000 rpm durante 25 minutos, para asi eliminar el
principio activo no incorporado. Se introdujo 1 mL de suspension de nanoparticulas
(concentracion de farmacos: 25 mg/mL) en las bolsas de dialisis, cerrando los extremos
de la misma con pinzas. A continuacion, se sumergieron las bolsas en un vaso con 100
mL de tampon NaOH-KH,PO, en el caso de la doxorrubicina y con 200 mL de tampo6n
NaOH-KH,PO, en el caso de 5-fluorouracilo y diclofenaco sédico. La temperatura de
37.0 £ 0.5 °C y la agitacion mecanica (300 rpm) de las bolsas se mantuvieron constante
durante todo el ensayo. Las muestras tomadas del medio (1 mL) se recogieron a
intervalos de tiempo prefijado (nanoparticulas con farmaco incorporado mediante
adsorcién: 0.08, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3,4, 5, 6, 9, 12, 24, 48 y 72 horas; nanoparticulas
con farmaco incorporados mediante absorcion: 0.08, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, 4,5,6,9y
24 horas, y 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15 dias) y se analizaron mediante la
metodologia UV-Vis ya descrita y en la longitud de onda de méxima absorbancia
correspondiente. Un volumen igual de solucion tampén, (mantenido a la misma
temperatura), fue afiadido al medio de liberacién tras cada toma de muestra con el

objetivo de mantener las condiciones sink. EI mismo procedimiento analitico utilizado
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en la determinacion de la vehiculizacién de farmaco, fue seguido en los ensayos de

liberacién in vitro de los farmacos.

La figura 66a recoge los valores de liberacion de doxorrubicina (vehiculizada a
nivel superficial) desde las nanoparticulas sintetizadas. Parece claro que la liberacion en
el caso del polimero puro y de las nanoparticulas compuestas Fe;O4/PCL, se produce de
manera mas lenta (es total tras 4 horas) en comparacién con las nanoparticulas de Fe3O4
(completa tras solo 1 hora). Este hecho puede justificarse teniendo en cuenta que existe
una interaccion superficial desfavorable entre las moléculas de farmaco cargadas
positivamente y la superficie, también de carga positiva, de las nanoparticulas de
magnetita. Aln asi, podemos considerar que el proceso es muy rapido en todos los
casos y no adecuado para fines terapéuticos, ya que la dosis vehiculizada quedaria libre

del sistema transportador antes de llegar al lugar de accidn (extensa biodistribucién).

Sin embargo, la liberacion de la doxorrubicina cuando se incorpora en la matriz de
las nanoparticulas es mucho mas sostenida en el tiempo (figura 66b). Tanto en las
nanoparticulas de polimero como en las compuestas, el proceso puede considerarse
bifasico. En primer lugar, una fase de liberacion rapida que probablemente significa la
pérdida del farmaco asociado a la superficie o débilmente atrapado (tras 1 hora el 22 %
de la doxorrubicina vehiculizada se libera desde las nanoparticulas de PCL, mientras
que en el caso de las nanoparticulas compuestas es el 17 %). Sin embargo, la liberacién
de doxorrubicina se hace mas lenta durante la segunda fase del proceso. En este ultima
etapa de liberacion, el mecanismo responsable podria ser la degradacién de la cubierta
polimérica (véase el apartado 4.6.) y/o la difusion de este farmaco a través de la matriz
polimérica. En ambos tipos de nanoparticulas la liberacion de doxorrubicina es
completa tras 10 dias. Finalmente se puede apreciar una velocidad de liberacién
ligeramente mas lenta en el caso de las nanoparticulas compuestas. Este fendmeno
puede explicarse si recordamos que parte del principio activo debe encontrase adsorbido
en la superficie de los nucleos de 6xido de hierro cuando precipita el recubrimiento

polimérico sobre éstos (véase el apartado 7.4.). Asi, la cantidad de moléculas de
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farmaco localizada en la interfase Fe3O,~PCL debe difundir a través de toda la matriz
polimérica para poder salir al exterior, lo que ralentiza la velocidad de liberacion.
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Figura 66. Liberacion de doxorrubicina (%) (a) adsorbida y (b) absorbida desde las
nanoparticulas de Fe;0,4 (o), PCL (m) y Fe3O4/PCL (0) en funcién del tiempo de
incubacion en una solucion tamp6n NaOH-KH,PO, (pH =7.4 £+ 0.1) a 37.0 £ 0.5 °C.
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Similares conclusiones pueden extraerse al analizar los datos de liberacion de 5-
fluorouracilo desde las nanoparticulas sintetizadas (figura 67a). Brevemente, la
adsorcidon superficial hace que la liberacion sea muy rapida (nunca superior a 3 horas),
inadecuada para fines clinicos. Nuevamente se aprecia una liberacion algo méas lenta
desde las superficies poliméricas por la interaccion electrostatica favorable farmaco —
polimero ya comentada en el caso de la doxorrubicina. Por el contrario, la cesion es
significativamente mas lenta cuando el farmaco se vehiculiza en la matriz polimérica
(figura 67b). El proceso de liberacion pasa a ser bifasico aunque méas lento desde las
nanoparticulas Fe3O4/PCL (ver los comentarios realizados en el caso de la
doxorrubicina). Desde las nanoparticulas poliméricas, el 34 % del farmaco es cedido
rdpidamente en la primera hora, mientras que el 66 % restante se libera a lo largo de los
8 dias posteriores. Cuando la liberaciébn se produce desde las nanoparticulas
compuestas, el proceso se realiza de una forma mas lenta, liberandose el 30 % a lo largo
de la primera hora y el 70 % restante a lo largo de 10 dias.

223



Capitulo 7. Capacidad de vehiculizacion de farmacos

™y ] *
§ 100 . s m
-

O &

T hd =2

S 5% &

@ @

0 _

S s

O

©

| .

3

g 25 - ® FeO,

m PCL

3 (a) O Fe0,PCL

oy

[ T} 0 T T T T T T

0 1 2 3

Tiempo (horas)

o 100 "-a

S~ (b) = o

o |8

O &

E TH- = =

2 = =

O 50l ©

T

«

S5

o 2

| =

O m PCL

3 O Fe,0,/PCL

-

0

[ Ty ] " T T T T T T T T

0 50 100 150 200 250

Tiempo (horas)

Figura 67. Liberacion de 5-fluorouracilo (%) (a) adsorbido y (b) absorbido desde las
nanoparticulas de Fe;O, (o), PCL (m) y Fes04/PCL (0) en funcion del tiempo de incubacion en
una solucion tampén NaOH-KH,PO, (pH =7.4+0.1)a37.0 £ 0.5°C..
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La liberacion de diclofenaco sodico desde las nanoparticulas es algo diferente en
comparacion con los farmacos antitumorales ya descritos (figura 68). En este caso, si
bien la liberacién del AINE adsorbido es también muy rapida (completa en tan solo 4
horas) y no apropiada para fines terapéuticos, el proceso es mas lento desde las
nanoparticulas de magnetita. El diclofenaco sédico interacciona favorablemente con la
superficie positiva de la magnetita, quedando durante algo mas de tiempo retenido en
ésta. Al igual que en los farmacos antitumorales, el proceso de liberacion se ralentiza
notablemente cuando el AINE se incorpora en la matriz polimérica mediante absorcién
(figura 68b).

El proceso es bifasico en ambos tipos de nanoparticulas, pero mas lento desde las
nanoplataformas Fe;O4/PCL (ver los comentarios realizados en el caso de las moléculas
antitumorales). La liberacion de diclofenaco sodico desde las nanoparticulas poliméricas
se produce son una primera fase muy rapida donde la fraccion de farmaco liberada es ~
38 % durante la primera hora. Mientras que la liberacion mas lenta ocurre durante la
segunda fase del proceso (= 62 % en los 5 dias restantes). Por el contrario, si la
liberacion se produce desde las nanoparticulas compuestas, el proceso se realiza de una
forma mas lenta, liberandose el 33 % a lo largo de la primera hora y el 67 % restante se
libero a lo largo de 10 dias. Parece claro que la liberacion de este dltimo farmaco es
mucho mas rapida en comparacion con los otros dos. Creemos que esto puede ser
debido a que la débil interaccion electrostatica matriz polimérica — molécula de farmaco
dificulta la retencién del diclofenaco sodico en el interior de la nanoparticula.
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Figura 68. Liberacion de diclofenaco sédico (%) (a) adsorbido y (b) absorbido desde las
nanoparticulas de Fe;O0,4 (o), PCL (m) y Fe3O4/PCL (0) en funcién del tiempo de
incubacidn en una solucion tamp6n NaOH-KH,PO, (pH =7.4 £ 0.1) a 37.0 £ 0.5 °C.

226



Capitulo 7. Capacidad de vehiculizacién de farmacos

Para finalizar el estudio de la liberacién de los farmacos desde las nanoparticulas
desarrolladas, realizamos el ajuste cinético de los perfiles de liberacion utilizando para
ello el andlisis de varianza de la regresion al modelo (criterio ANOVA) y del coeficiente
de determinacion, r’. Segun estos criterios, seleccionamos en primer lugar los ajustes
con mayor valor del estadistico F de Fisher (cociente entre las medias de cuadrados de
regresion y residual) y de entre ellos admitimos que el que presente un mayor valor de
r’ (una mayor suma de cuadrados de regresién) corresponderéa con la ecuacion de la
cinética que mejor se ajusta a los resultados obtenidos in vitro [Doménech y cols., 1998;
Morales y cols., 2004]. Hemos ensayado diferentes modelos matematicos con la
finalidad de elegir el que con mayor fiabilidad sea capaz de explicar la cinética de

liberacién de nuestro farmaco:

a) Cinética de orden cero: describe un sistema donde la velocidad de liberacion de
farmaco es constante. Es decir:

Q =Kt (44)

Siendo Q: la cantidad acumulada de farmaco a tiempo t; y, Ko la constante de

liberacion.

b) Cinética de orden uno: en este caso la liberacion de farmaco va a depender de la

concentracion del mismo en el sistema.

dQ,
K (O -
dt 1(Qoo Qt) (45)

Q=Q,(1-e™)

siendo Q_ la méxima cantidad liberada, que se supone estara en disolucion para

un tiempo mucho mayor que 1/K;.

c) Cinética de raiz cuadrada (Higuchi): relacionada con la liberacién por difusién
del farmaco.
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Q =A+Bn/t (46)

d) Cinética de raiz cubica: la liberacion se produce por erosion o disolucion de la

matriz polimérica en todo su volumen:

3/Quo —/(Quo —Q) = A+ Bt (47)

En las tablas 20, 21 y 22 se recogen los valores de F y r? correspondientes a los
distintos ajustes cinéticos de la liberacion de doxorrubicina, 5-fluorouracilo y
diclofenaco sddico desde las nanoparticulas de magnetita, de poli(e-caprolactona) y de

los nanocompuestos magnetita/poli(e-caprolactona).

VALORESDEF Y r?
Cinéticade | Cinéticade | Cinéticade | Cinéticade
orden cero orden uno raiz raiz cubica
cuadrada
F 54 813 19191 751
e r’ 0.930 0.445 0.976 0.399
F 112.5 193 8289 425
Pet r’ 0.941 0.191 0.981 0.629
F 91.9 164 3725 384
Fe0dPCL 2 0.928 0.198 0.964 0.655

Tabla 20. Valores del estadistico F y del coeficiente de determinacion r? obtenidos en el estudio
del perfil de cantidades acumuladas de doxorrubicina liberada en funcion del tiempo desde las
nanoparticulas de Fe;04, PCL y Fe;04/PCL (método de formulacién mediante adsorcion

superficial).
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VALORESDEF Y r?
Cinéticade | Cinéticade | Cinéticade Cinética
orden cero orden uno raiz de raiz
cuadrada cubica
F 2.7 586 3644 409
e r’ 0.220 0.456 0.914 0.237
F 70 183 8019 304
Pet r’ 0.919 0.151 0.981 0.48
F 49 214 5038 306
Fe0dPCL 2 0.889 0.172 0.964 0.417

Tabla 21. Valores del estadistico F y del coeficiente de determinacion r? obtenidos en el estudio
del perfil de cantidades acumuladas de 5-fluorouracilo liberado en funcién del tiempo desde las
nanoparticulas Fe;O,4, PCL y Fe304,/PCL (método de formulacion mediante adsorcion

superficial).
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VALORESDEF Y r?
Cinéticade | Cinéticade | Cinéticade | Cinética
orden cero orden uno raiz de raiz
cuadrada cubica
F 119.4 218 125302 409
e r? 0.944 0.163 0.993 0.55
F 63 338 11339 532
Pet r’ 0.925 0.217 0.976 0.502
F 22.52 251 2699 255
Fe0dPCL 2 0.811 0.284 0.938 0.938

Tabla 22. Valores del estadistico F y del coeficiente de determinacion r? obtenidos en el estudio

del perfil de cantidades acumuladas de diclofenaco sédico liberado en funcién del tiempo desde

las nanoparticulas Fe;O4, PCL y Fe3O4/PCL (método de formulacion mediante adsorcion

superficial).

En todos los casos, la liberacion del farmaco adsorbido sobre las nanoparticulas

obtenidas presenta valores de F y r? que indican un ajuste significativo a una cinética de

raiz cuadrada, con los coeficientes de ajuste indicados en la tabla 23 (la figura 69 es un

ejemplo que muestra el buen acuerdo entre los datos experimentales y la curva de

ajuste). Esta cinética puede explicarse por la mayor concentracién de farmaco presente

en la superficie de la nanoparticula y la baja concentracion de farmaco en el medio, lo

que producira difusion (dependencia con Jt, ecuacion 46) desde la zona superficial, en

la que el farmaco se encuentra mas concentrado hacia el seno de la disolucién, donde la

concentracion es menor. No hay alteracion de la matriz.
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SISTEMA A B
DOXO, Fe;04 (76.99 + 1.35) (24.24 +1.88)
DOXO, PCL (56.18 + 1.31) (20.67 + 1.09)

DOXO, Fe;04/PCL

(53.74 + 1.94)

(22.16 + 1.61)

5-Fu, FesOs (73.75 + 2.60) (21.85 +2.97)

5-Fu, PCL (60.55 + 1.44) (24.68 + 1.38)

5-Fu, Fe;04/PCL (62.68 + 1.88) (23.05 + 1.80)
Diclofenaco, Fe;04 (60.85 + 0.80) (20.27 £ 0.66)
Diclofenaco, PCL (60.65 £ 1.24) (20.60 £ 1.42)
Diclofenaco, Fe;O4/PCL (65.11 £ 2.79) (27.91 + 3.20)

Tabla 23. Coeficientes de ajuste de la ecuacion (46) a la cinética de liberacion de los diferentes

farmacos desde la superficie de cada una de las nanoparticulas.
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Figura 69. Ejemplo de ajuste (lineas continua) de la ecuacion (48) a datos experimentales

(simbolos) en el caso de doxorrubicina adsorbida sobre Fe;O,/PCL.

En cuanto a la liberacion de los distintos farmacos desde el interior de las
nanoparticulas sintetizadas, debemos diferenciar en la realizacion del ajuste cinético las
dos fases caracteristicas del proceso: una fase rapida de unas 9 horas de duracion y, a
continuacion, una segunda fase de liberacion mucho mas prolongada y lenta (figuras
66-68). Como puede apreciarse en las tablas 24-26, independientemente del tipo de
farmaco, la cinética que mejor describe la primera fase del proceso de liberacion es de
nuevo la de raiz cuadrada (veasé tabla 27 para los coeficientes de ajuste y figuras
70-72). Esto es indicativo de una difusion inicial desde la parte mas superficial de las
nanoparticulas hacia el medio. Sin embargo, en la segunda fase la cinética a la que
mejor se ajusta el proceso de liberacion se corresponde con orden O (coeficientes de
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ajuste en tabla 28), lo que implica una liberacion constante y sostenida del farmaco a lo
largo del tiempo, sin efecto significativo de la cantidad ya liberada. Una posible
explicacion a este tipo de liberacion podria basarse en el hecho de que el farmaco que se
encuentra originalmente en el interior de la matriz alimenta constantemente la superficie
con nuevas moléculas que pasan al medio. Se requiere para ello una elevada cantidad de

farmaco absorbida en la matriz y no fuertemente ligado a esta.

Este modo de liberacibn no se observa, sin embargo, en el caso de las
nanoparticulas de PCL vehiculizando diclofenaco sédico. En este tipo de sistemas la
cinética que mejor se ajusta a la liberacion es la de Higuchi (oc /t ). Los parametros de

esta cinética se indican a continuacion:

y = (63.77 +1.64) + (3.36 £ 0.19) - /t (48)

Creemos que esto se puede deber a que existe una cierta repulsion electrostatica
entre las nanoparticulas y el farmaco, ya que ambos presentan una carga superficial
negativa. El farmaco difundira en este caso lentamente a través de la matriz polimérica,
por lo que este proceso es mucho méas lento que la difusion desde la superficie descrita

anteriormente.
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VALORES DE F Y r?

Cinética de Cinética Cinéticade | Cinética de
orden cero de orden raiz raiz cubica
uno cuadrada
137 137 30.39 51.5
PCL (12 fase)
0.932 0.758 0.989 0.388
2264.83 312 3139.48 436.25
PCL (22 fase)
0.996 0.654 0.965 0.751
Fe;O4/PCL (12 184 189 3023 38.8
fase) 0.948 0.871 0.992 0.421
Fe;O4/PCL (22 2562.56 315 2640.88 487.54
fase) 0.996 0.660 0.959 0.779

Tabla 24. Valores del estadistico F y del coeficiente de determinacion r? obtenidos en el estudio

del perfil de cantidades acumuladas de doxorrubicina liberada en funcion del tiempo desde la

matriz de las nanoparticulas de PCL y Fe;O4/PCL (método de formulacion mediante

absorcion).
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VALORESDE F Y r?
Cinéticade | Cinéticade | Cinéticade | Cinética de
orden cero orden uno raiz raiz cubica
cuadrada
F 94.8 142.9 8856 115
PCL (12 fase)
r? 0.904 0.493 0.991 0.373
F 2923 356 6836 605.19
PCL (22 fase)
r? 0.998 0.560 0.977 0.739
Fe;0,/PCL (12 F 98.1 140 6968 100
fase) r? 0.907 0.552 0.991 0.379
Fe;04/PCL (22 F 1758 278 2498 563.74
fase) r? 0.995 0571 0.952 0.787

Tabla 25. Valores del estadistico F y del coeficiente de determinacion r? obtenidos en el estudio
del perfil de cantidades acumuladas de 5-fluorouracilo liberado en funcién del tiempo desde la
matriz de las nanoparticulas de PCL y Fe3O4/PCL (método de formulacion mediante

absorcion).
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VALORES DE F Y r?

Cinéticade | Cinéticade | Cinéticade | Cinética de
orden cero orden uno raiz raiz cubica
cuadrada
159.5 104 4686 78.4
PCL (12 fase)
0.940 0.533 0.989 0.387
149.53 796 24669.17 723.21
PCL (22 fase)
0.974 0.593 0.987 0.552
Fe;0.,/PCL (12 169 113.3 11303 77.9
fase) 0.944 0.587 0.996 0.409
Fe;O4/PCL (22 1022.08 576 15556.14 1036.36
fase) 0.994 0.504 0.981 0.720

Tabla 26. Valores del estadistico F y del coeficiente de determinacion r? obtenidos en el estudio

del perfil de cantidades acumuladas de diclofenaco sédico liberado en funcién del tiempo desde

la matriz de las nanoparticulas de PCL y Fe3O4,/PCL (método de formulacion mediante

absorcion).
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SISTEMA A B
DOXO, PCL (7.56 = 0.76) (13.33 £ 0.45)
DOXO, Fe;04/PCL (3.00 £ 0.68) (13.88 = 0.40)
5-Fu, PCL (20.30 + 0.06) (12.14 £ 0.35)
5-Fu, Fe;04/PCL (16.53 £ 0.59) (11.45 £ 0.035)
Diclofenaco, PCL (20.60 + 1.07) (19.07 £ 0.63)
Diclofenaco, Fe;O4/PCL (17.23 £ 0.60) (17.01 £ 0.35)

Tabla 27. Coeficientes de ajuste de la ecuacion (46) a la cinética de liberacion que describen la

primera etapa de liberacion de los diferentes farmacos desde PCL y Fe;O4/PCL.

SISTEMA A B
DOXO, PCL (46.63 +0.72) (0.23 £ 0.005)
DOXO, Fe;04/PCL (43.28 + 0.69) (0.21 + 0.004)
5-Fu, PCL (57.30 + 0.50) (0.22 +0.004)
5-Fu, Fe;04/PCL (47.02 £ 0.76) (0.21 £ 0.005)
Diclofenaco,PCL |  ———— [ e
Diclofenaco, Fe;O4/PCL (69.75 + 0.63) (0.19 £ 0.006)

Tabla 28. Componentes de las ecuaciones de las cinéticas de orden cero que describen la

segunda etapa de liberacion de los diferentes farmacos desde PCL y Fe;O4/PCL.
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Figura 70. Izquierda: datos experimentales de la cinética de liberacion de doxorrubicina desde
las particulas poliméricas (PCL) y compuestas (FesO4/PCL). Derecha: lineas de mejor ajuste de
los datos de estas ultimas a los modelos descritos en el texto, para la fase inicial de liberacion

(arriba) y para tiempos largos (abajo).
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Figura 71. Izquierda: datos experimentales de la cinética de liberacion de 5-fluorouracilo
desde las particulas poliméricas (PCL) y compuestas (FesO4/PCL). Derecha: lineas de mejor
ajuste de los datos de estas ultimas a los modelos descritos en el texto, para la fase inicial de

liberacion (arriba) y para tiempos largos (abajo).
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Figura 72. Izquierda: datos experimentales de la cinética de liberacion de diclofenaco
sodico desde las particulas poliméricas (PCL) y compuestas (FesO4/PCL). Derecha: lineas de
mejor ajuste de los datos de estas Ultimas a los modelos descritos en el texto, para la fase inicial

de liberacion (arriba) y para tiempos largos (abajo).

Las figuras 70-72 ilustran los resultados y sus mejores ajustes para farmacos
absorbidos en matriz. Creemos importante insistir en que la liberacion sostenida de los
tres farmacos en el tiempo es idénea para lograr un efecto farmacoldgico 6ptimo in vivo.
Es decir, casi toda la dosis de principio activo vehiculizada en los nanocompuestos se
liberara exclusivamente en el lugar de accion, una vez que las nanoparticulas de
Fe;O4/PCL se acumulen de forma selectiva a este nivel con la ayuda del campo

magnético aplicado.
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El presente trabajo de investigacion, tiene dos principales objetivos. Uno es la
consecucién bajo condiciones Gptimas de un sistema transportador de farmacos formado
por nanoparticulas compuestas de un ndcleo magnético y un recubrimiento polimérico
biodegradable. El segundo es la vehiculizacion de los antineoplésicos doxorrubicina y
5-fluorouracilo, y el antiinflamatorio diclofenaco sodico. Las principales aportaciones

pueden resumirse en las siguientes conclusiones:

1. Sobre la sintesis de las nanoparticulas compuestas.

a) Se ha puesto a punto un procedimiento reproducible de sintesis de
nanoparticulas, formadas por un nudcleo magnético (magnetita) y un recubrimiento

polimérico [poli(e-caprolactona)].

b) Para optimizar las condiciones de la sintesis, se analiz6 el efecto de la
proporcién inicial de masas magnetita/polimero sobre las nanoparticulas compuestas
obtenidas, y se concluyé que la relacion 2:4 es la 6ptima. El analisis de las propiedades
eléctricas superficiales y de las propiedades magnéticas de las nanoparticulas avala esta

conclusion.

c) De esta manera, se ha logrado el disefio de un sistema de liberacion controlada
de farmaco constituido por un nicleo magnético, responsable del pequefio tamafio y de
las propiedades magnéticas de las nanoparticulas obtenidas; y por un recubrimiento
polimérico, muy apropiado para el transporte y liberacion controlada de farmaco.
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2. Sobre la estructura y composicién quimica.

d) Mediante la comparacion de los difractogramas de rayos X obtenidos para las
nanoparticulas de magnetita, polimero y compuestas, comprobamos la perfecta
coincidencia de los difractogramas de las nanoparticulas magnéticas con el patron
ASTM de la magnetita. Esto permite identificar las muestras como magnetita y observar
la elevada cristalinidad de ésta, incluso tras quedar embebida en una matriz polimérica.
De esta manera es de esperar que las propiedades magnéticas persistan tras el

recubrimiento de los ndcleos magnéticos por el polimero biodegradable.

e) El andlisis del espectro de infrarrojos constituye una nueva prueba de la eficacia
del recubrimiento, ya que permitid la identificacion de los grupos funcionales del
polimero y una banda caracteristica de la magnetita en las particulas compuestas.

3. Sobre las propiedades eléctricas superficiales.

f) El estudio comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los tres
tipos de nanoparticulas mediante electroforesis constituye una prueba importante de la
existencia del recubrimiento. Este oculta muy eficazmente el nicleo magnético,
haciendo que la superficie de las nanoparticulas compuestas sea indistinguible de la de

las nanoparticulas de polimero.

g) El analisis preliminar de la estabilidad del recubrimiento mediante el estudio de
la evolucién de las propiedades electrocinéticas de las nanoparticulas compuestas en
funcién del tiempo muestra como el comportamiento de éstas se aproxima al de la

magnetita en agua.

h) Empleando la informacion obtenida del estudio electrocinético de nuestros
materiales, hemos justificado el mecanismo de formacion de la capa de recubrimiento

polimérico sobre los ndcleos magnéticos. Esta se genera como consecuencia de la
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atraccion electrostética entre las nanoparticulas de magnetita cargadas positivamente y
la matriz polimérica con carga negativa, lo que induce la concentracién del polimero en

las inmediaciones de la superficie de la magnetita.

4. Sobre la termodindmica superficial.

i) Utilizando un modelo termodinamico aplicable a la interfase sélido/liquido ha
sido posible llevar a cabo una completa caracterizacion termodinamica superficial de las

nanoparticulas sintetizadas.

J) La diferente naturaleza de las superficies de magnetita, poli(e-caprolactona) y
nanoparticulas compuestas se manifiesta en cambios sufridos por las interacciones
interfaciales entre el solido y los liquidos de ensayo, y en general, en diferentes

contribuciones a la energia superficial total de cada tipo de solido.

k) Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se manifiestan en las
caracteristicas hidréfobas/hidréfilas de los diferentes nanomateriales. La naturaleza
hidréfila de la magnetita se pierde al ser recubierta por el polimero hidréfobo, lo que se

considera una prueba muy significativa de la eficacia del recubrimiento.

5. Sobre las propiedades magnéticas.

I) Al quedar englobados los nucleos de 6xido de hierro en el interior de la matriz
polimérica, la imanacion de la nanoparticula resulta ser muy elevada por su caracter
superparamagnético. Esta propiedad ha sido comprobada cualitativamente de forma

visual y mediante microscopia dptica en suspensiones acuosas de los nanocompuestos.

m)Hemos desarrollado una prueba de concepto in vivo sobre las interesantes

posibilidades que podrian ofrecer las nanoparticulas magnetita/poli(¢-caprolactona)
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como sistemas transportadores de farmacos. Para ello, se ha aplicado un método
histolégico de tincién de los nucleos de oxido de hierro en un modelo de tumor
subcutaneo L1210 desarrollado en ratones DBA/2. Sélo los cortes histoldgicos de las
masas tumorales de los ratones tratados con las nanoparticulas magnetita/poli(e-
caprolactona) guiadas magnéticamente mostraron una importante acumulacion de hierro

en el intersticio tumoral.

6. Sobre la capacidad de transporte y liberacion controlada de los farmacos
Doxorrubicina, 5- fluorouracilo y diclofenaco sodico.

n) Se ha validado y utilizado un procedimiento espectrofotométrico sencillo para la
determinacion de la incorporacion de los farmacos en las nanoparticulas compuestas
magnetita/poli(e-caprolactona), y para la cuantificacion de la cantidad de farmaco
cedida al medio en los ensayos de liberacidn.

0) Hemos estudiado y definido las condiciones Optimas de vehiculizacion de
doxorrubicina, 5-fluorouracilo y diclofenaco sédico en los nanocompuestos, mediante
dos métodos: i) la adicion del principio activo en el medio acuoso donde precipitara el
polimero y que contiene los nicleos magnéticos en suspension, antes de que se
desencadene la formacion de las nanoparticulas compuestas; v, ii) la adsorcion tras la

formacion e incubacion de los nanocompuestos en una disolucién de principio activo.

p) El andlisis espectrofotométrico de la incorporacion de farmaco por las
nanoparticulas magnetita/poli(e-caprolactona) pone de manifiesto la contribucion de la
adsorcidn superficial al proceso de vehiculizacion de los farmacos. Se ha observado un
efecto positivo de la concentracion de principio activo en el medio de contacto sobre la
cantidad adsorbida por las nanoparticulas compuestas.
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q) La absorcion de los fA&rmacos en matriz mejora considerablemente los resultados
de vehiculizacién obtenidos mediante el método de adsorcion superficial. La adsorcién
previa de principio activo en la superficie de los ndcleos de 6xido de hierro, junto con
los fendmenos de interaccidn electrostatica entre las moléculas de farmaco y los
nanomateriales justifican los interesantes resultados de vehiculizacion obtenidos. Existe
también un importante efecto positivo de la concentracion de principio activo utilizada

sobre los resultados de vehiculizacion.

r) El estudio de la liberacion in vitro de los farmacos incorporados en la superficie
de las nanoparticulas compuestas revela de forma general un perfil de cesibn muy
rapido de principio activo, completo en menos de cuatro horas y que se ajusta, segun el
criterio de Akaike (AIC), a una cinética de liberacion raiz cubica. Sin embargo, la
liberacion del farmaco incorporado en los nanocompuestos mediante absorcion en

matriz resulta ser mucho mas interesante para obtener un 6ptimo efecto farmacoldgico.
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