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Capitulo 1. Introduccion

1.1 INTRODUCCION

Como es sabido, la actividad farmacologica de cualquier principio activo
depende, ante todo, de la naturaleza de su interaccion con el tejido u érgano diana. Para
que el efecto farmacoldgico se produzca, es necesario, en primer lugar, que el farmaco
llegue en cantidad suficiente a la region diana. Una adecuada formulacion de la
sustancia activa podria contribuir a su eficaz acumulacion en el lugar de accién con una
despreciable circulacion sistémica. Por este motivo, la preparacion de medicamentos es
un campo fundamental y experimental dentro de las ciencias farmacéuticas, que se nutre
de las contribuciones de la Ingenieria y Ciencia de los Materiales, Fisicoquimica,

Ciencia de los Polimeros y Biogquimica, entre otras areas de conocimiento.

Cuando un medicamento es administrado a un paciente, el farmaco contenido en
él, debe atravesar una serie de barreras bioldgicas hasta llegar a la circulacién sistémica

y hacerse efectivo en el lugar de accion.

Los sistemas de liberacion modificada de fa&rmacos mejoran la farmacoterapia
convencional al permitir controlar la duracion del efecto farmacoldgico, gracias a estas
formas, el farmaco llega en mayor cantidad y velocidad a la circulacién sistémica pero
seguimos teniendo una biodistribucion sistémica incontrolada. Esta, es la responsable de
la aparicion de efectos adversos en numerosos tejidos sanos; sin contar con que, la
concentracion final alcanzada por el farmaco en la regidn diana puede ser tan baja que
el efecto terapéutico finalmente conseguido seria muy pobre o préacticamente nulo
[Arias, 2008].
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Teniendo en cuenta todo lo expuesto hasta el momento, podemos afirmar que la

farmacoterapia actual, si bien es eficaz en el tratamiento de numerosos problemas de

salud no estd exenta de limitaciones relacionadas con su seguridad y eficacia. En

concreto, la actividad de los farmacos se puede encontrar condicionada por [Allen y
Cullis 2004; Arias, 2008, 2011; Duran y cols., 2008]:

Pobre selectividad por los 6rganos y tejidos diana.

El caracter hidrofobico de muchos farmacos promueve su precipitacion en

medios acuosos.

La extensa biodistribucion y extravasacion de algunos principios activos puede
provocar dafios en tejidos sanos, consecuencia de una accion inespecifica en

estos.

Una rapida degradacion in vivo hace que sea necesario administrar altas dosis
para lograr un efecto terapéutico adecuado, que incrementa la incidencia de

reacciones adversas.

Susceptibilidad de producir resistencias en determinados grupos de células (por

ej., células tumorales).

Propiedades fisicoquimicas desfavorables (por ej., excesiva hidrofilia) que
pueden limitar la llegada del principio activo en tejidos diana localizados en

zonas muy internas del organismo.
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e Caracteristicas fisiologicas especiales del tejido u 6rgano diana que pueden
condicionar una correcta llegada, extravasacion desde la circulacion sistémica y
distribucion homogénea del principio activo. Por ejemplo, en el caso del tejido
tumoral: una elevada presion hidrostatica y la existencia de un tejido linfatico

afuncional.

Para solventar todos estos problemas, y asi mejorar la calidad de vida de los
pacientes, desde los afios 80 numerosas investigaciones se han centrado en el desarrollo
de sistemas coloidales para el transporte de farmacos [Arias 2011; Reddy 2005]. Se
pretende con esto lograr la acumulacion masiva y especifica de la dosis de farmacos en
el lugar de accion, junto con una minimizacion de los problemas de estabilidad y
seguridad asociados a su uso [Couvreur y Vauthier, 2006]. Estas investigaciones
desarrollan 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]. Aunque esta asociacion no siempre resulta
suficiente para dirigir el farmaco especificamente a zonas mas alla del sistema reticulo-
endotelial (SER) [Couvreur y Vauthier, 2006; Reddy, 2005], por lo que se estan
desarrollando nuevos sistemas transportadores de farmacos mediante estrategias de

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

La administracion de un sistema coloidal provoca una intensa interaccion con el
sistema reticulo-endotelial (SRE) dando lugar a la retirada de este de la circulacién
sanguinea. Segun su tamafo y caracteristicas superficiales esta serd a mayor o menor
velocidad. Los organos del SRE son desfavorables para los antitumorales llegando
incluso a provocar 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]. La corta vida media de los coloides (ti2 = 5 min), hace el
acceso a tumores localizados en zonas alejadas del organismo realmente dificil, es por
esto, que estos sistemas para el tratamiento del cancer quedan restringidos a tumores

localizados en el sistema reticulo-endotelial (SER) [Brigger y cols., 2002].

Investigaciones recientes se basan en el desarrollo de estrategias novedosas para
el disefio de nanosistemas transportadores de farmacos, estos posibilitan a las moléculas
antitumorales alcanzar localizaciones cancerosas mas especificas [Arias 2011], entre las
que encontramos el transporte pasivo, basado en las peculiaridades del intersticio
tumoral: i) un sistema de drenaje linfatico afuncional, lo que origina una mayor
retencion de liquidos en el espacio intersticial; y, ii) la mayor permeabilidad vascular de
estos tejidos en comparacion con los tejidos sanos [Gu y cols., 2007]
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Con el fin de lograr la acumulacion especifica en el tumor, podemos controlar el
destino biologico de los sistemas coloidales ajustando su tamafio, que debe ser lo
suficientemente grande para que no haya extravasacion en capilares sanos, pero lo
suficientemente pequefio para que salga del SRE, permitiendo asi la llegada del coloide
al tejido tumoral. Y por otro lado ajustando caracteristicas superficiales ya que cualquier
transportador de principio activo debe tener una superficie lo mas hidrdéfila posible para
retrasar el reconocimiento por el SRE mediante procesos de opsonizacién [Maeda y
cols., 2009; Mitra y cols., 2001] (adsorcion superficial de opsoninas, un tipo de
proteinas plasmaticas) con la consecuente captura por los macréfagos. Esto se consigue

por dos medios [Cho y cols., 2008; Couvreur y Vauthier, 2006; Patil y cols., 2009a]:

e recubriendo la superficie del coloide hidréfobo con un polimero hidrofilo,

principalmente polietilenglicol (PEG).

e con un sistema transportador constituido por copolimeros con dominios

hidréfilos e hidréfobos.

Los sistemas transportadores que poseen ambas propiedades (tamarfio
nanomeétrico e hidrofilia), presentan un elevado valor de ty;, presentando un proceso de
extravasacion selectivo o especifico en zonas del organismo alteradas por una
inflamacion, una infeccion o un fendmeno de crecimiento tumoral, lo que nos permite
dirigir el farmaco directamente a los tumores localizados fuera de las regiones del SRE,
es lo que conocemos como efecto de permeabilidad y retencién aumentada (EPR)
basado en la mayor permeabilidad de los capilares sanguineos que irrigan el tumor
debida al 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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Célula tumoral

Intersticio
tumoral

Endotelio

Endotelio
tumoral

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.

1.21 LA TEORIA DEL EFECTO DE PERMEABILIDAD Y
RETENCION AUMENTADAS

Cuando las células tumorales se multiplican, se agrupan alcanzando un tamafio
de 2-3 mm, en este momento se produce lo que conocemos como angiogénesis, es decir
la produccién de nueva vasculatura en la zona tumoral, con el objetivo de satisfacer la
mayor demanda de oxigeno y nutrientes del tumor en crecimiento [Byrne y cols., 2008].
Este proceso tiene como resultado una neovasculatura muy diferente a la de los tejidos
sanos, sus capilares presentan canales de fuga de tamafios entre 100 nm y 2 pum segun el
tumor [Maeda y cols., 2009; Betancourt y cols., 2007; Heldin y cols., 2004] y un
drenaje linfatico deficiente [Bellocp y cols., 2003; Skinner y cols., 1990].
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Los defectos en la anatomia y las anomalias funcionales provocan la mayor
permeabilidad de los componentes del plasma (macromoléculas, nanoparticulas y
particulas lipidicas) hacia el tejido tumoral. Ademas el lento retorno venoso y el pobre
aclaramiento linfatico implican que las macromoléculas quedan retenidas en el tumor
mientras la extravasacion en el intersticio sigue produciéndose. Pudiéndose alcanzar
concentraciones locales de farmacos muy superiores, por ejemplo de 10-50 veces mas

que en un tejido normal en uno o dos dias.

Este mecanismo y el efecto EPR se esta usando recientemente con conjugados

poliméricos, micelas o liposomas con farmaco anticanceroso [Lee y cols., 2006].

1.22 FACTORES QUE AFECTAN AL EFECTO DE

PERMEABILIDAD Y RETENCION AUMENTADAS [lyer y
cols., 2006]

« Factores Anatomicos:

- Extensa angiogénesis y alta densidad vascular

- Falta de capa de musculo liso y bajo flujo sanguineo que provoca
una dilatacion pasiva que activa la angiotensina Il, generando un estado de
hipertensién y mayor fuga

- Defectos de la arquitectura vascular, produce mas difusion

- Aclaracion linfatica escasa, dando una mayor retencion de
macromoléculas, farmacos y particulas lipidicas en el espacio intersticial

- Lento retorno venoso que provoca una mayor acumulacion de

macromoléculas
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= Factores que favorecen la generacion del efecto EPR:
- Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
- Bradiquininas y prostaglandinas
- Oxido nitrico (NO) y per6xido nitrico

- Metaloproteinasas de la matriz

Podemos afirmar por tanto que los sistemas transportadores de farmacos con una
superficie recubierta de cadenas hidréfilas presentaran una marcada acumulacion en la
zona tumoral. Estas cadenas se disponen por adsorcion fisica o conjugacion quimica en
la superficie de las particulas y son capaces de repeler las opsoninas retrasando la

opsonizacién [Cho y cols., 2008; Decuzzi y cols., 2009].

Investigaciones recientes ponen de manifiesto que se consigue prolongar
significativamente la permanencia en el organismo, incluso hasta 48 h, de las
nanoparticulas lipidicas mediante la incorporacién de polimeros hidréfilos en su
superficie [Moghimi y Szebeni, 2003; Park, 2002].

La incorporacion de restos de cadenas de PEG-2000 en la superficie de
nanoparticulas solidas lipidicas cargadas con doxorrubicina (didametro = 100 nm)
permite incrementar notablemente la vida media (t2) 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 cols., 2002]. El
incremento de la vida media (t;,) también puede lograrse mediante el uso de
fosfolipidos sintéticos (conjugados con gangliosidos) [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
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interaccion con tejidos sanos tras su administracion sistémica, un volumen de
distribucion 50 veces menor (de 200L a 4.5L) [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 administracién selectiva de anticancerigenos. Por ejemplo, se han formulado
nanoparticulas de poli(e-caprolactona) modificadas superficialmente con cadenas de
oxido de polietileno (p. €j., pluronic® F-68 o pluronic® F-108), para el transporte de
moléculas de tamoxifeno hasta el tejido canceroso [Shenoy y Amiji, 2005]. Tras su
administracion intravenosa a ratones con tumores subcutaneos (linea de cancer de mama
humano MDA-MB-231), se observo una mayor acumulacion del farmaco en el tumor
(26% maéas, 6 horas después de la inyeccién) en comparacién con el farmaco

administrado en solucion.
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1.3 ESTRATEGIAS DE TRANPORTE ACTIVO DE
FARMACOS

A pesar de que el transporte pasivo contribuye a una mayor localizacion de los
farmacos en el lugar de accion, hay situaciones que requieren otro tipo de estrategias
para el tratamiento del tumor. Es por esto que se han desarrollado estrategias para lograr
que los sistemas transportadores convencionales se concentren Unicamente en la region,

diana, es lo que conocemos como transporte activo que se basa en:

- Laseleccion de ligandos especificos que son incorporados en la superficie de los
nanotransportadores para ser captados por los receptores de las células
tumorales. Se eligen ligandos que se expresan en las células o vasculatura
tumoral y no en las células sanas. Los nanotransportadores permanecen durante
mas tiempo por la circulacion sanguinea lo que nos permite un transporte mas
eficaz hacia el tumor que mediante el efecto EPR, pudiendo aumentar su
captacion por endocitosis, aumentando el efecto terapéutico [Kirpotin y cols.,

2006; linuma y cols., 2002; Lopez de Menezes y cols., 1998].

- Disefio de nanoparticulas de diferente naturaleza con capacidad para responder a

estimulos externos aplicados en el lugar de accién exclusivamente.

En ambos casos, el nanosistema transportador logrard concentrarse totalmente
en la region deseada y solo alli liberara el farmaco antitumoral [Cho y cols., 2008;
Couvreur y Vauthier, 2006; Onyiiksel y cols., 2009; Reddy, 2005].
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1.3.1 ESTRATEGIAS BASADAS EN INTERACCIONES
LIGANDO-RECEPTOR

Este tipo de nanotransportadores cuentan con biomoléculas en su superficie que
pretenden la union de las nanoparticulas a la célula para posteriormente introducirse en
su interior, consiguiendo de esta manera una liberacién selectiva del farmaco en la
region deseada. [Arias, 2011]. La union especifica del sistema a la célula diana se
consigue mediante reconocimiento molecular (unién ligando-receptor, interaccién

antigeno-anticuerpo) (figura 2) [Brigger y cols., 2002; Decuzzi y cols., 2009].

« Transportador
Farmaco

4~ Ligando

Endocitoso rceptor- |
ligando

Liberacion [T
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Endosoma
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receptores
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" DNA e o
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Figura 2. Esquema de la internalizacion de nanoparticulas conjugadas con ligandos o
anticuerpos tumor-especificos a través de receptores de la superficie celulares
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a) Transporte mediado por anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales son moléculas disefiadas para una interaccion y
unién especifica con antigenos y receptores de las células cancerosas [Imai y Takaoka,
2006]. Estos pueden ser usados como vehiculos especificos de agentes citotoxicos
[Adams y cols., 2001; Chari y cols., 1995], dado que al unirse a las células tumorales el
conjugado resultante es introducido en la célula por endocitosis mediada por ligandos,
con la posterior liberacion del farmaco que recupera su actividad original.

Un ejemplo caracteristico de esta técnica son los inmunoliposomas, sistemas de
liposomas conjugados con anticuerpos monoclonales por unién quimica de estos con
grupos polares del coloide como restos fosfolipidicos [Maruyama y cols., 1995; Sapra y
Allen, 2003]. Estudios recientes proponen la sintesis de inmunoliposomas especificos
del factor de crecimiento epidérmico-2 (HER-2) que esta presente en la superficie de
muchas lineas de células tumorales. El uso de estos liposomas a nivel superficial
permite el transporte eficaz de fA&rmacos antitumorales mejorando la eficacia terapéutica
en diferentes tipos de cancer con los tratamientos control (farmaco 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 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 logro obtener un
incremento de la tasa de supervivencia de ratones con glioma avanzado ~ 90%, en

comparacion con los grupos controles [Zhang y cols., 2003].
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Ademas se ha propuesto la sintesis de nanoplataformas poliméricas con
moléculas de anticuerpos monoclonales en su superficie como medio de transporte
activo de farmacos. Recientemente se han sintetizado nanoparticulas de poli(D,L-
lactida-co-glicolida) (PLGA) con citoqueratina en su superficie para el transporte de
cistina en el tratamiento del cancer de mama invasivo y metastasico [Kos y cols., 2009].
Esta es un anticuerpo monoclonal especifico de las células epiteliales de cancer de
mama que evita la formacion de plasmina implicada en el 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.

b) Transporte mediado por péptidos

La existencia de la secuencia RGD (arginina-glicina-acido aspartico) en algunos
péptidos es un sistema de reconocimiento importante para la adhesion celular,
permitiendo que estas biomoléculas tengan una alta afinidad para la uniéon a las
integrinas que se encuentran sobreexpresadas en los vasos tumorales [Sun y cols.,
2008], de forma que la union de estas a un sistema transportador de farmacos
incrementa la acumulacién especifica de este en los vasos que irrigan la zona tumoral.
[Schiffelers y cols., 2003].

La integrina presente en la superficie celular sera la que determinara el péptido a
usar. Estudios recientes demuestran que una modificacion superficial de albumina con
péptidos CREKA y Lyp-1 permite obtener una mejora de la actividad anticancerosa del
paclitaxel en ratones con tumores inducidos en la linea celular MDA-MB-435 [Karmali
y cols., 2009], otros estudios proponen disefiar liposomas con cadenas de PEG y la
secuencia peptidica PR_b a nivel superficial para transportar 5-fluorouracilo, esta
secuencia facilita la acumulacion selectiva del coloide en las células de cancer de colon

dado que imita el dominio de adhesion de la fibronectina que se une a la integrina a5p1
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expresada por estas células, al producirse la interaccién se da una endocitosis de la
particula y con ella un aumento de la accion citotdxica del principio activo [Garg y
cols., 2009]. Los estudios de disefio de nanoparticulas de acido poliglutamico
modificadas con H2009.1, una biomolécula que presenta gran afinidad por los
receptores de integrinas avp6, esto permite transportar especificamente la doxorrubicina
a las células cancerosas que presentan este tipo de receptor en su superficie [Guan y

cols., 2008], de forma que minimizan las reacciones adversas de su administracion.

Esta estrategia de transporte activo ofrece grandes posibilidades por lo que han
sido aplicados en terapia génica contra el cancer, donde numerosos estudios han
demostrado que el uso de sistemas modificados con macromoléculas peptidicas de
forma superficial, conlleva un aumento de la eficiencia del proceso de transfeccion de
genes, oligonucledtidos o porciones de ARN y ADN a células tumorales [Taratula y
cols., 2009; Veiseh y cols., 2009].

Un ejemplo de la aplicacion en terapia génica puede ser un estudio que
demuestra la transfeccion del gen mutante RAF en células de nucleosoma (m21), con su
vehiculizacion en liposomas poliméricos catiénicos modificados superficialmente con
péptidos especificos de los receptores de integrinas avf6, que presentan estas células
cancerosas a nivel superficial. Esto logra una inhibicion de los procesos de angiogénesis

que incrementan el aporte de nutrientes a la masa tumoral [Onyiiksel y cols., 2009].
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¢) Transporte mediado por aptameros

Los aptameros son secuencias de acidos nucleicos, de pequefio tamafio y
sintetizados quimicamente de forma muy sencilla, capaces de unirse selectivamente a
determinados antigenos que se localizan en la superficie de las células tumorales [Saéz
y cols., 2010].

Pueden ser usados como agentes antitumorales por si mismos o acoplados a
nanosistemas transportadores de farmacos para aumentar su especificidad por células

cancerosas [Levy-Nissenbaum y cols., 2008].

Por ejemplo, se ha comprobado que la accion del antitumoral docetaxel puede
mejorar significativamente al ser vehiculizado en nanoparticulas de PLGA modificadas
con cadenas de PEG y con el aptamero A10 2’-fluoropiridina. Este aptdmero de ARN es
especifico del antigeno PSMA muy presente en la superficie de las células de cancer de
prostata. En este estudio se observé un incremento muy significativo en la citotoxicidad
inducida en células LNCaP de cancer de préstata, en comparacion con la actividad
desarrollada por las nanoparticulas que carecian de este aptamero en su superficie (p <
0.0004) [Farokhzad y cols., 2006]. Ademas, todos los ratones con este tipo de tumor
inducido y tratados con la formulacion 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.
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d) Transporte mediado por receptores de acido félico y derivados

El &cido folico participa en la biosintesis de las bases nucleétidas, por lo que es
importante en la formacién de nuevas células. Existen dos tipos de receptores de
membrana para el &cido félico (FR-a y FR-B) que en tejidos normales es muy baja pero
es un tipo de receptor muy abundante en las células cancerigenas, sobre todo en tumor
de ovarios y endometrio, debido a la necesidad incrementada de &cido folico para la
sintesis de nuevas células. La interaccion entre las moléculas de &cido folico y su
receptor correspondiente conlleva a un proceso de endocitosis que implica una

acumulacién citosolica de esta molécula [Lu y Low, 2002].

Un estudio con radiomarcadores, mostré que la union del acido félico en las
células tumorales es 20 veces superior que en las células epiteliales normales o
fibroblastos [Cho y cols.,, 2008]. Otros estudios muestran como los liposomas
recubiertos de moléculas de folato aumentan la captacion de los farmacos
quimioterapicos en diferentes células tumorales, de forma que aumenta su citotoxicidad
[Esmaeili y cols., 2008; Gabizon y cols., 2004; Kim y cols., 2005; Pan y Lee, 2005;
Shmeeda y cols., 2006], o estudios que manifiestan la eficacia de esta estrategia ante

fendmenos de resistencia desarrollados por las células cancerosas [Goren y cols., 2000].

Por ultimo, estas estrategias se han disefiado también para aumentar la eficacia
de la fototerapia y la eficiencia de las formulaciones especificas para el diagnostico del

cancer [Lai y Lee, 2009; Low y Kularatne, 2009; Pan y Feng, 2009].

Se han utilizado en el disefio de nanoparticulas de poli(etilenimina) para la
terapia génica de gliomas [Liang y cols., 2009] y en el disefio de nanoparticulas de
poli(alquilcianoacrilato) con moléculas de folato en superficie 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: i) nanoparticulas
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de poli(e-caprolactona) modificadas superficialmente con moléculas de folato y cadenas
de metoxi-PEG [Park y cols., 2005]; ii) nanoparticulas de poli(D,L-lactida) (PLA) que
presentan en su superficie cadenas de PEG y acido félico (o biotina). Permitiendo una

mayor acumulacion in vivo en la masa tumoral (figura 3) [Patil y cols., 2009].
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Figura 3. Eficacia antitumoral de nanoparticulas de PLA cargadas con paclitaxel (Pac) y

modificadas superficialmente con PEG y acido folico (FA), y/o con PEG y biotina (BI). Se
trataron ratones NCR-UN con tumor subcuténeo inducido con células MCF-7 con una solucién
de Pac, las nanoparticulas sin farmaco (blanco), agua bidestilada (vehiculo), nanoparticulas con
farmaco (PacNP), nanoparticulas con farmaco y modificadas con PEG y acido félico (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) Evolucién del volumen del
tumor en funcién 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

La expresion de los receptores de transferrina en células tumorales puede llegar
a ser 100 veces mayor que en células sanas [Daniels y cols., 2006; Minko, 2004], esto
convierte a estos receptores en una posibilidad para el tratamiento del cancer
administrando nanoparticulas modificadas superficialmente en el interior de la region
diana [Derycke y cols., 2004] o incorporando anticuerpos monoclonales especificos de
estos receptores en la superficie [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]. Estudios recientes estudian la transferrina unida a sistemas
coloidales transportadores de farmacos mejorando la biodistribucion del farmaco
transportado y logrando asi una mayor acumulacién de este en el tumor y una 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, produce una captacion tres veces
mayor de este farmaco por células de cancer de préstata humano (PC3) comparado con
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 han demostrado ser eficaces en el tratamiento de
tumores cerebrales ya que atraviesan facilmente la barrera hematoencefalica mediante
transcitosis [Pardridge, 2002], frente a una determinada linea celular (MCF-7) en el
cancer de mama [Sahoo y cols., 2004; Sahoo y Labhasetwar, 2005] e incluso han
aportado una mejora de la fototerapia antitumoral y el diagnostico del cancer mediante
resonancia magnética de imagen [Li y cols., 2009].
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f) Transporte basado en las Glicoproteinas Superficiales Celulares

Las lecitinas son proteinas capaces de reconocer y unirse a fracciones
hidrocarbonicas de glicoproteinas expresadas en la superficie celular. Estas
glicoproteinas son expresadas por las células tumorales en mayor medida que las células
sanas. Debido a la especificidad de la interaccion entre las lecitinas y determinados
carbohidratos pueden ser incorporadas en las nanoparticulas, de esta manera seran
reconocidas directamente por los carbohidratos de la superficie tisular. Esta estrategia se
ha usado tradicionalmente para el tratamiento de cancer de colon [Acharya y cols.,
2009].

g) Transporte basado en el Factor de Crecimiento Epitelial (EGFR)

La activacion de este receptor (familia de receptores de la tirosina-quinasa)
implica la estimulacién del crecimiento y progresién del tumor, proliferacion,
angiogeénesis, invasion y metastasis. Es un factor que se expresa en humerosos tumores
por lo que cabe esperar el estudio de este como diana en estrategias para el tratamiento
de estos tumores (ej. cancer colorectal, de pulmon, carcinoma de las células escamosas

de la cabeza y cuello, cancer de ovario, rifién, pancreas y prostata).
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1.3.2 ESTRATEGIAS BASADAS EN EL DISENO DE COLOIDES
SENSIBLES A DIFERENTES ESTIMULOS

En los Gltimos tiempos ha aumentado el interés por explotar determinadas
sefiales fisicas como pH, temperatura, fuerza ionica, luz o metabolitos, para el desarrollo
de sistemas transportadores de farmacos [Hurst, 2001]. Estos tienen un disefio
normalmente polimérico o liposomal que trata de sensibilizarlos frente a pequefias
modificaciones en su entorno, provocando cambios muy rapidos en su estructura y
propiedades fisicas que son reversibles, por lo que el material vuelve a su estado inicial
en cuanto desaparece el estimulo. Podemos encontrar estimulos generados en el interior
del organismo (cambios de pH o temperatura en determinadas zonas) o estimulos

externos (gradientes magnéticos, luz, campos eléctricos, etc.).

En esta estrategia la interaccion del sistema transportador con el estimulo debe
producirse solamente en la region diana, de modo que el farmaco se libere Gnicamente
en dicha zona y asi conseguir la acumulacién selectiva de este y una menor
biodistribucion, con la consecuente reduccion de las reacciones adversas. Ademas
podemos modular la duracion e intensidad de la accién farmacoldgica [Arias 2011;
Bawa y cols., 2009; Rapoport, 2007; Ulbrich y Subr, 2004].
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a) Control del proceso de liberacion de farmaco mediante cambios en el pH

Esta estrategia basada en el uso de materiales extremadamente sensibles a
pequefios cambios de pH con respecto al sanguineo, es una de las estrategias mas

prometedoras para el transporte de farmacos.

En un organismo sano, el pH extracelular de tejidos y sangre se mantiene en
torno a 7.4, mientras que en el tejido tumoral esta en torno a 6.6. Estas variaciones de
pH se deben a alteraciones de flujo sanguineo, por la escasa organizacion vascular de la
zona tumoral dando descenso de la presion sanguinea e hipoxia local y a alteraciones
metabolicas que provocan acumulacion de metabolitos &cidos. El sistema transportador
en esta situacion, encuentra un entorno acido al que es muy sensible y se descompone
liberando el principio activo vehiculizado. Cabe esperar que este tipo de nanoparticulas
se distribuyan extensamente por el organismo y que s6lo cuando alcancen la regién de
pH al que son sensibles, se destruyan, controlandose asi la liberacién de la dosis de
farmaco vehiculizado [Hilgenbrink y Low, 2005; Jeong y cols., 2003; Lo y cols., 2005].

Como alternativa dentro de esta misma estrategia podemos utilizar sistemas
transportadores sensibles a pH entre 4.5 y 5.0 que tras su internalizacion en la célula
tumoral por endocitosis se degradan por el pH acido y la accion de enzimas hidroliticas
como la catepsina B [Bawa y cols., 2009; Jain, 2001; Rapoport, 2007; Stubbs y cols.,
2000].

Los materiales poliméricos que, generalmente, son sensibles a pH &cido
contienen grupos carboxilicos o sulfénicos, mientras que los sensibles a pHs basicos
contienen en su estructura quimica sales de amonio. En ambos casos, los grupos
quimicos son capaces de captar o ceder protones ante cambios de pH, generando
cambios conformacionales en la estructura de la nanoparticula que afectan a su

solubilidad o provocan el hinchamiento y posterior destruccion de esta. Los materiales
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de tipo i6nico mas ampliamente investigados en el disefio de sistemas transportadores
sensibles al pH son polimeros del acido metacrilico, del metacrilato de dietilaminaetil,
del &cido acrilico y del metacrilato de (dimetilamina) etilo (figura 4) [Bawa y cols.,
2009; Han y cols., 2003; Nay cols., 2003; Rapoport, 2007].
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Figura 4. Representacion esquematica de la liberacion de farmaco basada en el pH

acido del entorno (d).

Un estudio reciente usa la polivinilpirrolidona y el anhidrido dimetilmaleico para
desarrollar un sistema transportador del agente antitumoral adriamicina. Al unir ambas
estructuras conseguimos un sistema muy sensible a ligeros descensos en los valores de
de pH (de 7.4 a 6.6). Se ha descrito que la utilizacion 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 solucion [Kamada y cols., 2004].
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Por otro lado, el uso de particulas de poli(L-histidina) modificadas con cadenas
de PEG Yy restos de &cido folico permite el transporte especifico de doxorrubicina in
vivo. Es decir, esta formulacion permite solventar los fendmenos 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 receptores de folato
desencadenando procesos de endocitosis y degradacion liposomal liberando asi el
farmaco transportado [Kim y cols., 2008a].

Por ultimo, hay estudios que demuestran que los sistemas liposomales sensibles
a variaciones de pH permiten un mejor transporte de farmacos a la zona diana al
compararse con liposomas convencionales o liposomas de liberacion prolongada [Cho y
cols., 2008; Karanth y Murthy, 2007; Kim y cols., 2008b]. Estas formulaciones (tamafio
de particula =~150nm) pueden modificarse superficialmente con anticuerpos
monoclonales de factor de crecimiento epidérmico y utilizarse para la vehiculizacion de
gemcitabina en el tratamiento de tumores inducidos por células A549 BALB/c-nu/un
[Kim y cols., 2009].

b) Control de los procesos de liberacién de farmacos mediante cambios en la

temperatura

El uso de de la hipertermia local para el transporte tumor-especifico fue
propuesto desde 1978 por Yatvin [Yatvin y cols., 1978]. Hay determinados coloides
termosensibles, generalmente polimeros o hidrogeles con grupos hidrofobos, que sufren
un proceso de desestabilizacién/destruccion ante ligeros cambios de temperatura. Estos
coloides presentan una temperatura critica de disolucion que determina la liberacion del

farmaco transportado.
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Destaca la poli(N-isopropilacrilamida) por ser el polimero mas estudiado para
este tipo de nanosistemas transportadores, ya que su temperatura critica de disolucion
estd muy proxima a la fisiol6gica, pudiendo incluso ajustarse a = 42°C con la
incorporacion de N,N-dimetilacrilamida. Otros polimeros termosensibles son: la poli(N-
(D-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 el tratamiento del cancer la hipertermia es una técnica bastante interesante
que ha demostrado cierta toxicidad per se sobre las células cancerosas [Dewhirst y cols.,
1997] y permite aumentar la permeabilidad de la masa tumoral, facilitando de esta
manera, la absorcion de biomacromoléculas y coloides [Gaber y cols., 1996; Hauck y
cols., 1997]. La principal limitacion de la hipertermia es la focalizacién de su accion
exclusivamente a nivel de la masa tumoral sobre todo si se desconoce su ubicacion
[Kong y Dewhirst, 1999]. La hipertermia implica el calentamiento de la masa tumoral
provocando un aumento del tamafio de poro en el endotelio microvascular que irriga la
zona y un aumento del flujo sanguineo a la misma, lo que permite que el sistema
transportador extravase selectivamente en esa zona. A 42°C vemos el mayor efecto de
esta estrategia: el tamafio de poro entre las células endoteliales que componen la pared
de estos vasos sanguineos pasa de aproximadamente 7 a 20 nm a mas de 400 nm. La
hipertermia trata de conseguir simultineamente el aumento de la permeabilidad de la
microvasculatura tumoral y la induccion 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.

Para el uso de esta estrategia los sistemas transportadores deben tener una
temperatura critica de disolucién en torno a 42°C. Se ha logrado el disefio de liposomas
capaces de alterar la estructura de su membrana lipidica ante un ligero incremento de la

temperatura, permitiendo la liberacion del principio activo vehiculizado de forma
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controlada y selectiva [Kong y cols., 2000; Needham y Dewhirst, 2001]. La utilizacién
de liposomas termosensibles estabilizados estéricamente con cadenas de PEG provoca
una mayor acumulacion de principio activo en la zona tumoral, liberando méas del 60%
de la dosis vehiculizada si se calienta la zona diana a 42°C durante 30 minutos [Gaber y
cols., 1996]. Ademas, para aumentar la termosensibilidad de los liposomas pueden
introducirse  polimeros termosensibles en su estructura como la poli(N-
isopropilacrilamida) [Kono, 2001; Purushotham y Ramanujan, 2009; Shen y cols.,
2008].

Los coloides magnéticos presentan importantes aplicaciones en hipertermia ya
que su capacidad de respuesta a campos magnéticos facilita su acumulacién en la region
diana. Como ejemplo: nanoparticulas magnéticas constituidas por un nicleo de
magnetita (Fe3O4) recubiertas por dextrano-g-poli(N-isopropilacrilamida-N,N’
dimetilacrilamida) consiguen la liberacion selectiva de doxorrubicina en el tumor, el
calentamiento del material 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 liberacién controlada de
farmaco mediante hipertermia [Ang y cols., 2007]. Se han formulado 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, se sintetizan por el método de evaporacion con inversion de
fases. Se consiguio la liberacion de mas del 80% del farmaco vehiculizado cuando se
alcanzaban temperaturas de 41°C y una mayor acumulacién de metotrexato en el
musculo esquelético de ratones al aplicar un gradiente eléctrico y calentar a 41°C [Zhu y
cols., 2009].
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Por dltimo, los Oxidos de hierro superparamagnéticos pueden por si mismos
inducir 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], esto se
produce al estar bajo un campo magnetico alterno de gran frecuencia (= 1 MHz) donde
los rapidos cambios de orientacion del momento magnético del nanomaterial provocan
un fenébmeno de calentamiento, que 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 dafos
irreversibles en las células cancerosas, lo que induce su destruccion [Glockl y cols.,
2006; Hergt y cols., 2006; Huber, 2005; Tanaka y cols., 2005]. Para terminar, el
aumento de temperatura provocara la liberacion del farmaco en la region tumoral por

desorganizacion de la estructura de la nanoparticula [Steinkea y cols., 2007].

c) Transporte de farmaco mediante la utilizacion de gradientes magnéticos

La capacidad de respuesta a campos magnéticos dota a los coloides magnéticos
de especificidad a la hora de transportar a los agentes quimioterapicos a su lugar de
accion. Por tanto, gracias al uso de un campo magnético podemos lograr el transporte
del farmaco y la concentracion de este en la regién diana durante el tiempo necesario

para que todo el farmaco sea liberado [Ciofani y cols., 2009].

Es facil pensar que para formular estos sistemas sea necesario simplemente un
oxido de hierro como la magnetita o la maghemita, pero estos materiales presentan una
capacidad de incorporacion de principio activo muy limitada y una liberacion muy
rapida de estos [Arias, 2008; Arias y cols., 2001; Duran y cols., 2008]. Sin embargo, los
polimeros biodegradables y los liposomas presentan una notable capacidad para el

transporte de farmacos (gran vehiculizacién, junto con una liberacién lenta y controlable
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de farmaco gracias a su biodegradacion). Por esto, las investigaciones se centran en el
desarrollo de nanoplataformas compuestas por un nucleo magnético, que facilita el
acumulo del sistema transportador en la region diana como respuesta al gradiente
magnético aplicado, y un recubrimiento biodegradable de origen polimérico o liposomal
[p. e€j., liposoma, chitosan, poli(D,L-lactida-co-glicolida), poli(e-caprolactona) o
poli(alquilcianoacrilato)] que mejora la biodegradabilidad y biocompatibilidad de la
nanoplataforma, y permite el transporte de principios activos [Duran y cols., 2008;

ZaviSova y cols., 2009].

La principal limitacion de este método, consiste en asegurar la correcta
intensidad del campo magnético para controlar asi la permanencia del coloide en el
lugar de accion y activar la liberacién del farmaco.

Para solventar este problema, se ha propuesto la implantacién 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 estos implantes magnéticos
combinados con un gradiente magnético externo podria acrecentar ain mas si cabe la
acumulacién de las nanoplataformas magnéticas en la zona tumoral [Fernandez-Pacheco
y cols., 2007; Rosengart y cols., 2005; Yellen y cols., 2005]. Se han propuesto
modificaciones de la superficie de la nanoparticula con ligandos especificos de
receptores presentes en células tumorales [Lin y cols., 2009] o modificaciones para
aumentar la selectividad de las nanoparticulas por la microvasculatura tumoral [Reddy y
cols., 2006; Tietze y cols., 2009; Zhang y cols., 2007] como solucién a la problematica

anteriormente expuesta.
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d) Control del proceso de liberacion mediante la luz

AUln no se ha demostrado la eficacia de este tipo de materiales para el transporte
especifico de farmacos, sin embargo son realmente interesantes por su seguridad, bajo
coste y facil manipulacion. Son necesarias mas investigaciones para demostrar su
eficacia como sistemas capaces de degradarse ante un estimulo luminoso que puede
ademas ser administrado en cantidades definidas y de forma precisa [Bawa y cols.,
2009; Bisby y cols., 2000; Rapoport, 2007; Shumy cols., 2001].

e) Control mediante ultrasonidos

Basada en exponer la zona tumoral a ultrasonidos, asi conseguimos localizar el
coloide en la region y liberar totalmente la dosis de fA&rmaco en el espacio intersticial del
tumor [Rapoport y cols., 2004]. Es una estrategia no invasiva dado que los ultrasonidos
tienen una adecuada capacidad de penetracion corporal. Podemos localizar la accién
controlando distintos parametros (frecuencia, potencia, tiempo de aplicacion). Al aplicar
los ultrasonidos en la region tumoral conseguimos un aumento de la permeabilidad de
los capilares sanguineos que irrigan la zona tumoral, generamos energia térmica y

logramos la alteracion de las membranas celulares. [Bawa y cols., 2009].

El sistema transportador llega al tumor gracias al efecto de EPR caracteristico de
la masa cancerosa (transporte pasivo) y cuando alcanza esa zona, el coloide es captado
por las células tumorales gracias a la alteracion por los 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].

30



Capitulo 1. Introduccion

En un estudio recientemente publicado se investigd la utilizacion de liposomas
cargados con cisplatino y modificados superficialmente con cadenas de PEG, en
combinacidén con ultrasonidos de baja frecuencia (= 20 kHz). Se uso6 para el tratamiento
de ratones con tumores inducidos en la cavidad intraperitoneal con células de linfoma
C26. Las nanoparticulas se administraron en el lugar diana y, una hora después, se
sumergi6 la zona tumoral en un dispositivo lleno de agua con una sonda de ultrasonidos.
Para los mismos ratones con el tumor en una extremidad posterior, tras 24 h se sumergia
el tumor en un bafio a 24°C y se aplicaba ultrasonidos a 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 observé que =
70% de la cantidad de cisplatino vehiculizada por los liposomas se acumulaba
selectivamente en el tumor gracias a la accion de los ultrasonidos, a diferencia de la casi
nula (< 3%) acumulacion de farmaco obtenida en ausencia de estimulo. A consecuencia
de esto, se obtuvieron mejores resultados terapéuticos en el grupo de ratones tratados
con ultrasonidos con una regresion del tumor en un menor periodo de tiempo (figura 5).
Como conclusién los ultrasonidos a baja frecuencia estan especialmente indicados en el
tratamiento de tumores superficiales (p. ej., piel, cabeza, cuello y canceres
ginecologicos) mientras que los ultrasonidos de elevada frecuencia son méas adecuados
en el caso de tumores localizados en estructuras mas internas del organismo [Schroeder
y cols., 2009].
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En ausencia de
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Tratamiento con
ultrasonidos
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"1 8 15 2 29
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Figura 5. Actividad antitumoral (grosor de la extremidad en mm: media + desviacién 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 aplicacion 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 solucion de cisplatino y sin la
administracion de ultrasonidos de baja frecuencia (—A-); vi) grupo tratado con una solucién 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

Una de las principales aplicaciones de esta estrategia es el transporte activo de
farmacos antitumorales en el cancer de colon [Bawa y cols., 2009]. Se basa en la
capacidad de las enzimas presentes en la zona tumoral para liberar el farmaco
vehiculizado. Si el coloide es degradable por las enzimas se producira una liberacion
especifica del farmaco en la zona diana. [Meers, 2001].

En un reciente estudio se ha comprobado que nanoparticulas de albumina 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].

1.4 TRANSPORTE DE FARMACOS A CELULAS
TUMORALES RESISTENTES

El principal obsticulo para la eficacia de los agentes quimioterépicos es el
desarrollo de mecanismos de resistencia por parte de las células cancerosas a pesar del
uso de dosis elevadas. La quimioterapia solo serd eficaz si conseguimos una estrategia
de tratamiento capaz de sobreponerse a los mecanismos de resistencia celular y
fisiolégica de la zona tumoral, sin olvidar los problemas farmacocinéticos de muchos

farmacos antitumorales.
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La zona tumoral se caracteriza por un flujo sanguineo irregular y una presion
hidrostatica muy alta lo que dificulta la difusion de los agentes quimioterapicos en el
espacio intersticial. Por otro lado, el intersticio tumoral presenta un entorno ligeramente
acido dificultando asi la actividad de farmacos basicos que se encontrarian ionizados

impidiendo su extravasacion desde la circulacion sanguinea.

Podemos decir que el fenotipo celular de resistencia a farmacos antitumorales es
el resultado sinérgico de la combinacion de diferentes mecanismos como: inhibicién de
los fendbmenos de apoptosis celular, aumento de los mecanismos de expulsion de
farmaco desde el espacio intracelular, reduccion de la absorcion celular o un aumento de
los mecanismos de reparacion del ADN y desintoxicacion celular. [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. €j., la utilizacion del
farmaco como falso sustrato de la glicoproteina-P, principal mecanismo de expulsién)
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
eliminacién por el SRE, mediante la modificacién de su superficie con moléculas que le
aporten una proteccion estérica (p. ej., cadenas de PEG); ii) vehiculizar diferentes tipos
de agentes quimioterapicos en grandes dosis; y iii) garantizar la maxima concentracién
posible de farmaco en el intersticio tumoral y la mayor absorcién intracelular [Jabr-
Milane y cols., 2008].
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El interés biomédico por los sistemas coloidales comenzé en la segunda mitad
del siglo pasado, momento en el que se empezd a postular su utilizacién in vitro e in
vivo con fines de diagnostico y tratamiento de enfermedades. [Couvreur y Vauthier,
2006].

Con respecto a su aplicacion con fines de diagnostico, los sistemas coloidales se
han utilizado in vitro en la sensibilizacion celular, la separacién de células, la
inmovilizacion de enzimas y en el desarrollo de inmunoensayos. In vivo, los coloides
logran incrementar la especificidad de los agentes de contraste en resolucion magnética
de imagen (MRI) e incluso pueden actuar como agentes de contraste per se. Otras
aplicaciones de gran interés biomédico son la purificacion de medios bioldgicos y de
aguas residuales, y la ingenieria de tejidos [Sun y cols., 2008, Shubayev y cols., 2009].

En terapéutica, los sistemas coloidales demuestran una enorme capacidad para
acumular especificamente el principio activo en el lugar de accion, asegurando una
minima distribucion de este por el resto del organismo [Arias y cols., 2008c; Couvreur y
Vauthier, 2006; Reddy, 2005].

Los sistemas transportadores coloidales se utilizan para liberar el farmaco en un
area especifica del cuerpo (direccionalidad) y para retardar y prolongar su liberacion
(liberacién modificada) exclusivamente en el lugar de accion. De forma general los
sistemas coloidales transportadores de farmacos estdn compuestos por suspensiones
acuosas de particulas de tamafio nanométrico biodegradables que contienen principios
activos incorporados superficialmente (adsorbidos) o en el interior de la matriz

(absorbidos) y generalmente estos sistemas son administrados por via parenteral.
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Todo esto supone una serie de ventajas sobre la terapéutica tradicional, ya que la
asociacion de farmacos (independientemente del grupo terapéutico al que pertenezcan)
con sistemas transportadores coloidales permite:

La acumulacion especifica del farmaco en la region diana.

e El aumento del tiempo de exposicion célula diana/farmaco antitumoral.

e La mejora del perfil farmacocinético del principio activo.

e La proteccion del farmaco en el interior del sistema transportador frente a
procesos de degradacién in vitro (en condiciones de almacenamiento) e in

vivo (contra los sistemas enzimaticos a los que es susceptible).

De esta manera, la utilizacion de coloides en farmacoterapia debe suponer una
mejora significativa de la eficacia y una reduccion de la toxicidad asociada al uso de

principios activos.

Las caracteristicas que tiene que cumplir un coloide para poder ser utilizado

como un sistema transportador de farmacos son [Arias y cols., 2001; Craig, 1994]:

1. Debe garantizar que el farmaco vehiculizado se acumule selectivamente en el
lugar de accion, generdndose concentraciones residuales muy pequefias a nivel

sistémico.
2. Debe ser capaz de transportar una cantidad apropiada de farmaco, de lo

contrario, la cantidad de material necesaria puede ser demasiado grande como

para ser administrada al paciente.
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10.

11.

El farmaco tiene que liberarse desde el sistema transportador a una velocidad

adecuada y de forma exclusiva en el lugar de accion.

Versatilidad para el transporte de principios activos de muy diversos grupos

terapéuticos y con gran variabilidad en sus propiedades fisicoquimicas.

Deben tener un tamafio pequefio, preferiblemente inferior a 100 nm, para

asegurar una correcta llegada al lugar de accion.

Incrementaran la sensibilidad de las células cancerosas o microorganismos

resistentes a la farmacoterapia.

Debe ser estable in vitro (en el almacenamiento) y en su transito al lugar

requerido in vivo.

No debe presentar problemas de pérdida o cesién durante su almacenamiento o

antes de llegar al lugar de accion.

Debe presentar una toxicidad e inmunogenicidad minimas, ademéas de ser

biodegradable y biocompatible.

El sistema debe ser relativamente simple de producir a gran escala o a nivel

industrial.

Los materiales necesarios para su formulacion deben estar aprobados por la

administracion sanitaria.
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Como hemos indicado, un aspecto crucial para su uso en farmacoterapia es el
tamafio y la forma de las particulas que constituyen el coloide. De forma general, el
tamarfio puede ser de 1 a 100 um (microparticulas) o inferior a 1 pum (nanoparticulas). Si
bien, cuanto menor sea éste, mejor 0 mas extensa sera su llegada al tejido diana. Una
morfologia esférica contribuird también a esta extensa distribucion [Decuzzi y cols.,
2009]. Numerosas investigaciones han puesto de manifiesto que, independientemente de
la via de administracion, el destino bioldgico de cualquier coloide una vez que alcanza
la circulacion sistémica depende de su geometria (forma y tamafio) y de sus
caracteristicas superficiales (carga eléctrica e hidrofilia/hidrofobia) [Craig, 1994;
Decuzzi y cols., 2009; Reddy, 2005]. En cuanto al efecto del tamafio de particula sobre
el destino bioldgico del coloide, se sabe que las particulas con un didmetro mayor de 7
um se acumularan en los pulmones, ya que €stos contienen la primera red de capilares
que las particulas se encuentran en su camino al tejido diana. Por lo tanto, las particulas
mas grandes quedaran atrapadas en estos capilares sanguineos antes de llegar al lugar de
accion [Craig, 1994].

1.41 USO DE COLOIDES MAGNETICOS PARA EL
TRANSPORTE DE FARMACOS

Cada vez son mas las moléculas y estrategias propuestas para mejorar el
transporte y liberacion controlada de principio activo [Arias, 2011; Arruebo y cols.,
2007; Fischer y Chan, 2007; Lynch y Dawson, 2008; Grainger, 2009] destacando, por
sus grandes posibilidades, los transportadores magnéticos coloidales. La tecnologia de
transportadores magnéticos se origind en los afios 40 para su aplicacién en la
purificacion de aguas residuales. En poco tiempo se propusieron numerosas

aplicaciones biomedicas.
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En concreto, los coloides magnéticos presentan interesantes utilidades en terapia
celular (separacion y etiquetado celular), tratamiento de tumores mediante hipertermia,
disefio de biosensores, agentes de contraste en resonancia magnética de imagen,
inmovilizacion enzimatica, separacion magnetica de biomoléculas, ingenieria tisular, v,
particularmente, en el transporte de farmacos [Gupta y Gupta, 2005; Laurent y cols.,
2008; Pankhurst y cols., 2003; Tarjat y cols., 2003].

Este tipo de nanoparticulas estd constituido por un ndcleo magnético
(principalmente de oxido de hierro) englobado en una matriz organica (p. €j., polimero,
polisacarido o almiddn) o inorganicos (p. ej., silice). Sus caracteristicas pueden
modificarse con 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, biodegradacion y
eliminacion, estabilidad en almacenamiento e in vivo, y capacidad de respuesta a

gradientes magnéticos aplicados.

El uso de nanoparticulas magnéticas y campos magnéticos permite dirigir el
farmaco a un lugar especifico. Para ello el farmaco es vehiculizado en la nanoparticula
magnética para a continuacion ser administrado por via parenteral. De forma
simultanea, se aplica un campo magnético selectivamente sobre el lugar de accion.
Cuando el coloide magnético alcanza la zona de influencia del campo, es atraido
(retenido) por éste. Asi se logra acumular toda la dosis de farmaco administrada en el
lugar de accion y controlar su liberacion [Duran y cols., 2008]. EI mecanismo por el que
se produce la liberacion del principio activo desde, el coloide magnético puede ser muy
variado y complejo. Generalmente, este mecanismo incluye los siguientes procesos
[Alexiou y cols., 2000; Hafeli, 2004; Neuberger y cols., 2005]:
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Difusion a través de la matriz que lo contiene.

Liberacion por degradacion enzimatica del material que lo engloba.

Liberacion por destruccion del coloide ante condiciones fisicoquimicas adversas

(p. €j.: pH, temperatura...).

Liberacidn activada por la exposicion de un campo electromagnético alterno que

provoca alteraciones en la matriz donde va vehiculizado.

No cualquier tipo de coloide puede ser utilizado para el transporte de farmacos.

Las caracteristicas que debe tener un transportador magnético de farmaco son [Arias y
cols., 2001; Arias y cols., 2007a; Héfeli, 2004; Libbe y cols., 1996a; Libbe y cols.,
1996b; Mdller y cols., 1996; Pankhurst y cols., 2003]:

1.

4.

Pequefio tamafio (inferior a 500 nm), para asegurar una extensa distribucién a

nivel capilar y la perfusion uniforme al lugar de accion.

Una respuesta magnética adecuada in vivo a los campos magnéticos aplicados.

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

material magnetizable.

Velocidad de liberacion del farmaco controlable (o predecible) en el lugar

deseado.
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5. Los componentes utilizados en su formulacién deben asegurar una méaxima

biocompatibilidad y una minima antigenicidad.

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

productos de degradacion que se generen.

La utilizacion de este tipo de coloides asegurard de esta manera la total
concentracion de la dosis de farmaco vehiculizada en la region deseada. Por este
motivo, se lograra un efecto farmacoldgico 6ptimo y, al mismo tiempo, una casi
despreciable biodistribucion del farmaco en el organismo [Duran y cols., 2008]. Las
posibilidades de estos coloides son tan importantes en el transporte de
biomacromoléculas, que incluso se encuentra en investigacion su aplicacion en terapia

génica [Scherer y cols., 2002].

Sin embargo, debe realizarse un perfecto disefio del coloide magnético para
asegurar su llegada al lugar de accion. Diversas investigaciones han puesto de
manifiesto la importancia que las propiedades fisicoquimicas tienen sobre el destino
bioldgico del sistema magnético coloidal. En concreto, son factores cruciales:

1. La geometria de la particula coloidal. Un tamafio inferior a 200 nm y una
morfologia esférica aseguraran una extensa biodistribucion y, por lo tanto, la
total llegada del coloide magnético al lugar de accion.

2. La superficie de la particula coloidal debe ser hidrofila. Solo asi se lograra

retrasar el reconocimiento del coloide por el sistema reticulo endotelial. Hecho

que conlleva la eliminacion del sistema coloidal del organismo.
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3. La carga eléctrica superficial de la particula coloidal debe ser 1o mas pequefia
posible. Asi se logra minimizar la retirada de las particulas de la circulacion

sistémica por el higado.

En referencia a los mecanismos fisicos que determinan el transporte del coloide
en la circulacion sanguinea por efecto de un campo magnético aplicado; queda bastante
claro que debe existir un balance entre las fuerzas ejercidas sobre el coloide por el flujo

sanguineo y el gradiente de campo magnético aplicado. EI movimiento de las particulas
magnéticas coloidales in vitro esta determinado por la relacion entre la fuerza (F ), el

gradiente del campo magnético (Vé) y la imanacion de las particulas (M ), de acuerdo

con la siguiente ecuacion:

Cuanto mayor sea la imanacion de saturacion (Ms) de las particulas coloidales,
menor serd el campo magnético precisado para la retencion del transportador magnético,
y mayor serd la eficacia del guiado magnético. A pesar de que el comportamiento de las
particulas magnéticas en los liquidos viene dado por ecuaciones ferrohidrodindmicas
[Charles, 2003; Charles y Popplewell, 1980], diversos factores bioldgicos pueden
afectar a las caracteristicas farmacodinamicas del transportador in vivo. En particular, y
como ya hemos comentado, el reconocimiento de las particulas por las células del
sistema fagocitico mononuclear generalmente provoca la localizacion no especifica del

coloide en el higado y en otros érganos relacionados con este sistema.

Para el transporte magnéticamente controlado de farmacos el coloide magnético

puede ser retenido en el érgano o tejido diana si las fuerzas magnéticas contrarrestan las
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velocidades de flujo lineal de la sangre en el tejido vascular (> 10 cm/s en las arterias, >
0.05 cm/s en los capilares) [Gupta y Hung, 1994]. Se ha sugerido que a velocidades de
flujo sanguineo entre 0.05 y 0.1 cm/s, un campo magnético aplicado de 0.8 T es
suficiente para permitir la localizacion deseada del 100% de un transportador magnético

que contenga un 20% de magnetita [Senyei y cols., 1978].

Por otro lado, y como ya se ha indicado, la velocidad con la que el fArmaco es
liberado de la particula magnética coloidal puede controlarse magnéticamente. Se ha
demostrado que la velocidad de liberacion de un principio activo puede incrementarse
mas de 30 veces mediante sistemas poliméricos que contienen nanoparticulas
magnéticas expuestas a un campo electromagnético alterno. EI mecanismo puede
implicar el desplazamiento de las cadenas poliméricas con [Kost y cols., 1985], o sin
[Saslawski y cols., 1988] la entrada de agua, la cual puede provocar una mayor

disolucién del farmaco.

Otra forma de incrementar la respuesta magnética es aumentar el contenido
magnético del coloide. Sin embargo, esta aproximacién esta limitada por la reduccion

proporcional en contenido de farmaco [Gupta y Hung, 1988].

La evaluacion experimental de la distribucion tisular de este tipo de
transportadores ha sido fundamentalmente documentada mediante la utilizacién de
microcapsulas de albimina que contienen en torno a un 20% de particulas de magnetita
[Gupta y Hung, 1994]. Por ejemplo, comparado con una disolucion de adriamicina de
administracion intravenosa, se ha demostrado que la administracion intrarterial de un
1% de la dosis normal de este farmaco mediante microcapsulas magnéticas de albumina
en presencia de un campo magnético de 0.8 T logra la misma concentracion de farmaco
en el lugar diana [Widder y cols., 1978]. A excepcion de los polimeros bioadhesivos y
de las microcapsulas de etilcelulosa, todos los experimentos realizados con campos

magnéticos inferiores a 0.4 T han demostrado el papel decisivo que tienen sobre las
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propiedades farmacocinéticas del coloide el tamafio de particula, el tipo de campo
magnético aplicado y la profundidad y permeabilidad de la region diana [Gupta y Hung,
1990].

Se ha demostrado que se puede lograr un incremento de entre 8 y 25 veces en la
concentracion de farmaco en el tejido diana con un tercio de la dosis convencional
administrada. Sin embargo, el uso de transportadores magnéticos esta restringido por la
necesidad de un campo magnético con intensidad de campo apropiada, gradientes de
campo constantes con la geometria adecuada, y por las dificultades propias del acceso al

lugar diana [Gupta y Hung, 1989; Gupta y Hung, 1990].

Nanoparticula

magnética

C apilar sanguineo

........
.
.
.

| Supeirficie corporal |

Iman

1 L ,l C elulas endoteliales |

. | C élulas cancerosas |

Figura 6. Representacion esquematica de transporte activo direccional de las

nanoparticulas magnéticas

El uso de campos magnéticos alternos genera el efecto de hipertermia y ademas
conseguir la liberacion controlada del principio activo vehiculizado [Guo y Szoka,
2003; LaVan y cols., 2003]. La aplicacion de campos magnéticos externos junto con el
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coloide magnético provocan el calentamiento especifico de la masa tumoral hasta unos
42°C, temperatura que si es mantenida durante 30 minutos provocara 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]. Por otro lado, este calentamiento
destruira los nucleos magnéticos permitiendo la liberacion 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 administracion
intravenosa. Por esta via las nanoparticulas magnéticas entran en contacto rapidamente
con fluidos fisiologicos de pH bésico (7.4) y con una fuerza idnica relativamente alta
(130-150 meqg/L). Bajo estas condiciones fisiologicas, las nanoparticulas se agregan
para ser termodinamicamente estables, agregacion que se vera favorecida si el coloide
presenta una magnetizacion remanente tras la retirada del campo magnético aplicado.
Esta estabilidad in vivo puede comprometer la llegada de las nanoparticulas al lugar de
accion, por lo que el sistema transportador debe reunir las siguientes caracteristicas
[Durén y cols., 2008]: i) densidad de carga eléctrica superficial suficiente que asegure
una repulsion electro estatica entre las particulas que evite su agregacion; ii) hidrofilia
(mojabilidad), para asegurar la distribucion de las nanoparticulas en el plasma de forma
individualizada y que no aparezcan agregados hidréfobos; v, iii) superficie modificada
con cadenas poliméricas hidrofilas que retrasan/minimizan lo fendmenos de floculacion
y de opsonizacién previos a la fagocitosis por macréfagos, donde las cadenas de
polimero (por norma general PEG) protegen por impedimento estérico de la
nanoparticula magnética o electro-estérico si la cadena estd cargada. Actualmente, la
introduccidén en clinica de los coloides magnéticos como sistemas transportadores de

farmacos esté limitada por [Dobson, 2006; Duran y cols., 2008; Libbe y cols., 1996a]:
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e La necesidad de uso de intensos campos magnéticos para asegurar la perfecta

acumulacién del coloide magnético en el lugar diana.

¢ Estudios insuficientes que aseguren: facil produccion a gran escala, estabilidad y

beneficios econdmicos asociados a este tipo de terapia.

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

humano.

e EIl destino biologico del farmaco debe asegurarse aun mediante el perfecto

control de los procesos de liberacion.

e Las nanoparticulas magnéticas podrian agregarse en el torrente sanguineo,
generando una embolia y efectos secundarios en los 6rganos donde quedan
atrapadas (principalmente, a nivel hepatico). 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. CANCER Y ANTINEOPLASICOS

Nuestro organismo esta constituido por un conjunto de células que se dividen
periddicamente para reemplazar células viejas o muertas manteniendo asi el correcto
funcionamiento de nuestros 6rganos. Este proceso de division estd regulado por
mecanismos de control que indican a la célula cuando comenzar a dividirse y cuando

no.

El céncer se caracteriza por un cambio en estos mecanismos de diferenciacion y
proliferacion celular, dando lugar a una proliferacion excesiva de las células que con el
tiempo da lugar a un tumor o nddulo. Si las células que forman este tumor no son
capaces de invadir y destruir otros érganos hablamos de tumores benignos, pero si estas
sufren nuevas alteraciones y comienzan a invadir tejidos y Organos, trasladarse y
proliferar en otras partes del organismo, dando las llamadas metéstasis, hablamos de

tumor maligno, conocido cominmente como cancer.
Las caracteristicas de las células de un tumor maligno son:

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

e Neoplasia: las células presentan variaciones en su forma, tamafio y funcion.

Estas células dejan de actuar como deben y adquieren nuevas propiedades que

configuran el caracter maligno (cancer).
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e Capacidad de invasion: el cancer puede extenderse por el organismo, utilizando

para ello diferentes vias. Las mas comunes son:

o La propagacion local. Las células tumorales invaden los tejidos vecinos,
infiltrandose en ellos.

o La propagacion a distancia. Ocurre cuando algin grupo de células
malignas se desprende del tumor original donde se generd para
trasladarse a otros lugares del organismo. Fundamentalmente, se
propagan por los vasos sanguineos y linfaticos, para después desarrollar

tumores malignos secundarios.

Existen una serie de alteraciones benignas y /o premalignas de las células:

e Hiperplasia: incremento en el nimero de células (se dividen més rapido de lo
normal) de un tejido en un area especifica. El resultado es el agrandamiento del
organo como por ejemplo la hiperplasia benigna de prostata o la aparicién de un

nddulo benigno.

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

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

precancerosa.
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2.1.1 TIPOS DE CANCER

Los tipos de cancer mas comunes son los siguientes:

a) Carcinoma

Tumor maligno que se origina en la capa de células epiteliales que recubre los
organos. Aproximadamente el 80% de los tumores cancerosos son carcinomas. Dentro
de estos encontramos gran variedad de nombres puesto que las células que lo componen

tienen caracteristicas diferentes, podemos destacar:

o Carcinoma de células basales: el cancer de piel mas comun. Originado en la capa
de células basales de la epidermis. Por lo general, en areas expuestas al sol,
especialmente la cabeza y el cuello, crece lentamente y es poco probable que se

propague a partes distantes del cuerpo.

e Melanoma: tumor maligno que se origina en los melanocitos. Es casi siempre
curable en sus primeras etapas. Sin embargo, es probable que se propague a
otras partes del cuerpo.

b) Sarcoma

Tumor maligno originado en los tejidos conectivos (cartilago, grasa, musculo o

hueso), seglin la célula originaria reciben distinto nombre, siendo los méas conocidos:

Osteosarcoma: deriva del hueso.

Liposarcoma: deriva de la grasa.

Condrosarcoma: deriva del cartilago.

Angiosarcoma: deriva de los vasos sanguineos.
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c) Leucemia
Céncer de la sangre. Supone un notable descenso en los niveles de glébulos
blancos, en estas no existe tumoracion, se afectan la sangre y la médula Osea. La

leucemia se puede clasificar en funcion del tipo de célula alterada en:

e |eucemia mieloide

e |Leucemia linfoide

Asimismo, segun el estado de maduracion de las células leucémicas, podemos

encontrar:

e Leucemias agudas: formada por células inmaduras.

e Leucemias cronicas: las células estan en el ultimo paso de la maduracion.

d) Linfoma

Céancer del sistema linfatico. Los dos tipos principales de linfomas son la

enfermedad de Hodgkin y el linfoma no Hodgkin.
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2.2 ANTINEOPLASICOS

El objetivo ultimo de la terapia anticancerosa es la eliminacion completa de toda
célula cancerosa, mediante métodos quirargicos, radioterapéuticos y farmacologicos. Si
esta extirpacion completa es posible se habla de curacion o tratamiento radical, pero si
la neoplasia no esta localizada, existen metastasis 0 no es posible la erradicacion por
motivos diversos, el objetivo de la terapia es paliativo: reducir el tamafio o el nimero de
células, aliviar los sintomas y prolongar la supervivencia con una calidad de vida
aceptable. La farmacologia anticancerosa constituye un método terapéutico muy til que
coadyuva, junto con la cirugia y la radioterapia, a mejorar el prondstico de la

enfermedad.

Se dispone de diversas formas de administracion de la quimioterapia:

e Quimioterapia de induccién: en una situacion de enfermedad avanzada, el

objetivo es conseguir su remision, con una intencion curativa 0 meramente

paliativa. La eficacia se valorara en términos de respuesta objetiva.

e Quimioterapia adyuvante: se realiza después de efectuar un tratamiento

locorregional quirdrgico o radioldgico. Su objetivo es eliminar la enfermedad
residual micrometastasica y su eficiencia se valora en términos de prolongacién

de la supervivencia o del intervalo libre de enfermedad.

e Quimioterapia neoadyuvante: se emplea como tratamiento primario del tumor en

estadio clinico locorregional antes de cirugia, en asociacibn o no con
radioterapia concomitante. Su eficacia se valora en términos de remisiones

completas patoldgicas y en la prolongacién de la supervivencia.
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e Quimioterapia regional: se realiza por via intraarterial, intraperitoneal o

intratecal, para aumentar la exposicion del farmaco en un lugar determinado.

Las células presentes en un tumor no son homogéneas aunque se hayan
originado de un mismo grupo clonal; por el contrario, en el transcurso de la
proliferacion y del crecimiento, las células desarrollan caracteristicas distintas de
caracter bioquimico, morfolégico e inmunoldgico, probablemente por cambios
mutagénicos. Esta heterogeneidad celular se traducira, entre otras consecuencias, en
diferencias de sensibilidad a la accion de los farmacos antineoplasicos, desde una

sensibilidad elevada hasta una resistencia total.

Ademas las células tumorales presentan diferencias en cuanto a la fase del ciclo
celular en que se encuentran; mientras unas estan en fases de elevado crecimiento o
proliferacion otras pueden estar en fase de reposo. Generalmente muchas neoplasias se
diagnostican en etapas de crecimiento desacelerado, debido a problemas de
vascularizacion, competencia entre células para conseguir elementos nutritivos,
problemas de espacio, etc. Puesto que muchos de los antitumorales son mas eficaces
frente a células de division rapida, podria decirse que en principio gran parte de la
poblacién celular tumoral puede ser resistente al agente antineoplasico. En estas
circunstancias, una reduccion inicial del namero de células (por métodos quirdrgicos,
radioterapia y accion de farmacos que actlen con independencia de la fase del ciclo
celular) puede modificar el equilibrio intratumoral y estimular a las células que se
dividian lentamente para que lo hagan con mas rapidez, convirtiéndose en células mas

sensibles a los farmacos que actan en las fases de crecimiento rapido.
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Por otro lado cuando un tumor se encuentra sometido a la presion selectiva de un
tratamiento farmacologico, las células sensibles son destruidas pero la subpoblacion de
mutantes que se ha hecho resistente sobrevive y prolifera, por tanto con el tiempo la
destruccion celular provocada por el farmaco disminuye ya que se van seleccionando las

variantes resistentes.

De todo esto deducimos que el tratamiento farmacoldgico de un tumor rara vez
va a responder a un Unico agente si se quiere gue su accidén permanezca un tiempo
prolongado. Serd necesaria la accion conjunta de varios farmacos, unas veces podra
hacerse al mismo tiempo pero a menudo se hara en fases o de forma sucesiva segun las

modificaciones bioguimicas y cinéticas que sufran las células tumorales.

La eficacia de la terapia anticancerosa basada en un tratamiento

plurifarmacoldgico sera mayor cuanto mejor se cumplan los siguientes requisitos:

o los farmacos han de ser activos frente a mas de uno de los tipos de células

que forman una poblacion tumoral

e han de actuar por mecanismos bioquimicos diferentes o en fases celulares

distintas

« han de poseer toxicidad organica diferente 0 manifestarse con un secuencia

temporal distinta

e basta que sus actividades respectivas se sumen, pero es preferible que

presenten sinergia o potenciacion.

Para que un farmaco antineoplasico actle es condicion indispensable que pueda
acceder en concentracién suficiente a todas las células sensibles a él. Es por esto que

nuestro estudio podria aportar una solucion a este problema al centrarse en el estudio de
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un sistema transportador para el farmaco antitumoral elegido, con todas las ventajas

expuestas anteriormente en este capitulo.

Podemos clasificar los farmacos antitumorales en diversos grupos [Florez 2008]:

e Antimetabolitos: Antagonistas del folato (metotrexato), analogos pirimidinicos

(gemcitabina), analogos puricos (6-mercaptopurina).

e Antibioticos: actinomicina D, antraciclinas (doxorrubicina y daunorrubicina),

bleomicina, mitomicina C.

e Agentes alquilantes: mostazas nitrogenadas (mecloretamina, ciclofosfamida,

estramustina, melfal&n), nitrosoureas (carmustina, lomustina).

e Inhibidores de los microtubulos: Alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina,

vindesina, vinorelbina), taxanos (paclitaxel o taxol).

e Hormonas esteroideas y sus antagonistas

e Otros: cisplatino y carboplatino, etopoésido y tenipoésido, procarbazina, L-

asparraginasa.
Como podemos ver en la clasificacion anterior, existen numerosos tipos de

farmacos antitumorales, en nuestro caso el farmaco elegido durante nuestro estudio

pertenece a la familia de los antimetabolitos, el clorhidrato de gemcitabina.
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3.1 CLORHIDRATO DE GEMCITABINA

Los farmacos antimetabolitos actian en la fase de sintesis del ciclo celular
interfiriendo en la sintesis de ADN y ARN. Por norma general, son analogos
estructurales de los metabolitos que intervienen en los procesos de crecimiento y
division, por ello pueden incorporarse a las moléculas de ADN y ARN, y desde alli
transmitir falsos mensajes. En ocasiones, inhiben enzimas especificas necesarias para la
sintesis de compuestos esenciales. Generalmente obtienen su mayor eficacia cuando la

proliferacion celular es rapida. [Florez, 2008].

El clorhidrato de gemcitabina (o 2’, 2’- diflluorodesoxitocidina) es un
antimetabolito analogo de la pirimidina, es hidréfilo por lo que no puede atravesar las
membranas por difusion pasiva [Cass, 1995], esto implica que son necesarios sistemas
de transporte especializados entre los que podemos encontrar sistemas dependientes de
la concentracion de sodio (tipo CNT) o independientes de esta, también llamados
equilibradores (tipo ENT) [Burke y cols., 1998; Fang y cols., 1996; Griffit y Jarvis,
1996; Hammond y cols., 1999]. Diversos estudios demuestran que el clorhidrato de
gemcitabina puede ser transportado por diferentes proteinas, salvo los transportadores
selectivos de purina del tipo CNT [Mackey y col., 1999; Ritzel y cols., 2001]. Ademas
el clorhidrato de gemcitabina inhibe el transporte de uridina por ambos sistemas
transportadores: dependiente de la concentracion de sodio y equilibrador, es por esto
que la presencia y actividad de los nucledsidos se considera determinante en la
citotoxicidad y eficacia clinica de este farmaco [Bergeman y cols., 2002; Burke y cols.,
1998].
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Figura 7. Microfotografia electronica de barrido (SEM) del clorhidrato de gemcitabina (a).

Férmula quimica del clorhidrato de gemcitabina (b)

El clorhidrato de gemcitabina es un prefarmaco cuyo mecanismo de accién se
basa en una fosforilacion intracelular a su trifosfato activo [Sloat y cols., 2011]. Una vez
cruza las membranas plasmaticas el clorhidrato de gemcitabina es fosforilado por la
deoxicitidina quinasa (dCK) a monofosfato, este primer paso es limitante para la
fosforilacion de metabolitos activos y esencial para la activacion de la gemcitabina
[Bergeman y cols., 2002]. Tras esta primera etapa el clorhidrato de gemcitabina es
fosforilado por quinasas menos especificas hasta el 2,2-difluoro-desoxicitidina trifosfato
(dFACTP) que es su metabolito mas importante [Heineman y cols., 1988; Hodge y
cols., 2011; Huang y cols., 1991].
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Se ha demostrado que la acumulacién de dfdCTP en un tumor solido depende de
la dosis y el tiempo de exposicion, aumentando asi la sensibilidad al clorhidrato de
gemcitabina [Bergeman y cols., 2002]. Otro factor importante para la sensibilidad a este
farmaco, es la retencion de dFdCTP aunque la acumulacion inicial sea limitada. Tanto
in vivo como in vitro Ruiz van Haperen asocio el incremento de sensibilidad a una

mayor retencién de dFdCTP [Ruiz van Haperen y cols., 1994; 1996].

En contraste con la répida eliminacion del araCTP (metabolito activo de la
citarabina) la eliminacion del dFACTP es bifasica y bastante lenta, llegando a tener en
algunos sistemas una vida media de hasta 24 horas [Bergeman y cols., 2002; Ruiz van
Haperen y cols., 1994;], esto se debe a una autopotenciacion de la gemcitabina,
concretamente inhibiendo la dCMP-deaminasa lo que evita su degradacion y la
inhibicion de la CTP sintetasa y ribonucle6tido reductasa que disminuyen la

concentracion de dCTP haciendo que se active la dCK y aumente la sintesis de dFdCTP.

Por otro lado, el dFACTP ha sido identificado como un inhibidor de la
ribonucledtido reductasa (RNR) provocando una disminucion de las reservas de
desoxirribonucleotidos [Lawrence y cols., 1997; Shewach y Lawrence, 1996; Smid y
cols., 2001]. Predomina la disminucion de la reserva de dGTP y dATP siendo la més
moderada la disminucién de dCTP [Smid y cols., 2001]. El agotamiento de dCTP da
una menor inhibicion de los dCK y por tanto aumenta la fosforilacién e incorporacion

del clorhidrato de gemcitabina en el ADN [Bergeman y cols., 2002].

El dFACTP se incorpora a los sitios C durante la elongacion de la cadena de
ADN catalizada por la ADN polimerasa o y € (figura 8), al incorporarse esta se hace
mas lenta aunque da tiempo a que se una, al menos, una secuencia de nucleo6tidos
provocando una “terminacion enmascarada de la cadena de ADN” que impide el
reconocimiento y corte por parte de la exonucleasa, es decir, impide la reparacion del
ADN [Peters y cols., 2000; Van Moorsel y cols., 1999].

57



Capitulo 1. Introduccion

(a)

Figura 8. Incorporacion de d-Citidina Tri-fosfato [Nucleosido normal] (a)
Incorporacion de Gemcitabina Tri-fosfato [di-fluor, desoxi-CTP)

Este farmaco ha demostrado ser eficaz para el tratamiento de tumores sélidos
(pulmén, coldn, cancer de ovarios) y ha sido aprobado su uso para el tratamiento de
tumores pancreéticos, vejiga y mama. [Arias y cols., 2009; Hertel y cols. 1990; Plunkett
y cols., 1995; Reddy y Couvreur, 2008].

A pesar de ser realmente eficaz, al ser administrado por via intravenosa puede
ser deaminado rapidamente convirtiéndose en (2',2'-difluoro-2'-desoxiuridina),
metabolito inactivo que presenta una semivida media plasmatica muy corta, entre 8-17
minutos, que implica la necesidad de usar dosis muy altas llevdndonos a un mayor
namero de efectos secundarios. [Bouffard y cols., 1993; Matsuda y Sasaki, 2004;
Reddy y Couvreur, 2008; Starniolo y cols., 1997].

Presenta toxicidad leve con efectos transitorios y no acumulativos entre los que
encontramos: gripe, fatiga, fiebre, ligeras molestias gastrointestinales (nauseas, vomitos
y diarrea), edema periférico, proteinuria, reacciones cutaneas. Ha habido algunos casos
de sindrome urémico hemolitico y disfuncion cardiaca pero por norma general los
efectos secundarios son raros 0 no son causa para suspender el tratamiento. También se
han dado casos de mielosupresion que se solventan reduciendo la dosis de farmaco.
[Flower y Van Le, 2003; Tonato y cols., 1995].
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Capitulo 2. Contribucion y Objetivos

2.1 OBJETIVOS.

La presente Tesis Doctoral se engloba dentro de la linea de investigacion
Aplicaciones Biomédicas de los Fluidos Magnetorreoldgicos  del grupo de
investigacion Farmacia Practica (CTS-205, Junta de Andalucia). Su objetivo principal
es el disefio de un nanosistema transportador eficaz que posibilite la liberacion
especifica de farmacos antineoplasicos en la region tumoral. Con ese fin se ha realizado
un estudio exhaustivo de las condiciones Optimas para la sintesis de nanoparticulas
magnéticas compuestas de un nucleo magnético de maghemita (y-Fe,O3) y un
recubrimiento polimérico de poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA). La capacidad de
vehiculizacion de farmacos (transporte y liberacion controlada en la regién diana) se ha
ejemplificado utilizando la molécula antitumoral clorhidrato de gemcitabina.

La eficacia del recubrimiento y las ventajas relativas a la capacidad de las
particulas para transportar un principio activo se determinardn mediante el andlisis
comparativo de la estructura y la composicion quimica de los tres tipos de
nanomateriales [maghemita (y-Fe,O3), poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) vy
nanoparticulas de maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) (y-Fe,O3/PLGA)], asi como

la caracterizacion de las propiedades eléctricas y termodinamicas superficiales de estos.

El analisis de las propiedades magnéticas del coloide maghemita/poli(D,L-
lactida-co-glicolida) 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 utilizacion de gradientes de
campo magnético en el guiado y acumulacion de la nanoplataforma
maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) 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.
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Una parte esencial de la investigacion es la determinacion de la capacidad de
vehiculizacion de farmacos que tienen las nanoparticulas de maghemita/poli(D,L-
lactida-co-glicolida) formuladas. Para ello, se investigaran dos métodos convencionales
de incorporacion de farmacos en este tipo de nanosistemas: adsorcion superficial y
absorcion en matriz utilizando técnicas cuantitativas (espectrofotometria UV-visible).
Otro objetivo bésico ha sido el andlisis in vitro del proceso de liberacion del
antitumoral gemcitabina clorhidrato desde las nanoparticulas, determinando
espectrofotométricamente la cantidad liberada y los factores que condicionan este

proceso, concretamente, el tipo de vehiculizacidn en las nanoparticulas.

Concretamente, para lograr este objetivo principal, los pasos a seguir seran:

1. Sintesis de las nanoparticulas compuestas por un nicleo magnético
(maghemita) y un recubrimiento polimérico [poli(D,L-lactida-co-glicolida)]
mediante una modificacion del método de emulsion con evaporacion de
disolvente utilizado en la formulacién de particulas de PLGA [Holgado y
cols., 2008].

2. Caracterizacion de su geometria (forma y tamafio) y composicion y
estructura quimica. De esta manera, pretendemos demostrar la correcta

formacion de las particulas magnéticas coloidales mixtas.

3. Estudio comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los tres
tipos de materiales [maghemita (y-Fe,O3), poli(D,L-lactida-co-glicolida)
(PLGA) vy nanoparticulas de maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) (y-
Fe,O3/PLGA)] mediante electroforesis. Uso de modelos teéricos para
evaluar el potencial eléctrico superficial de las nanoparticulas y control del
mismo en funcidn de las caracteristicas del medio de dispersion (pH y fuerza

ionica).
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4. Analisis comparativo de las propiedades termodinamicas superficiales de los
tres tipos de materiales coloidales, mediante la determinacion del angulo de
contacto de liquidos seleccionados. Uso de modelos teodricos para evaluar
dichas propiedades. Estudio de la naturaleza hidrofila/ hidrofoba de las

particulas.

5. Analisis de los mecanismos fisicoquimicos implicados en la formacion de

los coloides magnéticos mixtos maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida).

6. Caracterizacion de las propiedades magneticas de las nanoparticulas de
maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida).

7. Prueba de concepto in vivo del efecto que un gradiente magnético aplicado
puede ejercer en la biodistribucibn de las  nanoparticulas

maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida).

8. Determinacion de la capacidad de vehiculizacién del farmaco antitumoral
clorhidrato de gemcitabina por las nanoparticulas maghemita/poli(D,L-
lactida-co-glicolida) mediante métodos espectrofotométricos. Estudio de los
principales factores que condicionan este proceso (procedimiento de
incorporacion y cantidad de farmaco utilizada), para asi identificar las

condiciones éptimas de vehiculizacién.

9. Evaluacion de la liberacion de farmaco desde las nanoparticulas
maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida). Analisis del efecto del método de
incorporacion (absorcion/adsorcion) sobre la liberacion y estudio cinético del

mismo.
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2.2 CONTRIBUCION DEL TRABAJO
PROPUESTO.

Dentro del campo de la investigacion y del desarrollo de los transportadores
coloidales de farmacos anticancerigenos, la aportacion principal de esta Tesis Doctoral
se centra en el disefio de un sistema de liberacion modificada de estos farmacos
constituido por maghemita y poli(D,L-lactida-co-glicolida). Para ello, proponemos la
formulacién de un sistema magnético transportador de farmacos que esté constituido
por un nucleo magnético (responsable de dotar de capacidad de respuesta al sistema
ante gradientes magnéticos aplicados) y un recubrimiento polimérico biodegradable de
poli(D,L-lactida-co-glicolida), capaz de transportar el farmaco en su matriz o en su
superficie y de controlar la velocidad de liberacion de éste en el lugar deseado.

Cabe esperar que el uso de este tipo de transportador permita reducir las
reacciones adversas consecuentes de la distribucion a nivel sistémico y de la baja
especificidad del principio activo. Asi mismo, se necesitaran dosis netamente inferiores
para conseguir la misma accion terapéutica. Por Gltimo, el caracter superparamagnético
de los ndcleos de maghemita permite la utilidad in vivo del coloide como agente
inductor de hipertermia y como agente de contraste en imagen por resonancia

magnética.
Este es un campo de investigacion bastante extenso y en constante desarrollo,

por lo que centraremos nuestro trabajo en aspectos muy concretos del mismo. Pensamos

gue nuestra investigacion podria contribuir en los siguientes aspectos:
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Sintesis y estudio morfoldgico de las particulas magnéticas mixtas. El
procedimiento de formulacién utilizado se aplica por primera vez, que sepamos,
en el disefio de un sistema mixto maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida).
Determinacion de la estructura y composicion quimica del coloide magnético

mixto.

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 atil en la identificacion de los mecanismos de formacion de las

nanoparticulas magnéticas compuestas.

Analisis térmico de los tres tipos de materiales [maghemita (y-Fe,O3), poli(D,L-
lactida-co-glicolida) (PLGA) y nanoparticulas de maghemita/poli(D,L-lactida-
co-glicolida) (y-Fe,O3/PLGA)] y el farmaco (clorhidrato de gemcitabina) para

comprobar la estabilidad de nuestro sistema a altas temperaturas.

Investigacion de la capacidad de respuesta de las nanoparticulas de
maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) a campos magnéticos aplicados: de
forma cuantitativa mediante la determinacién de su ciclo de histéresis, y de
forma cualitativa mediante la observacién de suspensiones acuosas de la

nanoplataforma.

Desarrollo de una prueba de concepto sobre las posibilidades reales de este tipo
de estrategia de transporte de farmacos al tejido canceroso diana. Siendo esta
una contribucion original e importante, ya que este tipo de estudio no esta muy
extendido en el desarrollo de estos nanomateriales.
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Anélisis de la capacidad de este nanosistema mixto como sistema transportador

de farmacos, estudiando la versatilidad del mismo con el farmaco antitumoral

clorhidrato de gemcitabina.

2.3 METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO.

El presente trabajo de investigacion se desarrollara en las siguientes etapas:

1. Sintesis de particulas compuestas por un recubrimiento polimérico

biocompatible [poli(D,L-lactida-co-glicolida)] y un ndcleo magnético
(maghemita). El procedimiento seguido consiste en definitiva en la
preparacion de las particulas mediante una modificacion del método de

emulsion con evaporacion de disolvente.

Caracterizacion exhaustiva de la composicion y estructura quimica del

sistema transportador magnetico mixto obtenido.

. Anélisis térmico de los tres tipos de materiales [maghemita (y-Fe,O3),

poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) y nanoparticulas de
maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) (y-Fe,O3/PLGA)] y el farmaco
(clorhidrato de gemcitabina).

Evaluacion de la eficacia del recubrimiento. Dadas las diferencias en cuanto
a la carga superficial (y, especialmente, debido a la dependencia de esta con
el pH y la fuerza id6nica) entre la maghemita y la poli(D,L-lactida-co-
glicolida), la determinacion del potencial zeta de los tres tipos de particulas

en funcién del pH y de la fuerza idnica debe ser un buen procedimiento para
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evaluar la calidad del recubrimiento conseguido. Lo mismo puede decirse de
las propiedades termodindmicas superficiales de los materiales sintetizados.
La determinacion de los angulos de contacto de determinados liquidos patron
permitira evaluar el caracter hidrofilo o hidréfobo de las particulas: este debe
cambiar de los nicleos a las particulas mixtas, dado que la maghemita es un
material hidréfilo y la poli(D,L-lactida-co-glicolida) tiene un carécter
hidrofobo.

Evaluacion de la capacidad de vehiculizaciéon del farmaco. Se realizara un
estudio de la absorbancia Optica de disoluciones de clorhidrato de
gemcitabina con objeto de encontrar las condiciones Optimas de trabajo y
determinar el coeficiente de absorcion molar mediante la obtencion de la
curva de calibrado. Ademés, se realizara una validacion del método
espectrofotométrico utilizado, lo que permitira  determinar
espectrofotométricamente la capacidad de incorporacion (en superficie y en

matriz) de farmaco en las particulas compuestas.

Ensayos de liberacion in vitro. Se determinara la cantidad de clorhidrato de
gemcitabina liberada y el proceso de liberacion por parte de las particulas
compuestas. Se analizard el efecto de los factores que presumiblemente
afectaran a la liberacion in vivo: caracteristicas del medio de liberacion, tipo
de vehiculizacion de farmaco (adsorbido o absorbido) y cantidad de farmaco

incorporada.

Analisis de la influencia que la aplicacion de un campo magnético externo en
la region diana tiene sobre la biodistribucion in vivo de este sistema
transportador en ratones DBA/2 a los que se les ha inducido un tumor s6lido,

tras inoculacion subcutanea de células cancerosas L1210.
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3.1 MATERIALES

3.11 POLI(D,L-LACTIDA-CO-GLICOLIDA) (PLGA)

La poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) es un copolimero tipo poliéster
alifatico lineal aprobado por la “Food and Drug Administration” (FDA) para el disefio
de sistemas transportadores como sistema terapéutico por su excepcional

biocompatibilidad y biodegradabilidad.

Se sintetiza mediante un proceso de copolimerizacién al azar de los anillos
abiertos de los dimeros ciclicos (1,4-dioxano-2,5-diones) del acido glicolico y &cido
lactico. Durante este proceso de copolimerizacion las unidades monoméricas de
glicolida y lactida se unen mediante enlaces éster. En funcién de la proporcion de
poli(D,L-lactida) (PLA) y poli(glicolida) (PGA) que forma parte del copolimero,
tenemos diferentes tipos de PLGA. Por ejemplo: PLGA 60:40 esta constituido por 60%
de PLA y 40% de PGA.

El grado de cristalinidad del copolimero de PLGA depende del tipo y de la
proporcién molar de los componentes de su cadena, [Jalil y Nixon, 1990] si el contenido
de PGA es inferior al 70% el copolimero presenta una estructura amorfa y posee una
temperatura de transicién vitrea entre 40 y 60 °C. EI PLGA se disuelve en una amplia
gama de disolventes comunes, p. ej.: disolventes de cloro, tetrahidrofurano, acetona o

etilacetato.
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El PLGA se degrada facilmente en medio acuoso por rotura de los enlaces éster
de su estructura quimica [Cohen y cols., 1994]. Las cadenas sufren una degradacién
masiva mientras en la matriz se produce a un ritmo uniforme. Se han descrito tres fases

bien definidas dentro del proceso de degradacion [Jain, 2000]:

e escision al azar de las cadenas poliméricas, donde el peso molecular
disminuye significativamente sin que se produzca una pérdida de masa

importante ni la formacion de mondmeros solubles.

o fase media donde ocurre la disminucion del peso molecular del polimero
junto con la réapida péerdida de masa y la formacion de mondmeros

solubles.

e formacion de mondmeros solubles a partir de fragmentos oligoméricos

solubles, gracias a lo que ocurre la completa solubilizacion del polimero.

Como hemos comentado previamente, el PLGA es ampliamente utilizado en el
desarrollo de coloides poliméricos biodegradables como sistemas transportadores de
farmacos de muy variada naturaleza por su gran capacidad para transportar cantidades

altas de principio activo, junto con una liberacion controlada de estos.

Con respecto a cada uno de los componentes del PLGA, la poliglicolida (o
polimero del &cido glicélico, PGA) fue dada a conocer por Bischoff y Walden en 1893.
Dichos autores describieron que la reaccion de polimerizacion de la glicolida es un
proceso reversible. Esta reaccion fue estudiada posteriormente por Carothers en 1932
aunque no fue comercializada hasta 1967, cuando fue utilizada como sutura quirdrgica

reabsorbible. Recientemente se ha propuesto su utilizacién en ingenieria de tejidos 0seos.
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De forma general (figura 9), la sintesis de este polimero implica una reaccion de
polimerizacion mediante apertura del anillo del dimero ciclico del acido glicélico. Los
catalizadores maés utilizados para ello, son los tipicos de una polimerizacion cationica:
acidos de Lewis o sales de estafio. Si, por el contrario, la formulacién del polimero
implica un proceso de catalisis acida, el polimero resultante se caracterizara por un peso

molecular bajo y, a menudo, por unas propiedades mecanicas pobres.

[

- O
} ] Catalizador |
o A > O—CH—C—0—CH—C

n

O Poliglicolida

Glicolida

Figura 9. Sintesis de poliglicolida

La poliglicolida es un poliéster alifatico lineal que se caracteriza por ser un
material termoplastico rigido de elevada cristalinidad (46-50%). Su temperatura de
transicion vitrea es de 36°C y su temperatura de fusién de 225°C. Debido a su elevada
cristalinidad la PGA es insoluble en la mayoria de disolventes organicos, con la
excepcion de los altamente fluorados como el hexafluoroisopropanol. El principal
producto de degradacion de este polimero es el &cido glicolico, un metabolito natural.
Por esta razon, es un polimero con una elevada biodegradabilidad y biocompatibilidad,
hecho que ha motivado su utilizacion en el disefio de sistemas transportadores de

farmacos y proteinas.
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En cuanto a la poli(D,L-lactida) [o polimero del acido poli(D,L-lactico), PLA], es
también un compuesto biodegradable y biocompatible que se obtiene mediante

polimerizacion por apertura del anillo del dimero ciclico del &cido lactico (figura 10).

0
A e e e s L
g H CH; o CH;

o) Polilactico

Lactida

Figura 10. Sintesis del polilactico

Durante nuestra investigacion el procedimiento de sintesis usado para las
nanoparticulas con PLGA se fundamenta en el método de emulsion con evaporacion de
disolvente [Holgado y cols., 2008]. Este método se basa en la disolucion de 250 mg de
PLGA a temperatura ambiente en 10 mL de etilacetato, la solucién resultante se afiade a
una fase acuosa de alcohol polivinilico (PVA) al 0.3% (p/v) bajo agitacion mecanica
durante 30 minutos. Pasado este tiempo la dispersion resultante fue sometida a agitacion
magnética (1500 rpm) durante el tiempo suficiente para asegurar la completa
evaporacion del disolvente organico. Con el objetivo de minimizar el tamafio de
particula, se ensayaron diferentes velocidades de agitacion durante los primeros 30
minutos de la sintesis: 8000, 19500 y 26000 rpm.
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La suspension blanquecina de nanoparticulas poliméricas obtenida fue sometida
a un procedimiento de limpieza consistente en dos ciclos de centrifugacion a 8000 rpm
(centrifuga de alta velocidad Centrikon T-124, Kontron, Francia) y redispersion en agua
ultrapura, hasta que la conductividad del sobrenadante obtenido fue inferior a 10 puS/cm.
El sedimento obtenido se redispers6 mediante ultrasonidos en agua bidestilada y se
almaceno en un frasco de cristal para su posterior utilizacion. Cuando el polimero

iba a ser utilizado en estado so6lido, se desecd a 40°C en una estufa de desecacion.

Se utilizaron dos metodologias diferentes para definir la geometria de los
materiales formulados. En primer lugar, el tamafio y la forma se dedujeron a partir
de fotografias de microscopia electrénica de barrido (SEM) y de microscopia
electronica de transmision de alta resolucion (HRTEM) obtenidas utilizando un
microscopio electrénico de barrido Zeiss DSM 950 (Alemania) y un microscopio

electronico de transmision STEM Philips CM20 (Holanda), respectivamente.
En la sintesis de la poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA), debemos intentar

conseguir un tamafio lo méas pequefio y homogéneo posible, para asi asegurar la

mejor biodistribucion posible del coloide tras su administracion.
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Uno de los parametros més determinantes para alcanzar este es la velocidad
de agitacion durante la sintesis. En nuestro caso, ensayamos la influencia de las
velocidades 8000, 19500 y 26000 rpm sobre la geometria de las particulas. En
todos los casos, la morfologia de las particulas poliméricas es esférica. El tamafio
de particula y su homogeneidad si se ven condicionadas seriamente por la
velocidad de agitacion. En concreto, como muestran la tabla 1, la velocidad que
permite obtener un menor tamafio y el mayor grado de homogeneidad posible es
19500 rpm. Es por ello que, la velocidad de agitacién utilizada en la sintesis de las

particulas de PLGA fue siempre 19500 rpm.

Tipo de Particula Velocidad de agitacion (rpm) Tamafio medio (nm)
PLGA 8.000 rpm 800 + 1000
PLGA 19.500 rpm 600 + 400
PLGA 26.000 rpm 1200 + 1240

COMPUESTAS 19.500 rpm 5000 + 3400

Tabla 1. Tamafio medio de particulas de PLGA en funcion de la velocidad de agitacion

Las figuras 11ay 11b recogen un detalle de este tipo de poblacion.

76



Capitulo 3. Formulacién y Caracterizacién de Nanoparticulas

Figura 11. Microfotografia electrénica de barrido de alta resolucién (FESEM) de las
particulas poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) (a) (figura insertada: detalle de la muestra).
Longitud de barra: 500 nm. Microfotografia electrénica de transmision de alta resolucion

(HRTEM) de las particulas de poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) (b). Longitud de

barra: 500 nm.
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Se utilizé la técnica de espectroscopia de correlacion de fotones (PCS) [Malvern
4700 analyzer, Malvern Instruments, Inglaterra] para confirmar los resultados obtenidos
de tamafo. En esta técnica se investiga la difusion de los materiales en solucion o en
suspension lo que permite determinar el coeficiente de difusion, dando informacién
sobre el tamafio de las particulas, la conformacién de las cadenas macromoleculares y
las interacciones entre los componentes de la solucion o suspension. Es una técnica no
invasiva que requiere sélo una pequefia cantidad de muestra (0,1% p/v). 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.

En un experimento PCS la luz dispersada es recogida y analizada en el tiempo.
Los materiales dispersores tienen un indice de refraccion diferente al del medio que se
mantiene estable durante la medida. Estas sustancias pueden ser particulas sélidas p. €j.,
oxidos de metales, residuos minerales y particulas de latex y particulas suaves p. ej.,
vesiculas y micelas en suspension, o cadenas macromoleculares p. ej., polimeros
sintéticos y biomateriales en solucion. Las particulas analizadas mediante la técnica
PCS se caracterizan por su movimiento. Este movimiento surge a partir del movimiento
térmico aleatorio de las moléculas del medio y esta libre de fuerzas externas, como

turbulencias o la fuerza gravitacional.

La dispersion de la luz que incide sobre la muestra puede ocurrir a partir de
particulas individuales (dispersion simple), o en una solucion o suspension concentrada
(dispersion mdltiple). Las fluctuaciones en la intensidad de la dispersiéon de la luz
incidente con un determinado angulo de dispersion son consecuencia de los cambios en
el tiempo de la fase y la polarizacion de la luz dispersada por cada particula con
movimiento browniano. La posicién de las particulas en la dispersion determina en todo
momento la magnitud de la interferencia constructiva o destructiva de la luz dispersada

en un punto fijo en el espacio. Como el coeficiente de difusion de las particulas esta
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determinado por su tamafio la informacion sobre este viene dada por la tasa de
fluctuacion de la luz dispersada. Por norma general, el limite inferior de tamafio est4
determinado por las fluctuaciones en la dispersion de las particulas detectables en
comparacion con el ruido experimental. La fluctuacion medida de esta dispersion debe
ser mayor que el ruido experimental debido a las alteraciones del medio ambiente, las
fluctuaciones en la temperatura y el ruido electronico inherente. En cuanto al limite
superior, este se determina principalmente por el limite de sedimentacion. Algo muy
importante para poder medir tamafios mediante esta técnica es que las particulas deben

ser estables en suspension.

Por ultimo se realiz6 un microanalisis mediante espectrometria por dispersion de
energias de rayos X (SEM — EDXS) en el Dipartimento di Sciencia dei Metalli,
Elettrochimica e Tecniche Chimiche de la Universidad de Bolonia. Este tipo de analisis
identifica la distribuciéon cuantitativa y cualitativa de elementos quimicos que se
encuentran presentes en la muestra, mostrando graficas e imagenes relacionadas con esa
distribucion [Poblete y cols., 2001].

Esta técnica esta basada en el hecho de que al irradiar una muestra con un haz de
electrones, el bombardeo electronico provoca la expulsion de algunos electrones
presentes en el interior de los &tomos, creandose en estos vacantes electronicas que son
ocupadas por electrones de otras capas atomicas, produciéndose asi un desprendimiento
en forma de onda electromagnética, dando una radiacion de RX especifica y
caracteristica para cada elemento. El analisis de este espectro permite identificar los
elementos que constituyen el material siendo la sonda EDX un detector de estado sélido
que permite la deteccion de la radiacion proveniente de los elementos quimicos que

forman el material.
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En la figura 12 podemos observar el espectro EDX de la poli(D,L-lactida-co-
glicolida) (PLGA) donde predominan el C (84%) y el O (15,30%) componentes de este
polimero biodegradable, ademas presenta trazas de algunos contaminantes como Ca. K

y Cl en cantidad inferior al 1%.

Spectrum 1
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Full Scale 12029 cts Cursor: 1.908 (86 cts) keV

Figura 12. Espectro EDX de la poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA)
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3.1.2. MAGHEMITA (y-Fe,05)

El termino maghemita surge por primera vez en 1927 en la mina de la Montafa
de Hierro (California), su nombre alude a un compuesto intermedio entre la magnetita y
la hematita. En concreto, forma parte de la familia de los éxidos de hierro y posee la
misma estructura que la magnetita. En nuestro caso, la metodologia de preparacién que
describiremos en el siguiente apartado permite obtener nanoparticulas
superparamagnéticas de maghemita, las cuales se caracterizardn por un gran
paramagnetismo que posibilita su utilizacion en un gran numero de aplicaciones
biomédicas. En concreto, los nicleos de Oxido de hierro superparamagnéticos se

clasifican en funcion de su tamafo en dos grandes grupos [Duran y cols., 2008]:

a) Oxidos de hierro superparamagnéticos (SP10s): Tienen un tamafio de

particula de mas de 50 nm. In vivo, son captados especificamente por
el sistema fagocitico mononuclear (SFM). Como agentes de contraste,
sus dianas clinicas en resonancia magnética de imagen son los tumores

de higado y las metéstasis.

b) Oxidos de hierro superparamagnéticos ultra pequefios (USPIO): Tienen

un tamafio de particula inferior a 50 nm. De forma general, estan
constituidos por un ndcleo de éxido de hierro con un tamafio cristalino
inferior a 10 nm. Gracias a su pequefio tamafio y a su caracter
hidrofilo, estas particulas evitan una rapida captacion por el SFM a
nivel de higado y bazo. Por esta razdn, presentan una extensa
circulacién sistémica, una vez que acceden al plasma, de ahi su
enorme potencial como agentes de contraste 0 como sistemas

transportadores de farmacos.
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Para la sintesis de las nanoparticulas de maghemita nos basamos en el método de
sintesis y oxidacién de nanoparticulas de magnetita [Bee y cols., 1995] basado en la
preparacion de 40 mL de una solucion de tricloruro de hierro (FeClz) 1 My 10 mL de
una solucion 2 M de cloruro de hierro (FeCly) en &cido clorhidrico 2 M. Prepararemos
una solucion acuosa de amoniaco (NH3) 0,7 M a la que bajo agitacion mecanica (700
rpm) se afiaden 4 mL por minuto de la solucion de FeCl;y 1 mL de FeCly, hasta un total

de 40 mL y 10 mL, respectivamente.

De forma instantanea se produce la precipitacion de los nucleos de magnetita,
los cuales son sometidos a un proceso de decantacion magnética, eliminando el
disolvente. A continuacion se afiaden 500 mL de una solucién de acido perclérico
(HCIO,4) 2 M, dejando transcurrir 12 horas. Finalmente, la oxidacion de los ndcleos de
magnetita se realiza tras la cuidadosa retirada del HCIO,: se afiaden 600 mL de nitrato
férrico [Fe(NO3)s], redispersando los nucleos de magnetita y se calienta la dispersion a
90°C. Esta temperatura se mantiene durante 30 minutos para asegurar la completa
transformacion de la magnetita en maghemita. Por Gltimo, los nucleos de maghemita se
retiran de la dispersion y se conservan en agua bidestilada, o secos tras un proceso de

desecacion a 60°C.

La metodologia de sintesis de las nanoparticulas de maghemita (y-Fe,03)
basada en una reaccion de oxidacion sobre particulas de magnetita ultra pequefias
condujo a la obtencién de particulas de morfologia cubica irregular y con un
tamafio 7+2 nm (figuras 13a y 13b), lo que en principio las convierte en

superparamagnéticas.
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Figura 13. Microfotografia electrénica de barrido de alta resolucion (FeSEM) de
las particulas maghemita (y-Fe,O3) (a) (figura insertada: detalle de la muestra). Longitud de
barra: 1 pum. Microfotografia electrénica de transmision de alta resolucion (HRTEM) de

las particulas de maghemita (y-Fe,O3) (b). Longitud de barra: 200 nm.
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En la figura 14 podemos observar el espectro EDX de las particulas de
maghemita donde predominan el Fe (49,41%) y el O (33,45%) componentes de este
oxido, ademas presenta trazas de algunos contaminantes como C y CIl en cantidad

inferior al 1%.

Spectrurm 1
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Figura 14. Espectro EDX de la maghemita

3.1.3. NANOPARTICULAS COMPUESTAS (y-Fe,05/PLGA)

El procedimiento seguido para la sintesis de las particulas compuestas de
maghemita y poli(D,L-lactida-co-glicolida) (y-Fe,Os/PLGA) esta basado en el método
de emulsién con evaporacion de disolvente anteriormente descrito para la sintesis de las
nanoparticulas poliméricas puras [Holgado y cols., 2008]. De forma resumida, el
método consiste en la disolucion de 250 mg de PLGA a temperatura ambiente en 10 mL
de etilacetato. La solucion resultante es afiadida tras agitacion mecanica (19500 rpm) a

una fase acuosa de PVA al 0.3% (p/v) que contiene nlcleos de maghemita. Se continla
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la agitacion durante 30 minutos y, posteriormente se disminuye esta velocidad a 1500

rpm hasta la completa evaporacion del disolvente orgénico.

Finalmente, la suspension obtenida de nanoparticulas magnéticas compuestas (-
Fe,O3/PLGA) es sometida a un procedimiento de limpieza mediante repetidos ciclos de
decantacion magnética y redispersion en agua ultrapura, hasta lograr un sobrenadante

completamente transparente y con una conductividad inferior a 10 uS/cm.

Las particulas magnéticas mixtas (y-Fe,O3z/PLGA) obtenidas utilizando las
condiciones Optimas de sintesis de PLGA tienen una morfologia esférica y un tamafio
en torno a 5.1+3.4 um bastante heterogéneo (figuras 15a y 15b). En el detalle de la
figura 15a parece apreciarse que la mayoria de los nlcleos magnéticos se encuentran
embebidos dentro de la matriz del PLGA. Aungue como podemos observar en la figura

15b, parece que algunos de estos también se encuentran en la superficie de la matriz.
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Figura 15. Microfotografia electrénica de barrido de alta resolucion (FeSEM) de las
particulas compuestas y-Fe,O3/PLGA (a) (figura insertada: detalle de la muestra). Longitud
de barra: 200 nm. Microfotografia electrénica de transmision de alta resolucién (HRTEM)

de las particulas compuestas y-Fe,O3/PLGA (b). Longitud de barra: 150 nm.
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Como podemos observar en el microanalisis por dispersion de rayos X (figura
16) de nuestro sistema transportador compuesto, la composicion se ve modificada por la
presencia de este que contiene C (40%) y O (49%) por lo que el porcentaje de Fe se ve
disminuido (9%), la aparicion de los picos caracteristicos de ambos materiales es una
nueva prueba de la eficacia del recubrimiento. Ademas aparecen trazas de algunos

elementos contaminantes como aluminio, cromo o niquel.

Spectrum 1

L B L LR L L L B T o .
1 05 1 1.5 2 245 3 35 4 45 3 ) G ) v 7a g
Full Scale 5275 cts Cursar; 1.504 (214 ct=) ket

Figura 16. Espectro EDX de las particulas compuestas de y-Fe,Os/PLGA.
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3.2 ESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA

3.2.1. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS POR
TRANSFORMADA DE FOURIER

El objetivo que pretendemos con el analisis de las nanoparticulas con el
infrarrojos es dotar a nuestro estudio de una nueva prueba de la eficacia de la
metodologia de sintesis de nanoparticulas y-Fe,O3/PLGA. Las nanoparticulas
compuestas deben tener un espectro de infrarrojos en el que aparezcan las bandas
caracteristicas de la PLGA, junto con la banda propia de la y-Fe,O3. De esta manera
quedard demostrado que las particulas magnéticas compuestas estan constituidas por y-
Fe,O3 y PLGA. Para la preparacion de las muestras, tomamos una pequefia
cantidad del material (1 mg) y la mezclamos con 100 mg de bromuro potésico
pulverizado y seco. Realizamos la mezcla en un mortero de agata y la prensamos a
15000 kPa para obtener un disco transparente. Como consecuencia de esta
manipulaciéon, es de esperar la aparicién en el espectro de una banda debida a la
humedad (= 1639 cm™).

Para la obtencion del interferograma se utiliza un espectrometro de
infrarrojos con una resolucion de 2 cm™ (Nicolet 20 SXB, EE.UU). La técnica
implica la division de la radiacion que contiene todas las longitudes de onda (en
nuestro caso: 2000 — 500 cm™) en dos rayos. Uno tiene un camino 6ptico fijo y el
otro variable (mediante un espejo movil). La superposicién de ambos rayos dara
lugar a un patron de interferencias que por transformada de Fourier se convierte en
un punto en el dominio de la frecuencia. El paso de radiacion a través de una

muestra expone al compuesto a una banda amplia de energias. La transformacion
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de Fourier en sucesivos puntos a lo largo de esta variacion da lugar a un espectro

de infrarrojos completo [Silverstein y Webster, 1998].

En un espectro de infrarrojos se diferencian tres zonas caracteristicas [Silverstein
y Webster, 1998]:

e 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.

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

Unica para toda especie molecular.

e Enlaregion entre 900 y 650 cm™ no suelen aparecer bandas de absorcién. Esto

es indicativo de que la molécula tiene una estructura no aromatica

La radiacion infrarroja se encuentra localizada en el espectro
electromagnético entre la zona del visible y la zona del microondas. Una molécula
organica absorbe y convierte la radiacion infrarroja entre 4000 cm™ y 400 cm™ en
energia de vibracion molecular. Esta absorcion es cuantificable y el espectro
aparece en forma de bandas porque un cambio simple de energia vibracional es
acompafiado por diversos cambios de energia rotacional. Las posiciones de las
bandas en el espectro de infrarrojos se suelen presentar en funcion del nadmero de
onda (x). La intensidad de las bandas pueden expresarse como transmitancia (T) o
absorbancia (A). Hay dos tipos de vibraciones moleculares: la vibracion de
elongacion y la vibracion de flexion. En el infrarrojo s6lo podemos observar las
vibraciones que provoca un cambio ritmico en el momento dipolar de la molécula.
En general, los grupos funcionales que tienen un dipolo intenso dan absorciones

fuertes en el infrarrojo [Silverstein y Webster, 1998].
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La utilizacién del espectro de infrarrojos (IR) por si solo sirve para
confirmar cualitativamente la formacion de las nanoparticulas compuestas, sin embargo,
en combinacion con otras técnicas (espectrometria de masas y resonancia
magnética nuclear) permite determinar la estructura molecular de una sustancia. La
frecuencia o longitud de onda de absorcion depende de las masas relativas de los
atomos, las constantes de fuerza de los enlaces, la geometria de los 4tomos y el
entorno. Una molécula simple puede generar un espectro extremadamente
complejo, caracteristico de la molécula entera (excepto los enantiomeros). No se
puede realizar un tratamiento preciso de las vibraciones de una molécula compleja.
Por este motivo, el espectro de infrarrojos debe interpretarse a partir de la
comparacion empirica y la extrapolacion a estudios de moleculas sencillas, ya que
hay determinados grupos de atomos que dan bandas de igual o similar frecuencia
independientemente de la estructura del resto de la molécula. Estas bandas
caracteristicas permiten obtener informacion estructural mediante simple
inspeccion y referencia a tablas de absorcion caracteristica de grupos funcionales.
Las conclusiones finales deberan confirmarse mediante el examen de otras zonas

del espectro, cuando sea posible. [Silverstein y Webster, 1998].

En la figura 17 se recoge el espectro de de infrarrojos de nuestros tres tipos
de materiales (y-Fe,O3, PLGA y y-Fe,O3/PLGA). Su anélisis constituye una prueba
de la eficacia del recubrimiento, dado que permite la identificacién de los grupos
funcionales del polimero en las particulas compuestas [Pérez-Artacho y cols.,
2012]. Ademaés, también se observa la existencia del pico caracteristico de los
oxidos de hierro en el espectro de las particulas mixtas y-Fe,O3/PLGA. En

concreto, las bandas observadas son:

A: Banda que corresponde a la vibracion de alargamiento del enlace C=0

de un éster alifatico saturado, aparece a 1748 cm™.
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B: Grupo de tres bandas entre 1450 y 1375 cm™. Aparece una banda a 1451
cm™ correspondiente a la vibracién molecular de flexién asimétrica del
enlace C-H del CHs; (das CH3), a 1384 cm™ la banda de la vibracion
molecular de flexion asimétrica del enlace C-H del CHj3 (ds CH3) vy, por
altimo, una banda de vibracion de alargamiento del O-H del grupo

carboxilo a 1423 cm™.

C: Banda perteneciente a la vibracion de alargamiento del enlace C-O del

grupo carboxilo (1269 cm™).

D: Banda correspondiente a la vibracion de alargamiento del C-O del grupo
alcohol (1165 cm™).

E: Dos bandas asimétricas acopladas (1130 y 1084 cm™) correspondientes a
la vibracion de alargamiento del C-O del grupo éster y a un éster de alcohol
primario, respectivamente.

F: A 855 cm™ aparece una banda media caracteristica de un alcano.

G: Banda perteneciente a la vibracion de oscilacién del CH, (pCH>), se

observa a 730 cm™y es propia de una cadena larga de CH,.
H: Unica banda ausente en el espectro de las particulas poliméricas.

Aparece a 592 cm™ y es una banda ancha y débil caracteristica de los
oxidos de hierro [Lyon, 1967].
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Figura 17. Espectro de infrarrojos de las particulas de maghemita (y-Fe,O3) (linea negra),

poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) (-o-), y compuestas y-Fe,O3/PLGA (linea gris).
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3.2.2. DIFRACTOMETRIA DE RAYOS X

En nuestro trabajo, usamos la difractometria de rayos X para comparar
cualitativamente los tres tipos de coloides sintetizados [Billmeyer, 1975;
Suryanarayanan, 1995]. Nuestro objetivo es confirmar que el difractograma de rayos X
de las particulas y-Fe,O3/PLGA recoge las peculiaridades de los dos tipos de materiales
que las componen, lo que seria una prueba evidente de la eficacia del método de
formulacién desarrollado. Por otro lado, pretendemos comprobar que la estructura
cristalina de los ndcleos de maghemita no sufre alteracion alguna al ser englobada en la
matriz de poli(D,L-lactida-co-glicolida). Esto es muy importante ya que una alteracion
de este tipo podria llegar a condicionar las propiedades magnéticas del coloide

compuesto.

Los rayos X son radiaciones electromagnéticas con energia fotonica entre 100
eV y 100 keV. Si bien, en difractometria de rayos X se usan s6lo radiaciones de onda
(hasta 0.1 A). Ya que su longitud de onda (1) es similar al tamafio de los 4tomos, estas
radiaciones son ideales para ver la disposicién de los atomos y moléculas en muchos
materiales. Los rayos X penetran profundamente en la materia, ddndonos por tanto
importante informacién sobre su estructura. Los rayos X se generan cuando un haz de
electrones acelerados bombardea un campo de alta tension fijo o estacionario. El haz de
electrones choca contra los atomos del material emitiendo un espectro continuo de rayos
X. Los atomos altamente energéticos por ionizacion expulsan electrones a la capa
inferior y cuando ésta se llena emite un fotdn que informa de las caracteristicas del
material objeto de estudio. Puede decirse, por lo tanto, que la difraccién es el fendbmeno

de dispersion de rayos X en el que participan todos los atomos del material irradiado.
Si bien se utilizan tubos de rayos X en su produccién, actualmente la fuente

preferida es la radiacion sincrotron emitida por electrones o positrones que viajan a la

velocidad de la luz.
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Como hemos comentado, los rayos X interactian con los electrones de los
atomos del material. Cuando el foton generado choca con los rayos X, algunos se
desvian generando una [Als-Nielsen y Mcmorrow, 2001; Bowen y Tanner, 1998;
Drenth, 1994]:

e Dispersion elastica: donde la longitud de onda de los rayos X dispersados no
cambia, por lo que no pierden energia. Estos son los que se miden en
difractometria ya que dan informacion sobre la distribucion de los electrones en

los materiales.

e Dispersion inelastica: los rayos X transfieren parte de la energia a los electrones,

por lo que la longitud de onda cambia.

En una muestra cristalina la difractometria produce un campo de rayos
difractados compuesto por interferencias que existen en la muestra y caracterizado por
la distribucion de la interferencia frente al haz de electrones y por la intensidad de las
interferencias, que a su vez depende del instrumento de medicién, de la estructura del
material difractante, de la absorcion frente al haz de electrones y del grado de

perfeccion de la red cristalina.

La difraccion de rayos X de muestras de polvo es el método mas usado para la
caracterizacion de materiales. En este caso, la muestra generalmente es un polvo
formado por finos granos de material cristalino, solidos policristalinos o particulas en
suspension en liquidos. En un polvo los dominios cristalinos estan orientados al azar,
por lo que el patrén bidimensional da una serie de anillos concéntricos de dispersion de
los picos correspondientes a las diferencias de espaciamiento de la red cristalina. La
posicion, intensidad, ancho y forma de los picos se usa para determinar la estructura.
Esta fase de identificacion es la mas importante ya que las propiedades del material

dependen de la estructura.
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Los difractogramas de rayos X de los tres tipos de materiales (y-Fe,O3 PLGA y
y-Fe,03/PLGA) 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
difractémetro 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). Como podemos observar en la figura 18 todos los picos caracteristicos de los
dos materiales que componen las particulas mixtas (y-Fe,O3 y PLGA) aparecen en
el difractograma de estas. Incluso, puede decirse que la estructura cristalina de los
nicleos de 6xido de hierro permanece inalterada tras inclusién en el interior de la
matriz polimérica. Ademas, los difractogramas del PLGA y la y-Fe,O3 coinciden
con los existentes en la bibliografia, lo que permite identificar estas muestras como
tales materiales [Depeyrot y cols., 2002; Geng y cols., 2008]. La mayor intensidad de
los picos correspondientes a la y-Fe,O3 en la muestra de particulas mixtas y-
Fe,O3/PLGA puede deberse a la contribucion del PLGA a este difractograma. La
existencia de picos caracteristicos de la maghemita nos indica que las particulas

coloidales compuestas aun conservan la estructura cristalina del nicleo magnético.
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Figura 18. Difractograma de rayos X de las particulas de maghemita (y-Fe,03), poli(D,L-

lactida-co-glicolida) (PLGA), y compuestas y-Fe,Os/PLGA.
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3.3 ANALISIS TERMICO

El analisis térmico consiste en el registro de todas las variaciones que se dan en
una muestra sélida a variaciones controladas de temperatura. Estas medidas pueden dar
informacién sobre el punto de fusion, capacidad térmica, calor de reaccion o calor de
fusion y otras transiciones de fase, variaciones reoldgicas o por ultimo, podemos

registrar pérdidas de peso por deshidratacion o desolvatacion.

En quimica el estudio del estado sélido de los farmacos comprende:
i) determinacion de las  propiedades  fisicas  de polimorfosy  solvatos, i)
transformaciones fisicas entre polimorfos y solvatos, iii) reacciones quimicas en estado
solido y iv) reacciones sélido-solido que se dan en las preparaciones farmaceuticas
[Byrn y cols., 1999, 1994]. Todo esto demuestra que la comprension de la estructura
molecular del estado solido puede llevarnos a un mejor disefio y control de las
preparaciones farmacéuticas, es por esto que la caracterizacion del estado sélido junto
con el estudio de las propiedades fisicogquimicas es imprescindible en la industria
farmacéutica [Huang y Tong, 2004; Vippagunta y cols., 2001]. EI conocimiento del
estado solido es la primera prioridad ante el disefio de una forma de dosificacion ya que
estas caracteristicas influyen en su seguridad y eficacia [Allen, 2008; Aulton, 2002;
DiFeo, 2003; Zhou y cols, 2009]. El analisis térmico es complementario a otras técnicas

analiticas como la espectroscopia o cromatografia.
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Dentro de las técnicas de analisis térmico podemos encontrar [Budrugeac y Miu,
2011]:

e DSC: Calorimetria de barrido diferencial
e TGA: Andlisis termogravimétrico

e TMA: Andlisis termomecéanico

e HSM: Termomicroscopia

e DTA: Andlisis térmico diferencial

3.3.1 CALORIMETRIA DE BARRIDO DIFERENCIAL (DSC)

El principio de la DSC convencional es simple: un material se calienta, enfria o
sufre transiciones isotérmicas que se analizan en funcion del tiempo y la temperatura
comparandolos con un estandar de referencia [Ford y Timmins, 1989]. A consecuencia

del calentamiento pueden darse dos situaciones:

e No se produce ningun tipo de cambios, lo que implica que la muestra y el patrén

estan a la misma temperatura.

e Se producen cambios, esto indica que la muestra usa la energia aportada y la
temperatura permanece constante en el recipiente. Observamos entonces una

diferencia de temperatura entre la muestra y el patron.

La calorimetria de barrido diferencial o DSC se usa para medir el flujo de calor
en el interior y exterior de la muestra para determinar la temperatura del fendmeno

térmico durante una variacion controlada de la temperatura.
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La variacion de temperatura puede medirse por dos técnicas:

DSC por flujo de calor: el aparato (DTA) mide la diferencia de temperatura y
mediante calibracion, esta temperatura es convertida en un flujo de calor (dg/dt).
En cada caso si la calibracion es constante, el area del pico es convertida en

energia (Julios) variando el factor térmico con la temperatura.

DSC por capacidad de compensacion: el aparato (DSC) monitoriza la velocidad
de calentamiento de 2 fuentes de calor separadas e individualizadas. Un sistema
controla la diferencia de temperatura entre la muestra y el patron. Si se detecta
cualquier diferencia, la velocidad de calentamiento individual se corrige de
forma que la temperatura se mantenga igual en ambos recipientes. Es decir,
cuando se produce un proceso endotérmico o exotérmico el instrumento libera

energia de compensacion para mantener la misma temperatura en ambos casos.

Concretando, en la medida por flujo de calor es esencial la medida de la

temperatura mientras que en la medida por capacidad de compensacion es esencial la

medida de la energia.

Podemos distinguir entre:

Transiciones de primer orden: fusion, cristalizacion, sublimacion, evaporacion.
Para estas la integracion de la curva da informacion de la energia implicada en el

cambio de fase.
Transiciones de segundo orden: para las que la sefial da informacion sobre el

cambio de calor especifico. Por ejemplo, cambios de forma de cristales

poliméricos (polimerizacion).
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En funcion de la capacidad de perder o emitir energia en forma de calor
diferenciamos entre procesos: i) endotérmicos: fusién, evaporacién, sublimacién o
desolvatacion necesitan energia para mantener el equilibrio en el horno; ii) procesos
exotérmicos: cristalizacion o degradacion que consumen energia para mantener el
equilibrio, es decir, liberan energia. Otros procesos como los cambios de fase o la

descomposicion pueden ser tanto endotérmicos como exotérmicos.

Este tipo de técnicas puede usarse para estudiar procesos de calentamiento,
enfriamiento e isotérmicos. Actualmente disponemos de aparatos con hornos de
pequefio didmetro (<1 cm de didmetro) que llegan a alcanzar hasta 2000°C utilizando
lamparas de infarrojo para calentar el material [Buanz y cols., 2011].

La DSC es una técnica analitica util en el control de la pureza de los productos
de cristalizacion, para los andlisis farmacéuticos y en el control de calidad de productos
farmacéuticos (pureza, solvatos e hidratos, contenido en humedad, estabilidad y

compatibilidad con excipientes).

s Termogramas DSC

Nos dan informacion sobre el comportamiento de un compuesto en particular

cuando es sometido a una variacion térmica.

En un termograma los eventos térmicos quedan registrados como picos
endotérmicos y exotérmicos, de los cuales podemos obtener informacion cualitativa y
cuantitativa. Podemaos registrar fenémenos como: punto de fusién, punto de ebullicion,
presencia de solvatos, formacién de cristales liquidos, transiciones vitreas, transiciones
polimorficas. Ademas podemos determinar variaciones de entalpia (AH) asociadas a una

transicion y que son funcion del area del pico y del peso de la muestra analizada.
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Los picos obtenidos con esta técnica tienen una forma general: el ordenador
acoplado al aparato de la DSC nos da el flujo de calor (dH/dt) en la ordenada y en
funcién del instrumento los picos de la misma naturaleza seran representados todos en

la misma direccion (hacia arriba o hacia abajo).

3.3.2 TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

El andlisis termogravimétrico asociado al DSC sirve para diferenciar una
transicion de una degradacion o desolvatacion. La asociacion de estas dos técnicas
permite individuar los eventos térmicos asociados a una variacion de peso a
consecuencia de una deshidratacion o a la liberacion de productos gaseosos
consecuencia de una descomposicion, de esta forma podemos asociar los picos

presentes en el termograma de la DSC a un evento concreto.

En termogravimetria el cambio en la masa de la muestra puede determinarse en
funcién de la temperatura o el tiempo. El instrumento utilizado es basicamente una
termobalanza que pesa la muestra constantemente durante el analisis, tanto el patrén
como la muestra estan conectados con una microbalanza que se mantiene a temperatura
constante. El instrumento es capaz de registrar la pérdida o ganancia de masa en funcién

de la temperatura y el peso que registra la balanza.

En muchos instrumentos podemos obtener también la curva de DTG que es la
velocidad a la que se observa el cambio en la masa. Esta curva corresponde con un
punto de inflexién de la curva de la TGA en la cual la masa se pierde o se gana de forma
muy rapida. El area bajo la curva de esta es proporcional al cambio de masa, mientras la
altura del pico nos proporciona la velocidad de cambio de masa. La ventaja de esta DTG
es que permite la localizacion exacta del final de un proceso de desolvatacion si la

descomposicion sigue a la desolvatacion gracias al punto minimo de la curva.
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Con el fin de controlar la estabilidad del sistema, se debe establecer una linea de
base en el punto de sensibilidad mayor para todas las velocidades de calentamiento en el
intervalo de la temperatura de analisis. La temperatura en los distintos puntos depende
de la velocidad de calentamiento, la cantidad de material, el tipo de recipiente y el flujo

de gas.

Esta técnica tiene un gran nimero de aplicaciones farmacéuticas, es Util para
determinar las perdidas en materiales humedos y formas de dosificacidn por desecacion,

para determinar el solvente y los solvatos atrapados en un compuesto solido.

s Termogramas TGA

Las curvas analiticas obtenidas por en esta técnica también son llamadas
termogramas, son isotermas de absorcion o liberacion de agua en condiciones de

humedad relativa controlada construidas gravimétricamente o volumétricamente.

Los métodos gravimétricos requieren: i) una muestra seca, ii) una muestra a
temperatura constante, iii) humedad relativa constante y iv) alcanzar y medir la medida

del equilibrio del peso del vapor acuoso absorbido.
La medida gravimétrica de la humedad absorbida puede calcularse de forma
continua o discontinua, en la medida continua la muestra estd en condiciones de

temperatura y humedad relativa controladas.

Por el contrario, los métodos volumétricos requieren: i) una muestra seca, ii) una

muestra a temperatura constante Y iii) la medida de la presion de vapor.
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Se asume que las pérdidas de peso atribuidas al agua pueden distinguirse de las
debidas a otras causas mostradas por la curva DSC. La curva de la TGA suele expresar
la pérdida de la masa inicial en porcentaje, por lo que para determinar la cantidad de
agua en la sustancia, hay que calcular la masa de cada componente y evaluar el nimero

de moles de agua en la sustancia, tal y como se observa en la siguiente ecuacion:

)

moles H,O (2 H,O perdida) / (18g/mol)

moles sustancia (g muestra - g HoO perdida)/ PM sustancia

La estequiometria determinada por la TGA puede usarse junto a la entalpia de
deshidrataciéon establecida con la DSC para definir el grado de interaccion agua-

sustancia.

3.3.3 TERMOGRAMAS DSC Y TGA DE NUESTROS
PRODUCTOS:

El termograma de la maghemita (y-Fe,O3) (figura 19) presenta una linea de
base muy irregular con un perfil termogravimétrico que indica una pérdida de peso
que comienza a los 40°C y que alcanzados los 350°C en nuestro andlisis no ha
finalizado aln. Esta pérdida de peso es de aproximadamente un 9% probablemente

por la transformacién de la maghemita en un éxido inferior.
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Figura 19. Termograma de calorimetria de barrido diferencial (DSC) de la y-Fe,O3 (a).

Termograma obtenido por termogravimetria (TGA) de la y-Fe,O3 (b).

Como podemos observar (figura 20), el polimero no presenta particularidades
importantes en su termograma. Aparece una endoterma, creemos que de fusion, a los
50°C tras la que presenta un perfil bastante estable al calentamiento hasta los 200°C.
Alcanzada esta temperatura el perfil tiende a modificarse indicandonos la
descomposicion del polimero. Esto queda confirmado por el perfil termogravimétrico
que sefiala una pérdida de peso de casi el 100% entre 250 y 350 °C debida a su

combustion.
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Figura 20. Termograma de calorimetria de barrido diferencial (DSC) del PLGA (a).
Termograma obtenido por termogravimetria (TGA) del PLGA (b).

Como podemos observar en el termograma de nuestras particulas compuestas
(figura 21) aparece una exoterma alrededor de los 330°C, mientras que la linea base del
termograma es bastante regular, esto pone de manifiesto como la asociacion del
polimero con el éxido produce una estabilizacion del sistema. La exoterma presenta un
perfil muy redondeado, donde confluyen el calor de descomposicién del polimero y del
nucleo magnético, podemos plantear la hipdtesis de que la maghemita actia como
oxidante cuando esta unida al polimero, generando una exoterma que no esta presente
en el termograma de los compuestos puros, pero ademas actla como estabilizante ya

que la pérdida de peso por calentamiento es menor (= 74%)
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Figura 21. Termograma de calorimetria de barrido diferencial (DSC) de las particulas

compuestas y-Fe,Os/PLGA (a). Termograma obtenido por termogravimetria (TGA) de las

particulas compuestas y-Fe,O3/PLGA (b).

En el termograma del farmaco objeto de nuestra investigacion (figura 22)

podemos observar que este presenta una buena estabilidad térmica con un punto de

fusion cercano a 225°C. Sin embargo presenta una endoterma irregular de fusion muy

amplia (de unos 40°C) y asimétrica que sefiala una descomposicion confirmada

posteriormente por el perfil termogravimétrico que indica una pérdida de peso entre los

250 y 350 °C del 50%.
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Figura 22. Termograma de calorimetria de barrido diferencial (DSC) del antitumoral

gemcitabina clorhidrato (a). Termograma obtenido por termogravimetria (TGA) del

antitumoral gemcitabina clorhidrato (b).

Por ultimo, realizamos el analisis DSC y TGA a nuestro sistema transportador

conteniendo el antitumoral gemcitabina clorhidrato (figura 23). El termograma se

asemeja bastante al del sistema transportador sin el farmaco, aungue en este caso la

exoterma es mas amplia y redondeada indicandonos que a los calores de

descomposicion del polimero y el nucleo magnético se suma el del farmaco. Sin

embargo como podemos observar la pérdida de peso en este caso es algo menor (=

47%)
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Figura 23. Termograma de calorimetria de barrido diferencial (DSC) del sistema
transportador constituido por y-Fe,Os/PLGA vy el antitumoral gemcitabina clorhidrato (a).
Termograma obtenido por termogravimetria (TGA) del sistema transportador constituido por

y-Fe,O3/PLGA vy el antitumoral gemcitabina clorhidrato (b).

Dado que nuestro sistema no alcanzard temperaturas tan altas durante los
procesos tecnoldgicos a los que sera sometido normalmente, podemos afirmar su
notable estabilidad térmica, destacando ademas, que podra ser esterilizado con calor sin

sufrir descomposicion.
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4.1 PROPIEDADES ELECTRICAS
SUPERFICIALES

Consideremos una particula solida esférica de 1 cm de diametro. Su superficie S
y su volumen V son 3.14.10* m? y 5.24.107 m® respectivamente, y la relacién
superficie/volumen es S/V =~ 600 m™. Sin embargo, la divisién de la particula en N
particulas esféricas de radio 100 nm tal que su volumen total sea igual al de la esfera
original provocara 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
FE-~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 sera F® =~ 6.3-10"° N, si su densidad es 10° kg/m®; y la atraccién de van der
Waals F¥ =~ 810" N, utilizando los valores tipicos de la constante de Hamaker
[Hunter, 1993]. 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

informacion importante, a veces Unica, de estas propiedades eléctricas, ya que pueden
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determinarse 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]. Es nuestro
objetivo en este trabajo de investigacion realizar una extensa caracterizacion
electrocinética de los tres tipos de nanoparticulas formuladas: maghemita (y-Fe,O3),
poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) y compuestas magnéticas (y-Fe,Os/PLGA). Dada
la sensibilidad de la electroforesis a las caracteristicas de la interfase, esta técnica puede
ser muy util como método de evaluacion de la calidad y eficacia del recubrimiento de
los nacleos magnéticos. Esto es posible dado que el comportamiento eléctrico

superficial de la y-Fe,O3y del PLGA son claramente diferentes, como veremos.

4.1.1 DESCRIPCION DE LA DOBLE CAPA ELECTRICA

Admitiremos como un hecho experimental que la mayoria de los sélidos
adquieren una carga eléctrica superficial cuando se dispersan en un disolvente polar, en
particular, en una disolucion de electrolito. Los origenes de esta carga son diversos VY,
generalmente, comprenden algunos de los siguientes procesos [Hunter, 1981, 1987,
Lyklema, 1987, 1995; van Olphen, 1977]: adsorcién/desorcion de iones de la red,

disociacion o ionizacion de grupos superficiales o sustitucién isomorfica.

Cualquiera que sea el mecanismo, la carga neta superficial debe estar
compensada por iones en torno a la particula de modo que se mantenga la
electroneutralidad del sistema. La carga superficial y su contracarga compensadora en
disolucion forman la doble carga eléctrica (DCE). A pesar de utilizarse la palabra
“doble”, su estructura puede ser muy compleja, no totalmente resuelta en la mayoria de
los casos, y puede contener tres 0 méas capas que se extienden a lo largo de distancias
variables desde la superficie del solido. Cerca de la superficie o sobre ella, se pueden

encontrar cargas responsables de la carga superficial oo. En su proximidad inmediata,

112



Capitulo 4. Propiedades Eléctricas Superficiales

podrian localizarse los iones capaces de sufrir adsorcién especifica: la distancia al solido
sera del orden de un radio i6nico, dado que se puede suponer que han perdido su capa
de hidratacion, al menos en la direccion de la superficie del solido. Llamemos o; a la
carga superficial en un determinado plano de atomos, localizados a una distancia fi
desde el solido (figura 24). Si aceptamos que la interfase tiene una geometria plana, y
que x es la distancia externa normal a ésta, podemos decir que la region entre x =0y x =
pi esta libre de carga, y podemos identificar un condensador cuyas placas son la

superficie y el plano ;. Si C; es su capacidad especifica (por unidad de area):

o -y, =20 3)

donde ¥; es el potencial en la superficie del sélido. Los iones responsables de % no
solo desarrollaran interacciones electrostéticas 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. 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 hidrogeno, las fuerzas
hidrofobas-hidrofilas, etc. [Lyklema, 1987]. Debido a la ausencia habitual de
informacidn sobre la parte mas interna de la atmosfera ionica, el tratamiento a menudo

no esta exento de hipdtesis y suposiciones mas o menos realistas.
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Figura 24. Representacion esquematica de la distribucion de potencial

en una interfase cargada negativamente.

A partir del plano x = f4 se localizan los iones que s6lo poseen interacciones
electrostaticas con la superficie y, ademas, estan sujetos a colisiones con las moléculas
del disolvente: de hecho estan distribuidos en un cierto volumen cuya densidad de carga
es p(x), aunque en la practica se introduce una densidad superficial de carga difusa aq,

localizada en x = Sy, de acuerdo con la expresion:

oy = [ p()dx @)
B

para una interfase plana, o:

1 o0
= — 2 5
o, s d)zﬁ{r p(r)dr (5)

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

centro de la particula.
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Debido a la electroneutralidad:

Oy =—0;—0y (6)

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

los simbolos utilizados para los diferentes potenciales), mencionaremos:

1. La distribucion volumica de carga que se extiende desde x = Sy se

denomina capa difusa o parte difusa de la doble capa.

2. La regién entre x = 0 y x = f4 se denomina a menudo capa de Stern,

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

3. El plano x = g; es el plano interior de Helmholtz (PIH) y a x = 4 se le
I[lama plano exterior de Helmholtz (PEH). EI PEH identifica el comienzo de la

capa difusa.

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

—-ezVy —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 termodindmica. La
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integracion de la ecuacion 7 bajo la condicién n, =n’(«) para w = 0, da lugar a la

distribucion de Boltzmann:
n () =ni(@)expl-ezw(P)/kT] - ()

donde n?(w) 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 ecuacién de

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

V2\V(F)Z—8 —p(F)=-

rs€0 =

ezy(r)
9
Zez.n. (oo)exp[ T } 9)
siendo ¢.&, la permisividad eléctrica del medio de dispersion. La ecuacién 9

(ecuacion de Poisson-Boltzmann) es el punto de partida de la descripcién 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]:

e Una interfase plana con potencial bajo. Donde:
y=y4e (10)
donde x* es la longitud de Debye, y claramente es una medida del espesor
de la capa difusa. Su valor es:
%

kgT
kt= NSFS# (11)

D ez7n] ()
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! es dtil la siguiente

Para hacerse una idea de los valores tipicos de x
formula préactica para un electrolito 1:1 (N = 2, z; = 1, z; = -1) en agua como
disolvente a 25 °C: x* = 0.308 c¢*? nm, si ¢ es la concentracion molar de

electrolito; ny = n, = 10° Nac para un electrolito 1:1.

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

un potencial arbitrario yg:

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

KgT
y puede darse una expresion similar para yq.

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

w(r) =y, [%JG‘K‘”‘) (14)

mientras que deben aplicarse soluciones numéricas 0 expresiones
analiticas aproximadas en otros casos. Esto se ilustra en la figura 25,
donde se comparan las ecuaciones 10 y 12 para la interfase plana; y en la
figura 26, donde la solucion aproximada (ecuacion 12), se representa junto

a resultados numéricos [LAopez-Garcia y cols., 1996; Russel y cols., 1989].
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200 H

Potencial (mV)

Figura 25. Distribucidn del potencial en una interfase plana para electrolitos
monovalentes calculado mediante la férmula aproximada de Debye-Hiickel (ecuacion 10,

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

118



Capitulo 4. Propiedades Eléctricas Superficiales

Potencial adimensional (y)

o0 O05 10 15 20 25 3,0

k(r-a)
Figura 26. 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: célculo totalmente numérico.
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4.1.2 FENOMENOS ELECTROCINETICOS. POTENCIAL ZETA.

Supongamos que se aplica un campo eléctrico paralelamente a la interfase
sélido/disolucion de la figura 25, y que la superficie sdlida esta fija en nuestro
sistema de coordenadas. De lo expuesto anteriormente, debe haber quedado claro
que el liquido adyacente al sélido tiene una carga eléctrica neta, opuesta a la de la
superficie. Parte de los iones de este liquido probablemente estardn unidos
fuertemente a la superficie mediante fuerzas atractivas de corto alcance y pueden
considerarse inmoviles (esto es un aproximacion; ya que los iones pueden ser
moviles dando una movilidad préxima al nacleo de la disolucion); lo mismo se
admitird con respecto al liquido. Sin embargo, la fuerza eléctrica actuaré sobre los
iones arrastrando liquido en su movimiento, produciendo un movimiento relativo

entre el solido y el liquido en el cual se fundamente el fendmeno electrocinético.

El potencial zeta (¢) es la diferencia de potencial entre el medio de dispersion y
la capa estacionaria de liquido incorporado a la particula dispersa. Este se mide en
milivoltios y puede darse por diferentes mecanismos. Principalmente por disociacion de
grupos ionicos en la superficie de la particula o por absorcion de los iones de la solucion
en la superficie. El valor de potencial zeta es importante ya que aporta informacion
sobre la estabilidad de las suspensiones. Por ejemplo, particulas muy pequefias con un
potencial elevado son mas estables ya que los fendmenos de agregacidn se encuentran
impedidos. Por el contrario, si el valor de potencial zeta es bajo, la estabilidad del
sistema disperso se vera comprometida por la existencia de fuerzas de atraccion de

elevada magnitud.
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Una de las teorias més ampliamente utilizadas en la determinacion del potencial
zeta de un sistema disperso es la de Smoluchowski (1903) la cual es vélida para
particulas dispersas en distintos medios y a diferentes concentraciones. Sin embargo, un
analisis tedrico demuestra que esta teoria es valida solo para una capa muy delgada en la
que la longitud de Deybe (1/x) es mucho menor al radio de la particula a. Este modelo
de "doble capa fina" ofrece enormes simplificaciones para la teoria de la
electroforesis y para otras muchas teorias eléctricas y electroacusticas. Es un
modelo valido para la mayoria de los sistemas acuosos ya que la longitud de Debye
suele ser de unos pocos nanémetros en el agua. EI modelo no puede aplicarse a
coloides en una solucion con una fuerza ionica proxima a la del agua pura. Sin
embargo, el problema matematico es mucho mas complejo y hasta la aparicion de
los ordenadores s6lo estaban disponibles teorias aproximadas (validas para valores
de potencial zeta bajos). Los primeros tratamientos numéricos del problema
(validos para valores arbitrarios de radio, potencial zeta o concentraciones i6nicas)

fueron elaborados por Wiersema y cols. (1966) y O Brien y White (1978).

Todas estas teorias predicen que la movilidad electroforética y el potencial
zeta tienen el mismo signo. Sin embargo, estudios recientes sugieren que la
principal contribucion al potencial zeta puede deberse al dipolo que el agua forma
en la interfase solido-liquido, lo que no esta incluido en las teorias tradicionales.
Esta nueva aportacion sugiere que movilidad electroforética y potencial zeta
pueden ser en realidad de signo contrario [Knecht y cols., 2008].
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4.2ELECTROFORESIS: TEORIA ELEMENTAL

Los diferentes fendmenos electrocinéticos pueden distinguirse mediante la
fase movil-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 dispersién. 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 15) y el radio:
k'>>a 0 xa<<l1 (15)

es decir, estamos en la aproximacion de la doble capa gruesa (o de Hickel).
Debido a que la atmdsfera de iones se extiende a lo largo de estas grandes
distancias, la densidad de carga en su interior serd muy 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 actuaran sobre ésta son las
fuerzas de arrastre de Strokes (ﬁs) y la electrostatica (ﬁE). Como la particula se
mueve a velocidad constante (velocidad electroforética, v, ), la fuerza neta debe ser

nula:

F, =—6nnav,
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F,+F.=0 (16)

En estas ecuaciones, 7 es la viscosidad del medio de dispersion, y Q es la
carga total superficial de la particula. De la ecuacion 16:

- Q ¢
= E 17
Ve = Grma o (17)

e

Si recordamos que el potencial en la superficie [Panofski y Phillips, 1975],
bajo la condicién de la ecuacion 15, es:

V@=-—1 0 (18)

4ng g, A

la identificacién de V(a) con el potencial zeta (¢), da lugar a:

v, =255 (g (19)
3 1

o la movilidad electroforética (ue):

_ g ‘9rsgo

=3, ¢ (20)

e

lo que se conoce como formula de Hickel.
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Consideremos la situacion opuesta, para la que también existe una solucion

analitica, correspondiente a la doble capa delgada:
kl<<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 provocard, por lo tanto, movimientos
del liquido cargado que afectaran al propio movimiento de la particula. La solucion

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 accion del campo aplicado.
Por ello, la distribucion de potencial eléctrico es la simple superposicion del
potencial debido al campo méas el inducido en la interfase (figura 27).
Especificamente [Ohshima, 1998; Panofski y Phillips, 1975]:

w(F) .= —EwaCose—% E_aCosd = —g E_aCosd (22)

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

Smoluchowski:

€€

He =—2C (23)
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Figura 27. 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 posicion 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 posicidn [ver, sin embargo, Hunter, 1966; James,
1979; Lyklema y Overbeek, 1961a,b; Overbeek, 1952]; vy, vii) el campo aplicado, a
pesar de estar deformado por la presencia de la particula, se suma vectorialmente

al campo local en equilibrio de la doble capa.
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4.2.1. ELECTROFORESIS: TRATAMIENTOS MAS
ELABORADOS

Henry fue el primer autor que eliminé la restriccion (iii) anterior, y resolvid
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 ecuacién 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:

_28r80
He = 3 ¢f (ka) (24)
donde:
. (ka) _(xa)
f(ka)=1+ 6 Sag e (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 elaboré una teoria que siguié lineas similares, para
esferas en ambos casos [Booth, 1948a, b, 1950]. Estos autores, fueron los primeros
en considerar que durante la migracion electroforética la doble capa pierde su
simetria original y se polariza: la distribucion del potencial fuera del equilibrio no
es la simple adicion 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,
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1974]. EI problema matematico es mucho mas complejo y hasta la aparicion de los
ordenadores so6lo estaban disponibles teorias aproximadas (bajo ¢, gran xa). Los
primeros tratamientos numeéricos del problema, validos para valores arbitrarios del
radio, el potencial zeta o las concentraciones ionicas, 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 28. La validez de la formula 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.

° ».7 7 ke
i xa=100 —»r»
8_ 3
H’-\ 7-
.E 5
o I
> 5
—_ -
‘n 4
c I
= 3
AR
S 2
1_
O 1 1 1

25 50 75 100 125 150 175 200
¢(mv)

Figura 28. Movilidad electroforética frente a potencial zeta (<) para particulas esféricas de radio

a=100 nmy para xa = 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.
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4.2.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La determinacién de las movilidades electroforéticas de las distintas
suspensiones de maghemita (y-Fe,O3), poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) y
nanoparticulas compuestas (y-Fe,O3/PLGA) se llevo a cabo utilizando un
dispositivo Malvern Zetasizer 2000 (Malvern Instruments, Inglaterra), basado en el
analisis de la autocorrelacion de la luz laser dispersada por las particulas en
movimiento. Este aparato permite determinar u. con errores < 5%, y la temperatura

se mantiene constante (hasta £0.5°C) utilizando un médulo Peltier.

Las suspensiones estudiadas contenian una concentracion de nanoparticulas
en torno al 0.1% (p/v). Antes de preparar la suspension se fijaba la concentracion
de electrolito desecada con KNOj; entre 10®° y 10" M. En su caso, ademas se
ajustaba el pH con KOH o HNOs3. Debido a la laboriosidad del ajuste de ciertos
pH, la preparacion de las suspensiones se realiz6 cuando éstos eran estables, ya
que, en caso contrario las nanoparticulas habrian estado demasiado tiempo en
contacto con el medio de dispersién antes de medir, con el consiguiente riesgo para
la estabilidad de sus propiedades eléctricas superficiales (fendmenos de oxidacion
y de degradacion) [Plaza y cols., 2002].

Las medidas se realizaron a 25.0+0.5°C, 24 horas después, comprobando y
reajustando, si procedia, previamente el pH. Los datos presentados son el promedio
de 12 determinaciones, cambiando la muestra cada tres. La teoria de O Brien y

White (1978) se utilizé para convertir los valores de ue en potencial C.
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4.3. ESTUDIODEL EFECTODELpHY LA
FUERZA IONICA SOBRE LAS PROPIEDADES
ELECTRICAS SUPERFICIALES.

Comenzamos determinando el efecto del pH sobre la movilidad
electroforética (ue) de las nanoparticulas de y-Fe,O3, PLGA y y-Fe,O3/PLGA. La
figura 29 muestra los valores de u. en funcién del pH, en presencia de KNO3 1073
M. La y-Fe,O3 presenta una carga superficial neta positiva hasta un valor de pH~5,
correspondiente al punto isoeléctrico o pH de potencial zeta cero [Plaza y cols.,
2002]. Sin embargo, el PLGA y y-Fe,O3/PLGA presentan carga superficial neta
negativa en todo el intervalo de pHs estudiado y solo se intuye la existencia de un
pH de potencial zeta cero por debajo del pH=5. Es muy interesante comprobar en
esta figura como el recubrimiento polimérico oculta eficientemente el nicleo
magnético haciendo que la superficie de las particulas mixtas sea indistinguible
electrocinéticamente de la del polimero puro.

Para confirmar los resultados, determinamos la movilidad electroforética de
los tres tipos de particulas en funcion de la concentracion molar de KNOj; al pH
natural de las dispersiones acuosas (pH=5). Como podemos observar en la figura
30, las particulas de y-Fe,O3 presentan una carga superficial neta positiva en todo
el intervalo de concentraciones molares de KNOj3. Parece que la fuerza ionica del
medio no condiciona el valor de movilidad electroforética, ya que los valores se
mantienen practicamente constantes en todo el intervalo. No ocurre lo mismo en el
caso del PLGA y y-Fe,0O3/PLGA, pues la carga eléctrica superficial negativa
decrece dramaticamente al aumentar la fuerza i6nica de la dispersion. De nuevo, la
similitud entre la electrocinética del polimero puro y de las particulas mixtas y la

diferencia respecto a la maghemita se observan perfectamente.
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Figura 29. Movilidad electroforética (ue) (a) y potencial zeta ({) (b) de las particulas de
maghemita (y-Fe,Os, @), poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA, m) y compuestas
maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) (y-Fe,O3/PLGA, o) en funcion del pH, en
presencia de KNO3 107 M.
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Figura 30. Movilidad electroforética (ue) (a) y potencial zeta () (b) de las particulas de
maghemita (y-Fe,03, @), poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA, m) y compuestas
maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) (y-Fe,Os/PLGA, 0) en funcion de la
concentracion de KNOj3 a pH natural (pH = 5).
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Los resultados representados en la figura 29 también nos sirven para estimar, a
expensas de realizar un estudio exhaustivo, los fendmenos de sedimentacion y
redispersion de las suspensiones acuosas de las particulas mixtas (y-Fe,Os/PLGA).
Segun las caracteristicas eléctricas observadas en funcién del pH, podemos decir que a
valores acidos el potencial zeta en valor absoluto, serd bajo por lo que su carga
superficial también sera baja. Por esto, las repulsiones electrostaticas entre las particulas
en suspension seran despreciables, formandose un agregado voluminoso (fléculos), por
atracciones de van der Waals, que retrasara la aparicién de un sedimento final. Este
sedimento formado tendra una estructura abierta y albergara en su interior porciones de
medio de dispersion, provocando que la distancia entre las particulas sea grande y por la
débil atraccion existente entre éstas, la suspension sera facilmente redispersable por

simple agitacion.

Por otro lado, a pH basico, el potencial zeta en valor absoluto es alto por lo que
la carga superficial también lo es, generando repulsiones electrostaticas fuertes. Esto
provocara que las particulas sedimenten como entidades individuales compactandose en
el fondo de la probeta, formando un sedimento dificil de redispersar ya que las

atracciones entre las particulas seran elevadas.

Por lo que podemos afirmar que el control del pH de la suspensién acuosa de
particulas mixtas y-Fe,Os/PLGA parece, en un principio, una herramienta util para la
mejora de la estabilidad coloidal del sistema. Algo similar, aunque quizas en menor
medida puede apreciarse con respecto a la fuerza ionica en el control de la estabilidad
de las suspensiones (figura 30). Concentraciones de KNO; por encima de 10°M

aseguran valores de potencial zeta muy bajos.
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4.4 MECANISMO DE FORMACION DEL
RECUBRIMIENTO DE POLIMERO POLI(D,L-
LACTIDA-CO-GLICOLIDA) SOBRE LOS
NUCLEOS MAGNETICOS DE MAGHEMITA

La informacion ya descrita sobre las caracteristicas superficiales de los
materiales permite argumentar el mecanismo por el que la capa de polimero se forma
sobre la superficie de la maghemita. Primero, podemos hablar de una interaccién
electrostatica de tipo atractivo entre las particulas de maghemita cargadas positivamente
(figura 29). Las condiciones &cidas de la reaccion de sintesis determinan una carga
superficial positiva en los nicleos magnéticos, mientras que el material polimérico
gueda cargado negativamente. Esta atraccion provocara la concentracion del polimero

en las inmediaciones de la superficie de la maghemita.

Por otro lado podemos justificar la formacion de la capa de polimero mediante
un mecanismo termodinadmico utilizando la ecuacién de Dupré. Para ello usaremos los
datos mencionados previamente, por los cuales podemos calcular la energia libre de
interaccion entre la maghemita (M) y el polimero (P) en medio acuoso (A), AGwar :

AGnmaP = YMP - YMA — YPA (26)

donde las energias libres interfaciales se obtienen para cada par de interfases
involucradas. El resultado de este célculo es -19.76 mJ/m?. Esto significa que las
interacciones acido-base y de van der Waals entre la maghemita y el polimero son
netamente atractivas. Es decir, termodinamicamente es méas favorable para el polimero
permanecer en contacto con la maghemita antes que estar aislado en el medio de

dispersion acuoso [Arias y cols., 2001].
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5.1 INTERACCIONES SUPERFICIALES

La principal interaccion que existe entre las particulas coloidales cargadas en un
medio acuoso es la interaccion electrostatica, ademas de esta, existen otras interacciones
entre las particulas presentes en el medio de dispersion y que pueden alcanzar valores
significativos. Consideramos las mas importantes las interacciones electrodindmicas o
de Lifshitz-van der Waals (LW) y las interacciones dispersivas o interacciones no-

dispersivas (fuerzas de solvatacion, estructurales y de hidratacion):

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 interaccion gravitatoria. EI modelo clasico DLVO (Derjaguin-Landau-
Verwey-Overbeek) las considera, junto con la interaccion electrostatica,

responsables de la energia total de interaccién entre particulas.

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

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

En este apartado, nuestro objetivo es la identificacion y la cuantificacion de las
interacciones en la interfase particula/medio acuoso, usando una teoria termodinamica
de la tensién superficial o energia libre de los sélidos. Para ello, utilizamos un modelo
termodinamico que incluye las interacciones de van der Waals y acido-base entre las
particulas, o entre ellas y el medio de dispersion. EI modelo permite caracterizar el
s6lido mediante tres componentes de su energia libre superficial: %™ (Lifshitz-van der

Waals, representativa de las interacciones no polares o dispersivas de la interfase), 5"
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(aceptor de electrones o acido de Lewis) y » (donante de electrones o base de Lewis).
Estas dos Ultimas contienen informacion sobre interacciones de corto alcance, a las que
se suele llamar fuerzas de solvatacion, estructurales o, en caso de medio acuoso, fuerzas
de hidratacion. Veremos asi la importancia de las contribuciones no electrostaticas al
balance total de la energia de interaccion entre las particulas del sistema analizado. Para
llevar a cabo estos calculos utilizaremos datos experimentales de los angulos de
contacto formados por liquidos seleccionados con nuestros tres tipos de sistemas:
nacleo magnético (maghemita, y-Fe,QO3), recubrimiento polimérico [poli(D,L-lactida-co-
glicolida), PLGA] y particulas compuestas magnéticas (y-Fe,O3/PLGA). Pretendemos
también realizar un analisis comparativo de la energia libre superficial de estos tres

tipos de materiales puros.

5.2 INTERACCIONES DISPERSIVAS

Van der Waals fue el primer autor que sugirié que en los liquidos y gases no
ideales existen entre atomos y moléculas una interaccion de naturaleza diferente de la
electrostatica, a la que posteriormente se denomind interaccion de van der Waals. Estas
son relativamente débiles comparadas con los enlaces quimicos normales pero son
importantes en campos como la nanotecnologia, ciencia de polimeros o ciencia de
superficies. Ademas, definen el caracter quimico de compuestos organicos y la

solubilidad de las sustancias organicas en medios polares y apolares.

En general, un potencial intermolecular tiene un componente repulsivo que evita
el colapso de las moléculas debido a que al acercarse las entidades unas a otras las
repulsiones dominan y ademds tiene un componente atractivo en el que pueden

considerarse tres contribuciones distintas:
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e la interaccion entre dipolos permanentes o fuerzas de orientacion o interaccion
de Keesom [Keesom, 1921].

¢ la interaccion entre dipolos permanentes y dipolos inducidos en otros atomos o

moléculas, fuerzas de induccién de Debye [Debye, 1921].

e interacciones producidas entre dipolos instantdneos originados por fluctuaciones
de carga eléctrica y dipolos inducidos [London, 1930]. Es la Unica atraccion
experimentada por atomos no polares, pero opera entre cualquier par de

moléculas, sin importar su simetria.

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. Usando el planteamiento de Lifshitz (1955), se ha
demostrado que para sistemas macroscopicos las interacciones van der Waals-
Keesom y van der Waals-Debye se pueden tratar de igual forma que las
interacciones van der Waals-London. Por eso, todas ellas se pueden agrupar dentro
del conjunto de interacciones electrodinamicas, denominadas genéricamente
interacciones Lifshitz-van der Waals (LW). Aunque estas interacciones son débiles
en comparacion con las electrostaticas (EL) responsables del enlace iénico o del
covalente, afectan de forma considerable a diversos fendmenos relacionados con
los sistemas coloidales, tales como la adhesion, la adsorcion, la agregaciéon de
particulas en suspensién o la estructuracion de macromoléculas condensadas, como
polimeros o proteinas [Israelachvili, 1991]. Concretando, las caracteristicas

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

e En general, 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 interaccion dispersiva entre dos sistemas

fisicos se ve afectada por la presencia de otros cercanos.

Matematicamente podemos obtener la contribucién a la tension superficial de
todas las interacciones de tipo dispersivo. Se realiza mediante la teoria de Lifshitz de la
atraccion entre sistemas macroscopicos [Ninhan y Parsegian, 1970; Parsegian y Ninhan,
1969], y se denomina componente LW o Lifshitz-van der Waals (#") a la componente

de la tension superficial o energia libre superficial asociada a estas interacciones.

5.3 INTERACCIONES NO-DLVO

Hay fendmenos relacionados con la estabilidad coloidal que no pueden
explicarse solo por la interaccion electrostatica entre dobles capas eléctricas y las
fuerzas de van der Waals, como por ejemplo el hinchamiento espontaneo de arcillas
secas cuando estan en contacto con agua [van Olphen, 1977], ni 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]. O més recientemente, la no
coagulacion en el punto isoeléctrico de suspensiones de ZnS [Duran y cols., 1995] o de
latex de etilcelulosa [Vera y cols., 1995] en el seno de disoluciones salinas
concentradas. Por ello, ha sido necesario introducir las fuerzas no-DLVO (con un
alcance de pocos nandmetros), entre las que se incluyen: repulsion “hidréfila”, atraccion

“hidr6foba”, enlaces de hidrogeno, enlaces 7 0 presidn osmdtica en suspensiones muy
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concentradas de polimeros. De todas estas, las mas conocidas son las que tienen su
origen en la solvatacion de las superficies (estructurales), pudiendo ser atractivas (efecto
hidréfobo), repulsivas (efecto hidrofilo) e incluso oscilatorias. Son interacciones de tipo
polar y pueden llegar incluso a alcanzar un valor dos 6rdenes 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 basadas en las propiedades macroscopicas
del medio liquido (por ejemplo, su constante dieléctrica, densidad o indice de
refraccion), las fuerzas no-DLVO actlan 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 proximas 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 solvatacion [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, tendrd una componente repulsiva
de largo alcance. Si, por el contrario, la interaccion superficie-liquido es méas débil que
la interaccion liquido-liquido, la fuerza de solvatacion oscilatoria presentard una

componente monotona atractiva.
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5.4 TEORIA DE VAN OSS

Para poder predecir el valor que adquieren las interacciones ya descritas en este
apartado [Lifshitz-van der Waals (LW) y acido-base (AB)] es necesario hacer
previamente una caracterizacion termodindmica de la superficie. Para ello,
consideraremos el proceso reversible de acercar dos sistemas fisicos del mismo
material, 1, hasta formar una fase continua donde entran en contacto superficies iguales
unitarias [Good, 1993]. Se denomina energia libre de cohesidn (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 (1) de la forma:

AGc1=-Wc,1=2y1 (27)

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 12 la
energia libre de adhesion y Wa 1, el trabajo de adhesion. 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 (y1,) mediante la ecuacion de Dupré [Adamson, 1982].

AG123=-Wa 12= y12- Y 1- 7 2 (28)
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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 ecuacién de Dupré queda de la forma:

AG123= V13- Y 12- ¥ 23 (29)

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

material, 1, en el medio 2.

La energia libre interfacial esta relacionada con las fuerzas de interaccion
que las superficies de las fases 1 y 2 ejercen entre si (cohesidn) o con la otra fase

(adhesion), con lo que la ecuacion de Dupré queda de la forma:

AG121=-2y12 (30)

La caracterizacion termodinamica superficial de nuestros sistemas fisicos
nos permitird determinar los valores de energia libre superficial e interfacial y, a
partir de ellos, evaluar la naturaleza y alcance de las interacciones de origen no

electrostatico en la interfase.

Las investigaciones mas recientes acerca de la tension superficial y sus
componentes, han sido realizadas por van Oss (1993, 1994). La ecuacién que
constituye la base para el desarrollo de su modelo es la que expresa la tensién
superficial total de cualquier fase, como suma de dos contribuciones o
componentes, que son las asociadas a interacciones Lifshitz-van der Waals (LW) y
acido-base (AB). En su extension a la energia libre de la interfase 1/2:
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— . LW AB
n=n tn (31)
El siguiente paso es postular una regla de combinacién para calcular la
contribucion del caréacter &cido y basico a las energias libres de adhesién a través

de la interfase o a la energia interna de cohesion de una fase. La ecuacion 31 se

puede hacer extensiva a la energia libre de la interfase 1/2:

n= 712LW+ 712AB (32)

A continuacion, se expresara matematicamente cada uno de los dos
sumandos de la tension superficial de la ecuacion 32. Utilizando la regla de Good y

Girifalco, el primer término 7,™" queda de la forma:
7/12LW: (\/71LW- \/yZLW)Z: ylLW +\/MLW _\/ylLW 7/2LW (33)
La obtencién del segundo sumando (712"") no puede hacerse mediante la
regla anterior, pues como ya indicé Fowkes (van Oss, 1994) no es aplicable a las

interacciones AB, que son esencialmente asimétricas. Se postula entonces la

siguiente regla de combinacion para la componente AB de la tension interfacial:

712" =200+ Ve - n T - V)= 200 - N (V- V) (34)
donde %" y 5 representan, respectivamente, la contribucion electron-aceptor
(acido de Lewis) y electron-donante (base de Lewis) a la tension superficial de la
fase i. La ecuacion 34 para una fase queda de la forma:

nP =2\t (35)

Sustituyendo la ecuacién 35 en la ecuacién 31:
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n=n 2N (36)

Sustituyendo las ecuaciones 33 y 34 en la ecuacion 32, y teniendo en

consideracion la ecuacion 36, se obtiene:

1= n+ye -2 ™) - 20(n ") -2N0n ") (37)
que expresa la tension interfacial entre las fases 1y 2.

Es usual hacer una clasificacion de las sustancias en funcion de los valores
que adquieren las componentes acido y base de Lewis: bipolares, si las moléculas
se comportan como 4acidos y bases de Lewis simultineamente; 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 una sustancia es monopolar no existe el término "%, y la tensién
superficial total () es entonces igual al término LW. No obstante, tales sustancias
pueden interaccionar fuertemente con materiales bipolares y materiales
monopolares de polaridad opuesta, a pesar de la aparente naturaleza apolar de su

tension superficial.

Ambas interacciones LW y AB entre dos cuerpos idénticos o entre dos
diferentes en el vacio, son siempre atractivas. No obstante, cuando estan inmersos
en un liquido, puede surgir una interaccion repulsiva. Con respecto a la interaccion
LW, solamente aquella que tiene lugar entre dos materiales diferentes 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

(72"") cumpla: 1™ <" < 3" [van Oss, 1994].
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En cuanto a la componente AB, la interaccidn neta entre dos cuerpos polares
en un medio liquido puede ser repulsiva, siempre y cuando los dos cuerpos sean
del mismo material y se verifique que los valores de " y ¥ del liquido estén

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

El aspecto fundamental a resaltar por su significacion en la determinacién
de la energia total de interaccién entre dos particulas coloidales, es que el
conocimiento de %" y %7 para las fases implicadas permite calcular dicha energia.
En efecto, la energia libre de interaccion (por unidad de superficie) entre dos

particulas de material 1 inmersas en la fase 2 sera:
AGi1p1 = 2y10 = -2(Nn ™ - ™ - 4N i + Ve N e - ) (38)

Notese que un valor positivo de AGi,; implicaria una repulsion neta entre

las superficies (presion de hidratacién o interaccion hidrofila). Teniendo en cuenta

que AGy es siempre negativo, el caracter atractivo o repulsivo de la interaccion,
representado por el valor de AGjy;, dependera de la contribucién &cido-base
AG1,:"®. En medio acuoso, la componente AB de la energia de cohesién del agua,
debido a sus enlaces por puentes de hidrégeno, es 102 md/m? valor lo
suficientemente elevado como para imponer un efecto atractivo neto entre

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

En otras ocasiones, como sucede en especial con las superficies

IW. AB
v

monopolares [van Oss, 1994] (y = y = 0, usualmente " =0y ¥ = 0), el

elevado valor del caracter basico de estas superficies las hace muy hidrofilas,
existiendo fuertes interacciones repulsivas (presion de hidratacion) por la

1/2

presencia del factor (11772 ")"2 y por tanto se verifica que [4G12,"® | > 4G 11 ""].
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Desde este punto de vista, el modelo de van Oss propone una interpretacion
de las interacciones de solvatacion, segun la cual, dichas interacciones tienen su
origen en intercambios AB (acido-base de Lewis) entre la superficie de las
particulas dispersas y el medio de dispersion (agua, generalmente). En ambos
casos, la componente AB del cambio de energia libre de Gibbs asociado a dicha

interaccidn seria la fuerza termodinamica responsable de la misma.

5.5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La tensién superficial de un liquido y la tension 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 en la
determinacion de los valores de las tensiones superficiales en un sélido. Ambas
han sido descritas con detalle en trabajos anteriores [Arias y cols., 2001; Duran y
cols., 1994, 1995]. Nos centraremos en una breve descripcion de la técnica de
medida de angulos de contacto, ya que es la que hemos utilizado en nuestra

investigacion.

El sistema fisico al que se va a aplicar esta técnica esta constituido por una
superficie solida, una gota de liquido depositada sobre ella y el aire. Mediante la
medida del angulo de contacto (#) entre la fase liquida y la gaseosa que la rodea
(interfase ligquido-gas) se obtendran los valores de las componentes de la tension

superficial del sélido. La aplicacion de este método esta restringida a los casos en
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los que la superficie del solido sea plana, homogénea y rigida a escala

macroscopica.

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

equilibrio es una magnitud Unica que cumple la ecuacion de Young:

Jov - YL = ) cosH (39)

donde v, %L Y 7 son, respectivamente, las tensiones interfaciales solido-vapor y
sélido-liquido y la tensidn superficial del liquido. La ecuacion 39 se puede escribir

de la forma:

7% = 151+ 1 cosO + 7 (40)

donde s es la tension superficial del s6lido y 7 es la presion superficial, definida

por:

Te = )5 - )sv (41)

esto es, la presion bidimensional que ejerce el vapor adsorbido sobre la superficie
solida. En el caso de que j sea superior a j, esta adsorcion provoca una
disminuciéon de la tension superficial del sélido hasta alcanzar, en caso de
saturacion, el valor de la tension superficial del liquido. Bajo estas condiciones
limite, 7 = » - .. 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:
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¥s=YsL + YL cosd (42)

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 solido, se puede producir, dependiendo del método utilizado, un
avance (la gota se deposita sobre una superficie seca) o una regresion de la gota
(una vez depositada esta se retrae, desplazandose sobre zonas ya mojadas), siendo
los respectivos angulos de contacto &, (avance) y 6; (retroceso). Se verifica que &
es siempre inferior a 6,. Este fendmeno puede dificultar la estimacion del
verdadero angulo de contacto, pues existe una gran dependencia entre la amplitud
de la histéresis y el volumen de gota utilizado. Este efecto se puede minimizar
disminuyendo el volumen de la gota de liquido. Nuestras medidas experimentales

se han realizado sobre el &ngulo de avance.

Una vez medidos los angulos de contacto, es posible determinar las
componentes de la energia superficial del sélido. Sustituyendo en la ecuacién 42 el

valor de ys. obteniéndose:
23ys™Y y ™Y+ 24ys Ty + 2Vys 'y = yi(1+cos0) (43)

Midiendo los angulos de contacto formados por tres liquidos diferentes, de
los que se conocen las componentes de su tensién superficial, se puede establecer
un sistema de tres ecuaciones como la ecuacion 19, a partir del cual se calcularan
los valores de las componentes del solido. Por lo general, se suelen utilizar dos

liquidos polares y uno apolar.
El analisis termodinamico superficial se ha efectuado en las nanoparticulas

de PLGA, y-Fe;O3 y compuestas (y-Fe,O3/PLGA), utilizando los liquidos a-

bromonaftaleno, agua y formamida. En la aplicacion del modelo de van Oss, se

149



Capitulo 5. Propiedades Termodinamicas Superficiales

utilizaron los datos bibliograficos recogidos en la Tabla 2, donde se especifican los
valores de las componentes de la tension superficial de los liquidos de prueba utilizados
[van Oss, 1994].

fati LW +
Liquido y ¥ ¥
Agua 21.8 25.5 25.5
Formamida 39.0 2.28 39.6
a-Bromonaftaleno 43.6 0.0 0.0

Tabla 2. Componentes de la tension superficial de los liquidos utilizados en la
medida del 4ngulo de contacto en mJ/m?y a 20°C.

La medida de los angulos de contacto se ha realizado mediante un
telegoniémetro Ramé-Hart 100-0.7-00 (EE.UU), 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 &ngulo con una precisién de + 1°. El
uso de una microjeringa (Wilson, EE.UU) permite controlar el volumen de la gota
depositada entre 2 y 4 uL. La superficie del s6lido a estudiar se obtuvo por compresion
del material seco en una prensa hidraulica (Spepac, Inglaterra) a una presién fijada de
148 MPa durante 5 minutos. Los comprimidos obtenidos presentaron un radio de 1.3

cm.
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
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una suspension acuosa (= 10 %, p/v) de cada tipo de coloide sobre la superficie limpia y

seca de una placa de vidrio. Los valores de &ngulo de contacto (en grados) obtenidos

con los liquidos seleccionados son el promedio de 16 determinaciones realizadas a 25.0

+ 0.5 °C, midiendo sobre una nueva gota después de cada dos medidas.

MAGHEMITA

PLGA

COMPUESTAS

AGUA

32+2

65+2

61+2

FORMAMIDA

18+2

24 £2

23+2

a-BROMONAFTALENO

13+2

21+2

20+2

Tabla 3. Angulos de contacto (grados) de los liquidos utilizados en las determinaciones

en comprimidos con los tres tipos de materiales.
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5.6 COMPONENTES DE LA ENERGIA LIBRE
SUPERFICIAL

La evaluacion de las componentes js de la energia libre superficial es la que
aporta una informacion fisica veraz sobre la termodindmica superficial de maghemita,

PLGA y particulas compuestas.

Para la maghemita la componente Lifshitz-van der Waals (") es 41.49 + 0.23
mJ/m?, la componente electrén-aceptor (3" es 1.03 +0.07 mJ/m?, y la contribucién

electron-donante (5) es 39.41 + 1.82 mJ/m?.

Para el PLGA la componente Lifshitz-van der Waals (5"") es 40.78 +0.52
mJ/m?, la componente electrén-aceptor (") es 3.59 +0.11 mJ/m? y la contribucién

electrén-donante (5 es 6.04 + 1.07 mJ/m?.

Para las particulas compuestas la componente Lifshitz-van der Waals (3™") es
41.01 + 0.51 mJ/m?, la componente electrén-aceptor (357) es 3.15 +0.22 mJ/m?, y la

contribucién electrén-donante (%) es 9.05 + 2.14 mJ/m?.

Con estos resultados, reflejados en la figura 31, observamos que nuestras
particulas son esencialmente materiales electron-donantes por lo que pueden tener
interacciones acido-base con fases de cualquier polaridad (¥, y~, 0 ambas, diferentes de

cero) pero las fuerzas AB no contribuyen a su energia libre de cohesion.
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[ R
v
Cdy

Maghemita PLGA Maghemita/PLGA

Figura 31. Valores de los componentes de la energia libre superficial de los tres tipos de
particulas: maghemita (y-Fe,0s), poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA), y compuestas
maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) (y-Fe,O3/PLGA).

5.7 ANALISIS DE LA NATURALEZA
HIDROFILA/HIDROFOBA

Como ya hemos mencionado, una caracterizacion termodinamica exhaustiva, es
fundamental ya que las interacciones implicadas en la determinacion de la energia libre
superficial de los sélidos se manifiestan de diferentes formas como; agregacion de
particulas en suspension o la adhesion a diferentes sustratos. Lo que buscamos es que
los métodos empleados junto con su base teorica, permitan especificar la componente
LW de la energia de interaccién entre las particulas dispersas y cuantificar las
contribuciones no-DLVO a la energia total ya que se relacionan con la componente AB

de la tension superficial tanto del sdlido en suspension como del liquido.

153



Capitulo 5. Propiedades Termodinamicas Superficiales

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

AG121= AG121"V+AG1,™® (44)

Haciendo uso de la ecuacion 44, pueden obtenerse los valores de AGix™"de
cada componente: AG"Y(mJ/m?) para la maghemita es de 12,98 + 2,71 mJ/m?,
para el polimero es de -38,59 + 3,33 mJ/m? y para las particulas compuestas es de -
32,76 + 5,44 mJ/m°.

Obviamente, estos cambios en la energia libre superficial se manifiestan en las
caracteristicas hidrofobas/hidréfilas de este material polimérico. De acuerdo con van
Oss (1994), puede utilizarse el siguiente criterio para determinar cuando un material

puede considerarse hidréfilo o hidréfobo. Si AGiy'O"

resulta ser negativo las
interacciones interfaciales favorecen la atraccion entre si de las particulas y son
consideradas hidréfobas. La hidrofilia y repulsion estard asociada a valores
positivos de AGi»'°'. En nuestro caso, las particulas compuestas presentan un
valor de AGy1'°'= - 24.4 + 3.7 mJ/m?, indicativo de su caracter hidréfobo (figura

32).
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Figura 32. Valores de AGg s (mJ/m?) y carécter hidréfobo/hidréfilo de los tres tipos de
particulas: maghemita (y-Fe,03), poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA), y compuestas
maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) (y-Fe,Os:/PLGA).
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Capitulo 6. Propiedades magnéticas

6.1 PROPIEDADES MAGNETICAS

Existen distintos tipos de magnetismo originados por el movimiento de los
electrones de un material [Callister, 1996]. Cuando los electrones se mueven por un hilo
conductor, se genera un campo magnetico alrededor del hilo. Las propiedades
magnéticas macroscopicas de los materiales son consecuencia de los momentos
magnéticos asociados con sus electrones individuales. Cada electron en un atomo tiene
un momento magnético que se origina a partir del movimiento orbital del propio
electron alrededor del nucleo, y a partir de la rotacion (spin) del electron a lo largo del
eje de rotacion. De forma general, todos los materiales poseen al menos un tipo de
magnetismo, dependiendo su comportamiento de la respuesta del electrén y de los
dipolos magnéticos atomicos cuando se aplica un campo magnético externo. Los

principales tipos de magnetismo son:

e Diamagnetismo: forma muy débil de magnetismo que ocurre tan sélo
mientras se aplica un campo magnético externo, produciéndose asi un
cambio en el movimiento orbital de los electrones del material. La magnitud
del momento magnético inducido es extremadamente pequefia y en direccién
opuesta al campo magnético (H) aplicado (figura 33). La permeabilidad
relativa es algo menor que la unidad y la susceptibilidad magnética es
negativa. El diamagnetismo se encuentra en todos los materiales pero sélo
puede observarse cuando otros tipos de magnetismo estan totalmente

ausentes. Esta forma de magnetismo no tiene interés practico.
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Figura 33. Esquema de los dipolos en un material diamagnético.

Paramagnetismo: se debe a los electrones no apareados del material. A
cada atomo se le asocia un momento magnético neto causado por el giro de
los electrones. Cuando se aplica un campo magnético los dipolos se alinean
con él, dando como resultado una magnetizacion positiva. Sin embargo,
como los dipolos no interacttan entre si, para alinearlos necesitamos campos
magnéticos extremadamente grandes. Una vez que desaparece el gradiente
magnético, la magnetizacion se pierde. Para algunos materiales sélidos cada
atomo posee un momento dipolar permanente que en ausencia de un campo
magnético externo se orienta al azar, de forma que una zona determinada del
material no posee magnetizacion macroscopica neta. Esos dipolos atomicos
rotan libremente dando paramagnetismo cuando se alinean de forma
preferente con un campo magnético. Al alinearse estos dipolos con el campo
magnético aplicado generan una permeabilidad relativa mayor que la unidad
y una susceptibilidad magnética positiva (figura 34). Dentro de esta
propiedad destaca el superparamagnetismo. Esta propiedad es consecuencia
de un cambio cualitativo en la estructura de los materiales magnéticos
nanométricos, que pasa de estar constituida por numerosos dominios
magnéticos, a estar formada por un Unico dominio magnético o
monodominio, lo que determina una reduccion muy importante de la barrera
de anisotropia magnética, provocando la desaparicion de la histéresis (no hay
campo coercitivo ni remanencia) [Alvarez Paneque y cols., 2008].
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Figura 34. Esquema de los dipolos magnéticos en un material paramagnético

Ferromagnetismo: Consiste en una fuerte interaccién entre los momentos
dipolares atdmicos vecinos. Esta situacion los mantiene alineados incluso
cuando se suprime el campo magnético externo (figura 35). Que esto ocurra
0 no depende de la intensidad de los dipolos atomicos y de la separacién
entre los atomos del material. Se dice que existen &tomos que podrian ser
ferromagneéticos en una clase de material pero no en otra, porque su
espaciamiento es diferente. Podemos disminuir la efectividad del
acoplamiento entre atomos vecinos que causa el ferromagnetismo al
aumentar la temperatura de una sustancia. La temperatura Curie es aquella a

la cual un material ferromagnético se transforma en paramagnético.
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Figura 35. Esquema de los dominios magnéticos

en un material ferromagnético.

e Antiferromagnetismo: En este caso, la presencia de un campo magnético
hace que los momentos magneticos producidos en dipolos vecinos se alineen
con el campo magnético en direcciones opuestas. Esto produce una

magnetizacion nula (figura 36).

OOO
OOQ

Figura 36. Orientacién de los dominios magnéticos en

un material antiferromagnético.
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6.2 CICLO DE HISTERESIS

Cualquier material ferromagnético o ferrimagnético a temperatura inferior a la
de Curie esta formado por pequefias regiones tridimensionales en las que todos los
momentos magnéticos estan alineados en la misma direccion [Callister, 1996]. Estas
regiones se denominan dominios y cada uno esta magnetizado hasta la saturacion. Los
dominios adyacentes estan separados por paredes de dominio, a través de las cuales la
direccion de imanacion cambia gradualmente. La densidad de flujo (B) y la intensidad
del campo magnético (H) no son proporcionales en el caso de los materiales
ferromagnéticos. Si el material esta inicialmente no imanado, entonces B varia en
funcion de H segun se muestra en la figura 36. La curva empieza en el origen, y a
medida que aumenta H, la induccion B empieza a crecer lentamente y después mas
rapidamente hasta que al final alcanza un nivel determinado y se hace independiente de
H. Este valor maximo de B es la densidad de flujo de saturacion (Bs) y la imanacion
correspondiente es la imanacion de saturacion (Ms). Segun la ecuacion B = p-H, la
permeabilidad () es la pendiente de la curva B frente a H, y se puede apreciar en la
figura 37 que cambia con H. En algunas ocasiones, la pendiente de B frentea H (a H =
0) se especifica como una propiedad del material, denominada permeabilidad inicial

(W), tal como se indica en la figura 37.
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Figura 37. Comportamiento de B frente a H de un material ferromagnético 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 tamafio
debido al movimiento de los limites de dominio. Las estructuras tipicas de los dominios
estan representadas de forma esquematica en varios puntos de la curva de la figura 37.
Inicialmente, los momentos de los dominios constituyentes estan orientados al azar, de
tal manera que no existe un campo de momento neto B (0 M). A medida que se aplica el
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 continda 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 38, a medida que el campo H se
reduce, la curva no invierte su camino original, sino que se produce un efecto de
histéresis en el que el campo B va retrasado con respecto al campo aplicado H, es decir,

disminuye mas lentamente. Cuando el campo H es cero (punto R de la curva), existe un
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campo residual B que se denomina remanencia, o densidad de flujo remanente, B,. En

este momento, el material permanece imanado en ausencia de un campo externo H.

Eliminacion o inversion del
campo __S
Bl v

R fe. \
F i 2 / Magnetizacion
C .. i inicial

-H. |0 +H. H —

Figura 38. Densidad de flujo magnético frente a la intensidad del campo
magnético de un material ferromagnético para la saturacion en ambas direcciones (puntos
Sy S’). La curva de histéresis viene representada por la curva sélida; la curva discontinua

indica la primera imanacion. La remanencia B, y la fuerza coercitiva H, también se

indican.

El comportamiento de histéresis y la imanacion permanente pueden explicarse
por el movimiento de las paredes de los dominios. Al invertir la direccién del campo
desde la saturacion (punto S de la figura 38), el proceso mediante el cual cambia la
estructura de los dominios se invierte. En primer lugar, existe rotacion del dominio
unico con el campo invertido. Mas tarde, los dominios con los momentos magnéticos
alineados con el nuevo campo crecen a expensas de los primeros. Para esta explicacion
es crucial la resistencia al movimiento de las paredes de los dominios que ocurre en
respuesta al aumento del campo magnético en la direccion opuesta. Esto explica el

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

explica la existencia de la remanencia B.

Para reducir a cero el campo B dentro de la muestra (punto C de la figura 38), se
debe aplicar un campo H de magnitud a —H. en la direccién opuesta a la del campo
original. H. se denomina coercitividad, o bien, algunas veces fuerza coercitiva. Al
continuar aplicando el campo en la direccion contraria a la del campo original, tal como
se indica en la figura, finalmente se alcanza la saturacion en la direccion opuesta,
correspondiendo al punto S”. Una segunda inversion del campo hasta el punto de la
saturacion inicial (punto S) completa el ciclo de histéresis simétrico y también produce
una remanencia negativa (-By) y una coercitividad positiva (+Hc). La curva B frente a H
de la figura 8 representa un ciclo de histéresis hasta saturacion. Desde luego, no es
necesario aumentar el campo H hasta la saturacion antes de invertir su direccion.
Ademas, es posible invertir la direccion del campo en cualquier punto a lo largo de la

curvay generar otros ciclos de histéresis.

Las propiedades magnéticas de las particulas de maghemita (y-Fe,Os) y las
compuestas (y-Fe,O3/PLGA) quedan muy bien definidas mediante la determinacion del
ciclo de histéresis de estos materiales a 25.0+0.5°C. Estas determinaciones se realizaron

utilizando un equipo magnetometro-susceptibilimetro Manics DSM-8 (Paris).

La figura 39 contiene los ciclos de histéresis magnética de las nanoparticulas de
maghemita y particulas compuestas magneéticas. En el caso de la maghemita no
observamos ciclo de histéresis como cabia esperar dado el caracter superparamagnético
de esta. De las porciones lineales de las curvas podemos estimar una susceptibilidad
inicial de y;= 0.12+0.02 para nanomaghemita y y;= 2.51+0.11 para las particulas mixtas
magnéticas y-Fe,O3/PLGA. El aumento de la magnetizacion de saturacion ocurre
cuando los nucleos magnéticos quedan englobados dentro de la poli(D,L-lactida-co-

glicolida) siendo la susceptibilidad magnética en este caso, 9+2 kA/m para
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nanomaghemita y 20612 kA/m para las particulas compuestas magnéticas. Las
propiedades magnéticas de nanoparticulas de maghemita ya quedaron descritas en
literatura [Chatterjee y cols., 2003].

Por lo tanto, podemos concluir, que la gran magnetizacion de las particulas
magnéticas mixtas las hace ideales en el disefio de sistemas coloidales transportadores
de farmacos. Esto es gracias a su gran capacidad para responder a campos magneticos
aplicados, con los que se puede guiar el coloide de forma especifica a la region diana (p.

ej., una masa tumoral).

p-Fe,0,/PLGA

T T T T T T 1 T T T T T T
-1500 -1000 -500 0 500 1000 1500
H (kA/m)

Figura 39. Ciclo de histéresis de las particulas de maghemita (y-Fe,O3) (o) y de las

particulas mixtas maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) (y-Fe,O3/PLGA) (m).
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6.3. PRUEBA IN VITRO

La capacidad de respuesta a gradientes magnéticos aplicados de las particulas de
[maghemita (y-Fe,O3), y maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) (y-Fe,O3/PLGA)]
fue analizada cualitativamente mediante visualizacion del efecto que ejerce un iméan
permanente de 400 mT sobre una suspension acuosa de estas particulas coloidales.
Brevemente, se prepararon sendas suspensiones acuosas de los dos tipos de coloides con
una concentracion del 1% (p/v). A una temperatura de 25.0+0.5°C, se puso en contacto
la suspensién de [maghemita (y-Fe,O3), y la de maghemita/poli(D,L-lactida-co-
glicolida) (y-Fe,O3/PLGA)] con un gradiente magnetico de 400 mT, observandose el
comportamiento de las particulas magnéticas en estas condiciones. Como puede
apreciarse en la figura 40, las nanoparticulas magnéticas compuestas y-Fe,Os/PLGA
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. Sin embargo, esto no se observa en el caso de la
dispersion acuosa de maghemita pura que mantiene su aspecto homogéneo incluso
tras 24 horas de exposicidn al gradiente magnético externo, lo que pone de manifiesto

que dichas particulas son superparamagnéticas.
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Figura 40. Sedimentacion magnética en funcion del tiempo de las particulas compuestas
maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) (y-Fe203/PLGA) (a) y de las particulas de

maghemita (y-Fe203) (b), en respuesta a un iman permanente de ~ 400 mT.
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6.4. PRUEBA DE CONCEPTO: GUIADO
MAGNETICO IN VIVO

Con este método queremos investigar las posibilidades que ofrecen las
nanoparticulas compuestas en el guiado magnético de farmacos hasta el lugar de accién.
Concretamente estudiamos la presencia del hierro que forma parte de las nanoparticulas
compuestas, en el tejido tumoral. Este estudio se hace basandose en la reaccion quimica
que se produce entre los nucleos de maghemita y el ferrocianuro potasico cuyo
resultado es un precipitado azul verdoso de ferrocianuro férrico o azul de Prusia. Por
esta reaccion se tifien las nanoparticulas atraidas hacia la masa tumoral por el gradiente
magnético aplicado permitiéndonos visualizar de manera eficaz su acumulacién [Gang y
cols., 2007].

Los experimentos in vivo se realizaron en el Departamento Physico-chimie,
Pharmacotechnie et Biopharmacie de la Facultad de Farmacia de la Universidad Paris-
Sud XI (Francia), gracias a la colaboracion de la unidad UMR CNRS 8612 dirigida por
el Prof. Patrick Couvreur. Durante este estudio se respetaron las normativas francesas y
europeas de cuidado y trabajo con animales de experimentacion. Se utilizaron ratones
DBA/2 con una edad =5 semanas y un peso =17 gramos. El mantenimiento de los

roedores se realiz6 con comida estandar para raton y agua ad libitum.

Mediante inyeccion se desarrollo el tumor subcutaneo L1210 en el costado
lateral derecho superior de cada ratén con células de leucemia L1210 (x10°
células/inyeccion) incorporadas en Matrige]™ (BD Biosciences, USA), una mezcla
gelatinosa de naturaleza proteica, enriquecida al 30% con factores de crecimiento
reducido, que reproduce el entorno extracelular precisado por las células tumorales para

el desarrollo de un tumor sélido. Cinco dias después de la inyeccion, tras pasar un
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tiempo suficiente para que los animales exhibieran un tumor palpable en el lugar de
inoculacion (volumen: 50 - 100 cm®), se asignaron aleatoriamente los ratones a cada uno
de los siguientes grupos (n= 6, para cada grupo): no tratados (grupo control negativo),
tratados con nanocompuestos maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) sin utilizar un
gradiente magnético externo (grupo no-GME) y tratados con nanocompuestos
maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) guiados magnéticamente (aplicando un
gradiente magnético externo de 1.1 Tesla sobre la masa tumoral durante 2 horas tras la
administracion intravenosa, grupo GME). Salvo el grupo control, el resto de ratones
recibieron el tratamiento indicado anteriormente por via intravenosa (en forma de bolo
unidosis con una concentracién de dextrosa del 5%, p/v) seis dias después de la
inoculacion del tumor. Finalizado el tratamiento se sacrificaron los ratones y los
tumores fueron aislados mediante cirugia. Durante las siguientes 12 horas, las masas
tumorales fueron conservadas a 4.0+0.5°C en una solucién Finefix (Milestone, Italia)
para, posteriormente, ser sometidos a ciclos consecutivos de lavado con etanol y tolueno
y por ultimo fijados en parafina durante 24 horas. Una vez realizado esto, se prepararon
cortes histologicos de 3 um de grosor de las masas tumorales (dispositivo microtomo
Accu-Cut® SRM™ 200) para observacion mediante microscopia Optica. Las muestras
se fijaron con parafina en un portaobjetos y se conservaron en un horno de conveccion a
56.0+0.5°C durante 24 horas. Finalmente, se elimind la parafina de las muestras
mediante ciclos consecutivos de lavado con tolueno y etanol, y lavado final con agua
bidestilada.

Como dijimos anteriormente, la acumulacion de las nanoparticulas compuestas
(y-Fe203/PLGA) en el tejido tumoral fue evaluada cualitativamente en términos de
contenido en hierro mediante la técnica de tincion histolégica azul de Prusia [Gang y
col., 2007]. Esta metodologia basada en el tratamiento de los cortes histolégicos con
soluciones aciduladas de ferrocianuro potésico; en estas condiciones, los iones Fe*
presentes en la masa tumoral reaccionan con el ferrocianuro, generando una

pigmentacion azul verdosa de ferrocianuro férrico o azul de Prusia. Hidratamos las
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muestras con agua bidestilada para, posteriormente, ser sumergidas durante 20 minutos
en una solucion acuosa a partes iguales de acido clorhidrico (20%, v/v) y ferrocianuro
potasico (10%, p/v). Pasados los 20 minutos, los cortes histoldgicos fueron lavados con
abundante agua bidestilada y tefiidos durante 5 minutos con rojo nuclear sélido (nuclear
fast red, Merck, Alemania). La tincion de los cortes histologicos acabo con el lavado de
las muestras con agua bidestilada, alcohol absoluto y xileno, para finalizar con el
montaje de las muestras en un portaobjetos y su posterior observacion mediante
microscopia optica (magnificacion: 40X). Para el control positivo de hierro, la muestra
se preparo sometiendo los cortes histologicos de la masa tumoral de un ratén no tratado
a una suspension acuosa de maghemita (0.15%, p/v). A continuacién, se lavé la muestra
con agua bidestilada antes de someterla al test de tincion descrito. Los resultados

representativos de esta prueba de concepto se recogen en la figura 41.

FOTO

Figura 41. Test de tincion azul de Prusia de los tumores obtenidos de ratones no tratados
(grupo control negativo), y tratados con nanocompuestos y-Fe,O3/PLGA: i) sin utilizar un
gradiente magnético externo (grupo no-GME), y ii) aplicando un gradiente magnético de
1.1 Tesla sobre la masa tumoral durante 2 horas tras la administracién intravenosa de la
formulacién (grupo GME). Las imagenes confirman una significativamente mayor
acumulacion de hierro (sefialada por la tincion azul de Prusia) en el tejido tumoral del

grupo GME, en comparacion con el grupo no-GME.
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Como podemos observar en la figura 41, los ratones tratados con la
formulacion desarrollada pero sin aplicar gradiente magneético apenas presentan
contenido en hierro y por tanto, tampoco nanosistemas, todo esto queda indicado
por una tincion azul de Prusia muy débil. Sin embargo en las muestras de masa
tumoral tratadas con nanoparticulas de y-Fe,O3/PLGA que han sido guiadas al
tejido diana con un gradiente magnético aplicado, en este caso la tincion azul de
Prusia es mas que evidente. Dados los resultados consideramos que la prueba de
concepto sobre el guiado magnético de los nanocompuestos hasta el lugar de
accion es satisfactoria, es por esto, que podemos aventurar que la vehiculizacién
del agente quimioterapico en nuestro sistema transportador de y-Fe,O3/PLGA
logrard una mejora considerable en la acumulacién selectiva de la dosis de este.
Asi, podria estimarse una importante mejora de la actividad antitumoral del
farmaco cuando sea administrado incluido en estos nanocompuestos sensibles a

campos magnéticos aplicados.
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7.1. GENERALIDADES

Para que un farmaco actle es imprescindible que llegue en cantidad suficiente a
las células sensibles a él. En el caso de farmacos antitumorales pretendemos asegurar la
maxima acumulacion del principio activo en el lugar diana para asi aumentar su eficacia
terapéutica. A esto hay que sumarle que las nuevas estrategias farmacoterapéuticas
buscan minimizar los fendbmenos de toxicidad derivados de estos tratamientos y el
desarrollo de resistencias frente a estos de las células diana [Florez, 2008]. Por todo
esto, uno de los campos que esta siendo mas estudiado como vemos en el capitulo 1, es
el uso de coloides como sistemas transportadores de farmacos al tejido u érgano diana.
Numerosos estudios han puesto de manifiesto que el uso sistemas transportadores
basados en nanoparticulas, incrementan la captacion del principio activo por la célula
diana, aumentando por consiguiente la eficacia del farmaco y minimizando las
reacciones adversas derivadas de su uso. [Arias, 2008, 2011; Arias y cols., 2009;
Gonzélez-Rodriguez y cols., 2003; Yong y cols., 2005].

En este capitulo, nuestro objetivo es conseguir la aplicacion del coloide
magnético para el transporte del farmaco antitumoral clorhidrato de gemcitabina
investigando la vehiculizacién de este. Para ello realizaremos en primer lugar la
valoracion del principio, activo utilizando el método espectrofotométrico se determinara
la longitud de onda de maxima absorbancia y coeficiente de absortividad molar
construyéndose la recta de regresion para asi comprobar que es un método lineal,
preciso y exacto. Estos datos nos servirdn posteriormente para determinar la capacidad
de vehiculizacién del principio activo sobre las preparaciones coloidales elaboradas.
Realizaremos un estudio cuantitativo, mediante espectrofotometria UV-Vis, de la
adsorcion superficial del farmaco y por ultimo la caracterizacion in vitro del proceso de
liberacion de los farmacos desde las nanoparticulas, asi como la estimacion de sus

cinéticas correspondientes.
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Segln lo expuesto en el capitulo 1, puede esperarse que el uso de
nanoparticulas biodegradables constituidas por un nicleo magnético (maghemita)
y un recubrimiento polimérico [poli(D,L-lactida-co-glicolida)] permita el
transporte controlado de dosis de farmaco vehiculizado hasta el tejido u dérgano
diana. En este caso, podriamos sumar a los beneficios ya comentados sobre el uso
de este tipo de nanotransportadores, [Durédn y cols., 2008; Pouliquen y Chouly,
1999; Senyei y cols., 1978], los derivados de la mejora de su perfil
farmacocinético (rapida metabolizacién: semivida plasmaética tras administracion
intravenosa de 8-17 minutos) [Arias y cols., 2009], pudiéndose incluso llegar a
vencer los fendmenos de resistencia que las células cancerosas lograran desarrollar
[Duran vy cols., 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 (Perkin
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, Gtil para la region 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 optico de 1 cm. Su mantenimiento es critico para la calidad de
las medidas, por lo que la limpieza completa antes y despues de su uso es fundamental y

se realiz6 siempre con agua destilada y acetona.

178



Capitulo 7. Capacidad de Vehiculizacion de FArmacos

En el andlisis espectrofotométrico, lo primero es establecer las condiciones de
trabajo y preparacion de la curva de calibrado que nos relaciona la absorbancia con la
concentracion del farmaco a estudiar. Normalmente, realizamos las medidas de
absorcion a la longitud de onda correspondiente al pico de maxima absorbancia ya que
el cambio en la absorbancia por unidad de concentracidn es mayor en este pico
obteniendo una mayor sensibilidad Ademas, bajo estas circunstancias se puede esperar
un mejor cumplimiento de la ley de Beer, y las medidas son menos sensibles a las

incertidumbres que surgen de las limitaciones del instrumento [Skoog y cols., 2001].

Por otro lado, dado que la metodologia de sintesis de nuestros coloides
determina las condiciones de trabajo (el farmaco se encontrard disuelto en un medio
acuoso disefiado para la precipitacion del polimero en forma de nanoparticulas), es
realmente importante clarificar las condiciones de preparacion y conservacion de las
disoluciones de farmaco. Este estudio se realizd prestando especial atencion a su
concentracion, a la temperatura y al pH de las disoluciones utilizadas. Debido a la
fotosensibilidad del farmaco [Florey, 1973 a, b], por cautela siempre se procedid con
diligencia en la preparacion y manipulacion de las soluciones de esta molécula activa,
conservando siempre las disoluciones preparadas en recipientes cubiertos con papel de

aluminio.

Se investigaron las condiciones Optimas de conservacién durante 24 horas segun
la concentracién molar de farmaco (desde 10 hasta 10°°), la temperatura (4 y 25°C) y el
pH de las disoluciones (pH natural = 5.2, pH = 7.4 ajustado con un tamp6n NaOH-
KH,PO,). A pesar de no observar alteraciones macroscopicas de las disoluciones de
farmaco pasadas 24h conservamos las disoluciones siempre a 4°C hasta ser utilizadas
para ralentizar posibles procesos de degradaciéon. Definidas las condiciones de
preparacion y conservacion de las disoluciones de gemcitabina clorhidrato, en primer
lugar se determind la longitud de onda de méxima absorbancia y se calculo el

coeficiente de absortividad molar de este agente anticanceroso, informacion de suma
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utilidad en los estudios de vehiculizacion en las nanoplataformas disefiadas. En segundo
lugar, transcurridas 24 horas desde su preparacion, se determind el espectro de
absorcion UV-Vis de cada una de las disoluciones de gemcitabina clorhidrato (en el
intervalo de concentracién 10 - 10 M), realizando un barrido de longitudes de onda
desde 500 a 200 nm, con intervalos de 0.2 nm. Se utilizd 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 disolucion.

La figura 42 muestra los resultados de este estudio, donde solo observamos sefial
por debajo de 325nm, en esta grafica podemos ver como la absorbancia de la muestra
aumenta al aumentar la concentracion de farmaco en el medio. Podemos apreciar dos
maximos en el espectro, aunque solo el correspondiente a 269nm presenta una longitud
de méxima absorbancia invariable a diferentes concentraciones, siendo esta la longitud
de onda que usaremos en nuestras determinaciones. Por otro lado, vemos como a partir
de concentraciones superiores a 10* M ambos picos tienden a fusionarse provocando
una disminucion de la longitud de onda de méaxima absorbancia a la vez que la
concentracion aumenta por encima de 10 M. Esto determina la imposibilidad de
realizar una estimacion fiable a elevadas concentraciones, mediante espectrofotometria
UV-Vis, de la cantidad de farmaco presente en disolucion, 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, el clorhidrato de gemcitabina pertenece al grupo de

moléculas organicas para las que se han descrito excepciones a este comportamiento.
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Absorbancia

225 250 275 325
A (nm)

Figura 42. Espectro de absorbancia UV de las disoluciones de clorhidrato de gemcitabina. Las
concentraciones molares de farmaco en orden creciente de absorbancia son: 10°, 3-10°, 5-107,
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.

La determinacion del coeficiente de absortividad molar (¢) se realiz6 ajustando los
datos de absorbancia y concentracion mediante el método de los minimos cuadrados. El
resultado obtenido fue e= 8330+130 L-mol™-cm™ (r= 0.998). En la figura 43 se
muestran los datos y la recta de ajuste. Es destacable como los valores de absorbancia a

diferentes concentraciones obtenidos a 269 nm cumplen la ley de Beer.
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Figura 43. Determinacion del coeficiente de absortividad molar de las disoluciones de

clorhidrato de gemcitabina a la longitud de onda de maxima absorbancia (269 nm).

7.2.2. FACTORES EXPERIMENTALES CONDICIONANTES

Una vez determinadas las condiciones éptimas de preparacién y conservacion de
las disoluciones acuosas de nuestro farmaco, el siguiente paso es establecer hasta que
punto influyen en sus propiedades espectrofotométricas la exposicion a diferentes

condiciones de pH.

Para ello se prepararon disoluciones a pH natural (5.6) y pH 7.4 (tamp6n NaOH-

KH,PO,) utilizando un intervalo de concentraciones de 10°a 10 M, concretamente se
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prepararon disoluciones a 10°,10* 103, 102y 10" M. El espectro UV-Vis se obtuvo
tras 24 horas de conservacion de las disoluciones a 4 °C, protegidas de la luz con papel
de aluminio (figura 44). Los valores de absorbancia dptica a 269 nm decrecen
claramente cuando el farmaco queda expuesto a un pH 7.4 a concentraciones inferiores
a 10°M lo cual es l6gico si se tiene en cuenta que bajo estas condiciones se favorece la

transformacion (degradacion) del agente quimioterapico.

Absorbancia

200 225 250 275 300 325
A (nm)
Figura 44. Espectro de absorbancia UV-Vis de las disoluciones de gemcitabina clorhidrato (10°

°10™ 1073 10%y 10" M) preparadas utilizando agua bidestilada (pH natural 5.6) o tampén
NaOH-KH,PO, (pH 7.4),
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Estos cambios en la absorbancia UV-Vis a pH 7.4 nos hacen intuir que el
coeficiente de absortividad molar calculado a pH 5.6 no seré valido en estas condiciones
de medida. Por lo que dado que las medidas espectrofotométricas que realizaremos para
caracterizar la liberacion in vitro de este farmaco desde las nanoplataformas sintetizadas
se realizaran a pH 7.4, preparamos una nueva curva de calibrado con una bateria de
disoluciones acuosas de gemcitabina a dicho pH. En la figura 45a podemos ver dos
maximos por debajo de 600 nm. El primero de ellos (A = 269 nm) sera el que utilicemos
en las medidas espectrofotométricas de la liberacion de farmaco. Por encima de 3-10™
M, los maximos tienden a fusionarse en uno (hecho que ocurre a 5-10™ 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
absorcion molar (¢) fue calculado mediante el ajuste de datos de absorbancia y
concentracion con el método de los minimos cuadrados (figura 45b). Obteniendo unos
valores de ¢ = 8648+175 L-mol™-cm™ (r= 0.998).
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Figura 45. (a) Espectro de absorbancia UV-Vis de disoluciones de clorhidrato de gemcitabina
preparadas utilizando un tampon NaOH-KH,PO, (pH 7.4). Las concentraciones molares de
farmaco en orden creciente de absorbancia son: 10°, 3-10°, 5-10°, 6:10°, 7-10°, 8:10°, 9-107,
10%,2:10%,3-10*, 4-10%, 510, 7-10™, 10, 5:10° y 10 M. (b) Determinacion del coeficiente

de absortividad molar de las disoluciones de clorhidrato de gemcitabina a pH 7.4+0.1 (269 nm).
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7.2.3. VALIDACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Previo al analisis de la cantidad de farmaco vehiculizado o liberado por los
coloides el método espectrofotométrico UV-Vis debe ser validado para verificar su
exactitud, precision y linealidad. Para lo que preparamos replicas de disoluciones
acuosas a concentraciones de farmaco entre 10° My 7-10“* M y a pH 7.4 (utilizado en

los ensayos de liberacién in vitro).

La tabla 4 recoge los valores de absorbancia de las disoluciones acuosas de
gemcitabina a pH natural. Mostramos los valores medios de absorbancia, desviaciones
estandar (D.E.) y el coeficiente de variacion (C.V.) para cada concentracion. Las
minimas diferencias entre los valores de los coeficientes de variacion (<5% en todos
los casos) indican la precision del método. El ajuste lineal de la relacidn
absorbancia (A) — concentracion molar (C) [A= (0.02+0.01) + (8331.4+133) -C] es

estadisticamente significativo, con una probabilidad superior al 99.8%.
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Concentracién (M) Absorbancia C.V. (%)

10° 0.086 + 0.002 2.32
3.10° 0.254 + 0.001 0.39
5.10” 0.419 + 0.007 1.67
6-10° 0.506 + 0.004 0.79
7.10° 0.601 + 0.013 2.16
8-10” 0.692 + 0.015 2.17
9-10° 0.783 +0.015 1.92
10™ 0.871 +0.015 1.72
2:10™ 1.741 £ 0.035 2.01
3.10" 2.464 + 0.015 0.61
4-10"* (—10™ 0.868 + 0.019 2.19
5.10" (—10™) 0.862 + 0.026 3.02
7-10* (—10™ 0.869 + 0.021 2.42

Tabla 4. Absorbancia (media = D.E.) de las soluciones de clorhidrato de gemcitabina para cada
una de las concentraciones indicadas. Las concentraciones por encima de 3-10™ M fueron
adecuadamente diluidas hasta 10* M, antes de realizar la medida. EI C.V. se calculé mediante

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

Tras comprobar la precision del método, pasamos a comprobar su exactitud
utilizando los datos de absorbancia de las concentraciones de la tabla 4
denominadas concentracion verdadera en la tabla 5. De esta manera las
concentraciones medias y sus D.E. quedan recogidas como concentraciones
estimadas en la tabla Y. Al igual que antes, valores pequefios de C.V. y sus errores

relativos son una clara indicacion de la exactitud del método espectrofotométrico.

187



Capitulo 7. Capacidad de Vehiculizacién de Farmacos

Verdadera (M) Estimada (M) Error relativo (%) C.V. (%)
10” (1.03+0.02) -10° 2.91 1.94
3.10” (3.05 +0.01) -10” 1.64 0.33
5.107 (5.03+0.11) -10” 0.59 2.19
6-107 (6.07 +0.06) -10~ 1.15 0.99
7-107 (7.22+0.17) -10° 3.04 2.35
8-10” (8.31+0.22) -10° 3.73 2.65
9-10” (9.39 +0.26) -10” 4.15 2.77
10™ (1.05 + 0.02) -10™ 4.76 1.91
2.10™ (2.09 + 0.05) -10™ 431 2.39
3.10™ (2.96 +0.03) -10™ 1.35 1.01
4-10" (—10™) (1.04 £0.02) -10™ 3.85 1.92
5.10% (—10™ (1.03 +0.01) -10™ 2.91 0.97
7-10* (—10™ (1.04 +0.02) -10™ 3.85 1.92

Tabla 5. Comparacion de las concentraciones “actuales” de clorhidrato de gemcitabina en
solucion con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las determinaciones
espectrofotométricas. Las concentraciones por encima de 3-10™* M fueron diluidas hasta 10 M,
antes de realizar la medida. Los valores “estimados” son la media (= D.E.) de las 6 réplicas
experimentales. Los errores relativos se calcularon mediante el cociente [(estimado —

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

La misma metodologia se uso para la gemcitabina clorhidrato
(tabla 6) a pH 7.4 (tampdn NaOH-KH,PO,), demostrando los bajos valores de los
coeficientes de variacion, (<5%, en todos los casos, la precision del método. La
linealidad de la relacion absorbancia (A) - concentracion molar (C) [A=
(0.037+0.016) + (8648.13+175,3) -C] se confirma estadisticamente, con un error
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inferior al 0.01%. Por ultimo, la exactitud del método analitico se demostro tal y

como ha sido descrito en el caso anterior (tabla 7)

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

10” 0.085 + 0.001 1.18
3.10° 0.272 + 0.006 2.21
5.10° 0.446 + 0.008 1.79
6-107 0.531 +0.022 4.14
7.10° 0.625 + 0.013 2.08
8.10° 0.717 £ 0.011 1.53
9-10” 0.803 + 0.025 3.11
10™ 0.907 £ 0.015 1.65
2.10" 1.729 +0.031 1.79
3-10" (—10™ 0.911 +0.018 1.98
4-10"* (—10™ 0.902 + 0.015 1.66
5.10% (—10™ 0.898 + 0.011 1.22
7-10" (—10™ 0.892 +0.015 1.68

Tabla 6. Absorbancia (media + D.E.) de las soluciones de clorhidrato de gemcitabina para cada
una de las concentraciones indicadas, en presencia tampon NaOH-KH,PO, de pH = 7.4. Las
concentraciones por encima de 2-10™ M fueron adecuadamente diluidas hasta 10 M, antes de

realizar la medida. EI C.V. se calcul6 mediante cociente entre la D.E. y el valor medio.
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Verdadera (M) Estimada (M) Error relativo (%) C.V. (%)
10” (9.83 +0.05) -10° 1.73 0.51
3.10” (3.14 £ 0.02) -10° 4.46 0.64
5.107 (5.16 + 0.08) -10” 3.11 1.55
6-10° (6.14 + 0.06) -10” 2.28 0.98
7-107 (7.22+0.12) -10° 3.05 1.66
8-10” (8.29 +0.14) -10° 3.49 1.69
9-10” (9.28 +£0.32) -10” 3.02 3.45
10™ (1.05 + 0.04) -10™ 4.81 3.81
2x10™ (1.99 + 0.04) -10™ 0.51 2.01
3-10" (—10™ (1.05 £ 0.03) -10™ 4.76 2.86
4-10" (—10™) (1.04 £0.02) -10™ 3.85 1.92
5.10% (—10™ (1.04 +0.03) -10™ 3.85 2.88
7-10* (—10™ (1.03 +0.02) -10™ 2.91 1.94

Tabla 7. Comparacion de las concentraciones “actuales” de clorhidrato de gemcitabina en
solucion con las concentraciones “estimadas” deducidas a partir de las determinaciones
espectrofotométricas. Las concentraciones por encima de 2-10™ M fueron diluidas hasta 10* M,
antes de realizar la medida. Los valores “estimados” son la media (= D.E.) de las 6 réplicas
experimentales. Los errores relativos se calcularon mediante el cociente [(estimado —

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

Como conclusion, tras el estudio realizado podemos afirmar que el método
espectrofotométrico queda validado en todos los casos, pudiendo usar dichos
coeficientes de absortividad para evaluar la concentracion de nuestro farmaco en

disoluciones de concentracion desconocida.
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7.24. DETERMINACION DE LA INCORPORACION DE
FARMACO EN LAS NANOPARTICULAS. METODO
ESPECTROFOTOMETRICO

Para determinar cuantitativamente la incroporacién del antitumoral clorhidrato
de gemcitabina a las nanoparticulas magnéticas disefiadas nos basamos en la
metodologia establecida por otros autores [Fawaz y cols., 1997; Miiller y cols., 1991,
Sullivan y Birkinshaw, 2004] para cuantificacion del farmaco vehiculizado y liberado
por diferentes tipos de sistemas coloidales y que ha sido puesta a punto por nuestro
grupo de investigacion [Arias y cols., 2008a, b, c]. Concretamente, esta técnica se basa
en la aplicacion de la Ley de Lambert Beer a un medio con méas de un tipo de sustancia
absorbente. La absorbancia total de un sistema multicomponente queda determinada por
la suma de las absorbancias de cada una de las especies existentes, siempre que no
existan interacciones entre ellas. Asi, aceptamos que existe contribucién por parte de
cada una de las sustancias presentes en el medio de dispersion y/o preparacion de

nuestro nanosistema a la absorbancia total del mismo.

En la vehiculizacion del clorhidrato de gemcitabina pueden considerarse
sustancias susceptibles de contribuir en la absorcion total: el principio activo no
incorporado en el nanotransportador, residuos de sintesis y degradacion del sistema, y
resto de componentes del medio, como el PVA. Por lo que puede estimarse la cantidad
de farmaco que no ha sido incorporada al sistema transportador restando a la absorcién
total del sistema la correspondiente a las sustancias presentes. En definitiva,
determinaremos la cantidad total de farmaco vehiculizado por diferencia entre
concentracion inicial y final de farmaco en el medio de sintesis. [Arias y cols., 2008 d,
2010 a, 2011 b].
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7.3 INCORPORACION SUPERFICIAL DEL
FARMACO

Existen dos métodos generales para la vehiculizacion de un farmaco en sistemas
coloidales [Arias y cols., 2010 b]: la adicién de este en el momento en el que se generan
las nanoparticulas, quedando el principio activo atrapado principalmente en la matriz
del coloide (método de absorcion), o la adsorcién superficial tras la formacién e
incubacion de las nanoparticulas en una disolucion de principio activo. Previsiblemente
la mayor captacién de farmaco se conseguira mediante el método de absorcién [Arias y
cols., 2009; Soppimath y cols., 2001].

Para estudiar la adsorcion del clorhidrato de gemcitabina en los
nanotransportadores disefiados nos centramos en la evaluacion del grado de unién a la
superficie como mecanismo coadyuvante a la captacion del farmaco por el polimero
(PLGA) vy las particulas compuestas (y-Fe,O3/PLGA). Ademas realizaremos el estudio
de la adsorcion en los ndcleos de maghemita para una posterior aplicacién en la
incorporacion del farmaco en el interior de la matriz del sistema transportador. En
ambos casos realizaremos determinaciones espectrofotométricas para valorar la fijacion

del principio activo.

192



Capitulo 7. Capacidad de Vehiculizacion de FArmacos

7.3.1 DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA

Para determinar la adsorcion superficial del farmaco sobre las nanoparticulas
partimos de una serie de disoluciones acuosas de 10mL, con distintas concentraciones
molares de principio activo (107, 3-10°,5-10°,7-10° y 10™*). En el medio de dispersién
afiadimos una concentracion de nanoparticulas del 1% (p/v) en todos los casos, tomando
una muestra del medio de dispersion antes de afiadir el principio activo como blanco de
las determinaciones espectrofotométricas. Pasadas 24 horas de contacto entre particulas
y farmaco a 25.0°C+0.1°C y bajo agitacion mecanica (50 rpm), separamos los
sobrenadantes mediante doble centrifugacion durante 40 minutos en el caso del
polimero y 60 minutos en el caso de la maghemita y las particulas compuestas de
maghemita y PLGA. Estos experimentos se realizaron por triplicado en los 3 casos para

cada una de las concentraciones de farmaco.

El céalculo 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., 2010 b]. 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))x100] y de carga de farmaco (drug loading, DL%) [(farmaco
vehiculizado (mg)/masa total del sistema transportador (mg))x100] [Arias y cols., 2009;

Brigger y cols., 2004].
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Los resultados de adsorcion de gemcitabina obtenidos en los tres tipos de
nanoparticulas (figura 46) muestran una minima adsorcion de este farmaco sobre la
superficie polimérica (polimero puro y nanoparticulas y-Fe,O3/PLGA), esta adsorcion
puede deberse a la atraccion electrostatica entre el farmaco cargado positivamente y el
polimero cargado negativamente. EXxistiendo ademas una repulsion electrostatica por
parte de las nanoparticulas de maghemita. En cualquier caso y, tal como es de esperar,
la vehiculizacion de farmaco a nivel superficial resulta ser bastante baja (figura 44).
Concretamente, los valores méaximos de EE% es ~1.69%, ~4.35% y =4.47%, en el caso
de la y-Fe,03, PLGA y y-Fe,O3/PLGA respectivamente. Esta minima vehiculizacién
queda mejor explicada teniendo en cuenta los valores de DL % obtenidos: ~0.0531%,
~0.136% y ~0.14% en y-Fe,O3 PLGA y y-Fe,03/PLGA, respectivamente. Desde un
punto de vista termodindmico podriamos justificar la baja incorporacion superficial del
farmaco hidrofilo a la superficie de nuestro sistema hidrofobo a pesar de la favorable
interaccion electrostatica comentada. Por otro lado, la existencia de cierta adsorcion de
este farmaco hidroéfilo en la superficie de los nicleos magnéticos (a pesar de la repulsion
electrostatica comentada) puede explicarse si tenemos en cuenta el caracter hidrofilo de

éstos ultimos.
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Figura 46. Valores de EE (%) (a) y DL (%) (b) del clorhidrato de gemcitabina en la superficie
de las nanoparticulas de maghemita (y-Fe,O3, m), poli(D,L-lactida-co-glicolida (PLGA, e) y
maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida (y-Fe,Os/PLGA, A) en funcion de la
concentracion molar de farmaco.

195



Capitulo 7. Capacidad de Vehiculizacién de Farmacos

7.4. INCORPORACION EN MATRIZ DEL
FARMACO

El siguiente paso de nuestro estudio, tras confirmar la escasa adsorcion del
clorhidrato de gemcitabina en la superficie de nuestras nanoparticulas, es el anélisis del
que, por norma general, es el principal método de vectorizacion de farmacos en sistemas
transportadores, es decir, la incorporacion del principio activo durante la sintesis del
nanotransportador. El principal factor que influye en esta incorporacion es la
concentracion del propio farmaco. De esta manera, pretendemos definir las condiciones
de vehiculizacion 6ptimas que permiten la incorporacion maxima del principio activo en
el sistema transportador magnético coloidal que proponemos. El andlisis de la influencia
de la concentracion de nuestro principio activo sobre su incorporacién en la matriz
polimérica se realizd6 mediante el procedimiento de sintesis y determinacion

espectrofotométrica ya descritos y justificados anteriormente.

La Unica modificacion del proceso de sintesis de las nanoparticulas de PLGA y
y-Fe,03/PLGA fueron las distintas concentraciones de farmaco utilizadas entre 10° y
10™ M. Para favorecer la incorporacion de los farmacos en al interfase y-Fe,O3/PLGA
y asi lograr una mayor vehiculizacion, mantuvimos en contacto durante 24 horas
(25.0+0.5°C y 50 rpm) los ndcleos de 6xido de hierro con las moléculas de farmaco
antes de llevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas y-Fe,O3/PLGA. Los
experimentos se repitieron por triplicado para cada una de las concentraciones molares

de farmaco.
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La determinacién de la absorcidn de farmaco en la matriz de las nanoparticulas
se realiz6 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 contribucion a la absorbancia total del sistema de los residuos o
subproductos del experimento de adsorcién [Arias y cols., 2010 b]. Como en la
adsorcion en superficie, la cantidad de farmaco incorporado en la matriz de las
nanoparticulas se ha expresado en términos de EE y DL (%) [Arias y cols., 2009;

Brigger y cols., 2004].

La cantidad de clorhidrato de gemcitabina absorbida por las nanoparticulas del
polimero PLGA vy las nanoparticulas compuestas y-Fe,O3/PLGA, quedan recogidas en
la figura 47. Podemos ver como la absorcion aumenta al aumentar la concentracion de
farmaco en el medio de sintesis, lo que nos indica un efecto positivo del aumento de
dicha concentracion en la eficacia de la vehiculizacién en ambos casos, efecto que
aparece descrito en la bibliografia encontrada sobre el desarrollo de sistemas coloidales
para el transporte de farmacos. [Arias y cols., 2008a, b, ¢, 2011b; Ulbrich y Subr, 2004].
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Figura 47. Valores de EE (%) (a) y DL (%) (b) del clorhidrato de gemcitabina en la matriz
polimérica de las nanoparticulas de poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA, m )y
maghemita/poli(D,L-lactida-co-glicolida) (y-Fe,Os/PLGA, @) en funcién de la

concentracion molar de farmaco.
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Como podemos comprobar, los valores obtenidos mediante el procedimiento de
absorcién en matriz de farmaco son claramente superiores a los conseguidos mediante el
procedimiento de adsorcion en superficie, esto justifica la seleccion de este método de
vehiculizacion para la sintesis de particulas compuestas (y-Fe,O3/PLGA). Por ejemplo,
para la maxima concentracion de farmaco utilizada, el valor maximo de EE (%)
conseguido en las nanoparticulas y-Fe,O3/PLGA pasa de ~4.47% mediante el método

de adsorcidn (figura 46) a ~19.19% mediante el método de absorcion.

7.5 LIBERACION DE FARMACO

Anteriormente hemos definido las condiciones 6ptimas de vehiculizacion del
antitumoral gemcitabina clorhidrato en el polimero PLGA vy las particulas compuestas
v-Fe,O3/PLGA. El siguiente paso es usar las condiciones definidas para preparar los
nanosistemas de maghemita para realizar los ensayos de liberacion in vitro desde el
polimero y particulas compuestas, en ambos ensayos usamos una concentracion de 10

M de clorhidrato de gemcitabina.

Como en los ensayos de adsorcion y absorcion, realizamos el ensayo de
liberacion in vitro por triplicado a 37.0+0.5°C. Para la realizacién de este ensayo
usamos el método de didlisis y como medio de liberacion usamos tampén NaOH-
KH,PO, (pH= 7.4+0.1) como medio de liberacion. Previo al ensayo dejamos las bolsas
de dialisis sumergidas en agua bidestilada 12h. Las bolsas de dialisis utilizadas
(Spectrum® Spectra/Por® 6, EE.UU.) tienen un tamafio de poro de 2000 Da capaz de
retener las nanoparticulas en su interior, dejando sélo pasar a su través el farmaco
liberado hasta el medio de liberacion. Concretamente, las suspensiones de las particulas
con el farmaco vehiculizado se centrifugaron a 10000 rpm durante 35 minutos en el

caso del polimero PLGA y a 10000 rpm durante 60 minutos en el caso de la maghemita
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y las particulas compuestas, para eliminar el principio activo no incorporado. Tras esto
se introdujeron 2 mL de suspension de nanoparticulas (concentracion de farmacos: 2.99
mg/mL) en las bolsas de diélisis, cerrando los extremos de la misma con pinzas. A
continuacion, se sumergieron las bolsas en un vaso con 100 mL de tampdén NaOH-
KH,PO,. La temperatura de 37.0+0.5°C y la agitacion mecanica (50 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 (0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 6, 9, 12, 24
horas y 2, 3, 4, 5, 6, y 7 dias tanto para adsorcién como absorcién) analizandose por el
método UV-Vis ya validado y descrito previamente a la longitud de onda méaxima
correspondiente. Con cada muestra tomada se afiadia el mismo volumen de solucién
tampén (mantenido a la misma temperatura) tras cada toma para mantener las

condiciones sink del ensayo.

La figura 48 recoge los valores de liberacidén de gemcitabina adsorbida desde las
nanoparticulas sintetizadas. Como podemos observar en el caso del PLGA puro y las
nanoparticulas compuestas y-Fe,O3/PLGA esta liberacion se produce lentamente, siendo
completa a las 9 horas, mientras que en el caso de las nanoparticulas de maghemita la
liberacion es total a las 3 horas. Esto puede justificarse por una interaccion superficial
desfavorable entre las moléculas de farmaco cargadas positivamente y la superficie de
las particulas de maghemita que tiene también carga positiva. En cualquier caso, el
proceso es demasiado rapido en los tres sistemas por lo que no es adecuado para fines
terapeuticos, ya que la dosis de principio activo vehiculizada en el sistema transportador
quedaria libre antes de llegar al lugar de accién, dando lugar a una extensa
biodistribucion.
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En cuanto al proceso de liberacion de la gemcitabina cuando es incorporada en
la matriz de las nanoparticulas es mucho maés largo (figura 48b). Observando la figura
podemos decir que en ambos casos se da un proceso de liberacion bifésica: primero se
produce una fase de liberacion rapida probablemente asociada a la pérdida del farmaco
asociado a la superficie o débilmente atrapado (por ejemplo vemos como pasadas 2
horas se ha liberado un 40% del farmaco en el PLGA y un 22% en el caso de las
particulas compuestas). Tras esta tenemos una fase de liberacion sostenida, en la cual el
mecanismo responsable podria ser la degradacién de la cubierta polimérica y/o la
difusion del farmaco a través de la matriz polimérica. En ambos casos la liberacion de la
gemcitabina es completa pasados 7 dias. Por ultimo, podemos observar que la velocidad
de liberacion en las particulas compuesta es algo mas lenta que en el caso del polimero
puro, esto se debe a que, existe cierta cantidad de principio activo adsobida en la
superficie de los ndcleos magnéticos cuando se produce el recubrimiento polimerico. De
esta forma la cantidad de farmaco localizada en la interfase y-Fe,O3/PLGA debe
difundir a través de toda la matriz para poder salir al exterior, lo que ralentiza la

velocidad del proceso.
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Figura 48. Liberacion de gemcitabina (%) (a) adsorbida y (b) absorbida desde las
nanoparticulas de y-Fe,Os (), PLGA ()y-Fe;O3/PLGA (o) en funcién del tiempo de
incubacién en una solucién tamp6n NaOH-KH,PO, (pH = 7.4+0.1) a 37.0+0.5°C.
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Nuestro estudio de la liberacion del clorhidrato de gemcitabina desde las
nanoparticulas finaliza con el ajuste cinético de los perfiles de liberacién, para lo que
usamos el andlisis de varianza de la regresién al modelo (criterio ANOVA) y del
coeficiente de determinacion, r? Seleccionamos los ajustes con mayor valor del
estadistico F de Fisher (cociente entre las medias de cuadrados de regresion y residual)
admitiendo que aquel que presente un mayor valor de r? (una mayor suma de cuadrados
de regresion) se corresponde con la ecuacion de la cinética que mejor se ajusta a los
resultados obtenidos in vitro [Domeénech y cols., 1998; Morales y cols., 2004]. Para
elegir el modelo mas fiable a la hora de explicar la cinética de liberacion de nuestro

farmaco, hemos ensayado distintos modelos matematicos:

a) Cinética de orden cero: en este sistema la velocidad de liberacion de farmaco es
constante. Es decir:

Q =Kt (45)

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

liberacion.

b) Cinética de orden uno: aqui la liberacion de farmaco depende de la

concentracion del mismo en el sistema.

dQ
t K _
dt 1 (Qoo Qt ) (46)

Q=Q.(1-e™)

siendo Q_ la méaxima cantidad liberada, que se supone estard en disolucion para

un tiempo mucho mayor que 1/K;.
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c) Cinetica de raiz cuadrada (Higuchi): relacionada con la liberacion por difusion

del farmaco.

Q =A+BAt (47)

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

matriz polimérica en todo su volumen:

3§/Q100 - %/(Qloo -Q) =A+Bt (48)

La tabla 8 recoge los valores de F y r? correspondientes al ajuste cinético de la
liberacion de clorhidrato de gemcitabina desde las nanoparticulas de maghemita, de

poli(D,L-lactida-co-glicolida) y de los nanocompuestos maghemita/ poli(D,L-lactida-co-

glicolida)
VALORES DE F Y r?
Cinética de Cinética de Cinética de Cinética
orden cero orden uno raiz cuadrada de raiz
cubica
F 5.42 788.17 375.81 126.02
v-Fe, 04
r? 0.424 0.840 0.665 0.014
F 24.10 208.09 1058.37 124.37
PLGA
r? 0.767 0.599 0.920 0.336
F 17.78 219.40 636.24 106.84
v-Fe,04/PLGA
r? 0.706 0.641 0.875 0.273

Tabla 8. Valores del estadistico F y del coeficiente de determinacion r? obtenidos en el estudio
del perfil de cantidades acumuladas de clorhidrato de gemcitabina liberado en funcion del
tiempo desde las nanoparticulas de y-Fe,03, PLGA y y-Fe,Oz/PLGA (método de formulacion

mediante adsorcion superficial).
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En el caso de la maghemita, la liberacion del farmaco adsorbido sobre las
nanoparticulas obtenidas presenta valores de F y r? que indican un ajuste significativo a
una cinética de orden uno, con los coeficientes de ajuste indicados en la tabla 9 (la

figura 48 es un ejemplo que muestra el buen acuerdo entre los datos experimentales y la
curva de ajuste).

SISTEMA A B

Gemcitabina, Maghemita (96.15 + 2.81) (3.39£0.49)

Tabla 9. Coeficientes de ajuste de la ecuacion (46) a la cinética de liberacién del clorhidrato de

gemcitabina desde la superficie de las nanoparticulas de y-Fe,Os.

Esta cinética depende de la diferencia de concentracion de farmaco entre el
sistema y el medio. Por lo que inicialmente se produce una liberacién muy répida de
farmaco desde las particulas de y-Fe,Os; hacia el medio donde la concentracion es
menor, hasta igualar las concentraciones. Alcanzado este punto se darad una liberacion
sostenida.
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Figura 49. Ejemplo de ajuste (linea continua) de la ecuacion (46) a datos experimentales

(simbolos) en el caso de clorhidrato de gemcitabina adsorbida sobre y-Fe,0s.

En el caso del PLGA vy las particulas de y-Fe;O3/PLGA, 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 10 (la figura 50 es un ejemplo que muestra el buen acuerdo entre

los datos experimentales y la curva de ajuste).

SISTEMA A B
Gemcitabina, PLGA (47.83 £ 3.60) (19.10 £ 2.11)
Gemcitabina,
* +
PLGA/Maghemita (48.11 £ 4.70) (19.48 £ 2.75)

Tabla 10. Coeficientes de ajuste de la ecuacion (47) a la cinética de liberacién del clorhidrato

de gemcitabina desde la superficie de las nanoparticulas de PLGA y y-Fe,O3/PLGA.
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Esta cinética puede explicarse por la mayor concentracion de farmaco presente en
la superficie de la nanoparticula y la baja concentracion de farmaco en el medio, lo que
producira difusion (dependencia con +/t , ecuacion 46) desde la zona superficial, en la
que el fa&rmaco 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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Figura 50. Ejemplo de ajuste (linea continua) de la ecuacion (47) a datos experimentales

(simbolos) en el caso de clorhidrato de gemcitabina adsorbida sobre y-Fe,Os/PLGA.

Respecto a la liberacién del farmaco desde el interior de las nanoparticulas
sintetizadas, tenemos que diferenciar en el ajuste cinético las dos fases caracteristicas
del proceso: una fase répida de 9h de duracion y posteriormente, una fase de liberacion

mas lenta y prolongada (figura 47) Tal y como vemos en la tabla 9, la cinética que
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mejor describe la liberacién desde el polimero PLGA en ambas fases es la de raiz
cuadrada (vease tablas 12-13 para los coeficientes de ajuste y figura 51) lo que nos
indica una difusion inicial desde la superficie de las nanoparticulas hacia el medio. En
cuanto al sistema compuesto por y-Fe,Os/PLGA presenta una fase inicial de cinética de
raiz cuadrada y una segunda fase con una cinética de orden O (coeficientes de ajuste en
tablas 12 y 14), que implica una liberacion constante y sostenida del farmaco a lo largo
del tiempo, sin efecto significativo de la cantidad ya liberada. Este tipo de liberacion en
el sistema compuesto puede explicarse dado que el farmaco que se encuentra en el
interior de una matriz que alimenta continuamente la superficie del sistema 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.

VALORESDE F Y r?
Cinéticade | Cinéticade | Cinéticade | Cinética de
orden cero orden uno raiz raiz clibica
cuadrada
F 60.72 116.56 3692.07 103.46
PLGA (12 fase)
r? 0.895 0.544 0.985 0.488
F 64.69 424.99 3144.73 285.16
PLGA (22 fase)
r? 0.941 0.673 0.956 0.513
y-Fe,04/PLGA F 75.22 397.27 1935.15 32.34
(12 fase) r? 0.914 0.957 0.991 0.517
v-Fe,0/PLGA F 699.73 282.63 2587.66 251.10
(2° fase) r? 0.991 0.741 0.971 0.709

Tabla 11. Valores del estadistico F y del coeficiente de determinacion r® obtenidos en el
estudio del perfil de cantidades acumuladas de clorhidrato de gemcitabina liberado en funcion
del tiempo desde la matriz de las nanoparticulas de PLGA vy y-Fe,O3/PLGA (método de

formulacion mediante absorcion).
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SISTEMA A B
Gemcitabina, PLGA (20.19 + 1.00) (12.77 £ 0.59)
Gemcitabina,
PLGA/Maghemita (119+0.86) (14.15 £ 0.50)

Tabla 12. Coeficientes de ajuste de la ecuacion (47) a la cinética de liberacion que describen la

primera etapa de liberacion de los diferentes farmacos desde PLGA y y-Fe,O3/PLGA.

SISTEMA A B

Gemcitabina, PLGA (48.28 + 4.49) (4.93 + 0.53)

Tabla 13. Coeficientes de ajuste de la ecuacion (47) a la cinética de liberacidn que describen la

segunda etapa de liberacidn de los diferentes farmacos desde PLGA.

SISTEMA A B
Gemcitabina,
PLGA/Maghemita (21.48 £ 4.07) (5.95+0.41)

Tabla 14. Coeficientes de ajuste de la ecuacion (45) a la cinética de liberacidn que describen la

segunda etapa de liberacion de los diferentes farmacos desde y-Fe,Os/PLGA.

209




Capitulo 7. Capacidad de Vehiculizacién de Farmacos

gm
1]
=
[
5 30
@" 100 - - - o E ] -
S @ & 20
© . o =
< =
1]
g 80 - ] = . g,
g o E
2 60 - o © . ‘ . .
- "o 0 2 4 6 8 10
e 1o Tiempo (horas)
= 408°
Q0 -
"E ;) gmo
g 2 =
o ¢ PLGA/MAGHEMITA & 904 .
m PLGA @
© of : : , , , , S s
0 25 50 75 100 125 150 175 £ 0
S 701
Tiempo (horas S
po (horas) N
-]
© sl

25 50 75 100 125 150 175
Tiempo (horas)

Figura 51. Izquierda: datos experimentales de la cinética de liberacion de clorhidrato de
gemcitabina desde las particulas poliméricas (PLGA) y compuestas (y-Fe,O3/PLGA). Derecha:
lineas de mejor ajuste de los datos de estas Gltimas a los modelos descritos en el texto, para la

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

La figura 51 ilustra los resultados y su mejor ajuste para el farmaco absorbido en
matriz. Creemos importante insistir en que la liberacion sostenida del clorhidrato de
gemcitabina en el tiempo es idonea para lograr un efecto farmacoldgico éptimo in vivo.
Es decir, casi toda la dosis de principio activo vehiculizada en los nanocompuestos se
liberard exclusivamente en el lugar de accion, una vez que las nanoparticulas de vy-
Fe,O3/PLGA se acumulen de forma selectiva a este nivel con la ayuda del campo
magnético aplicado.
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Capitulo 8. Conclusiones

El presente trabajo de investigacion plantea dos objetivos principales. Uno es el
disefio de un sistema multifuncional para el transporte y la liberacion modificada de
principios activos, constituido por un nucleo magnético y un recubrimiento polimérico
biodegradable. El segundo es la vehiculizaciéon de un antineoplasico. Las aportaciones

de este trabajo pueden resumirse en las siguientes conclusiones:

Sobre la sintesis de las particulas magnéticas compuestas maghemita/poli(D,L-
lactida-co-glicolida (y-Fe,O3/PLGA)

1. Se ha desarrollado una metodologia reproducible para la sintesis de
particulas coloidales esféricas de composicion mixta, nicleo magnético (y-
Fe,03) y recubrimiento polimérico biodegradable (PLGA). Siendo el ndcleo
magnético el responsable del pequefio tamafio, de la morfologia esférica y de
las propiedades magnéticas de las particulas obtenidas. Mientras que el
recubrimiento polimérico biodegradable posibilitara el transporte y

liberacion modificada de farmaco.

Sobre la estructura, composicion quimica.

2. El microandlisis EDX nos da una prueba clara de la eficacia del
recubrimiento, pudiendo observar en el espectro de las particulas compuestas

los picos caracteristicos a ambos materiales.
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3.

El espectro de infrarrojos es una prueba clara de la eficacia del
recubrimiento, ya que permite la identificacion de los grupos funcionales del
polimero en las particulas compuestas. Estas bandas del espectro de las
particulas compuestas son menos intensas, por la menor cantidad de PLGA
en ellas. Ademas, se observa una banda caracteristica del 6xido de hierro en

el espectro de las particulas compuestas.

Con la difractometria se prueba de forma paralela, la eficacia del
recubrimiento polimérico y la formacion de las particulas compuestas con la
existencia de bandas caracteristicas de ambos materiales en las particulas
compuestas. El grado de cristalinidad de la maghemita se mantiene tras

aplicar el recubrimiento polimérico.

El analisis térmico de los materiales por separado y los sistemas compuestos
nos permite afirmar la gran estabilidad térmica del sistema, dado que durante
los procesos tecnoldgicos a los que serd sometido no alcanzara temperaturas
tan altas, por lo que ademas podrd ser esterilizado con calor sin

descomponerse.

Sobre las propiedades eléctricas y termodinamicas superficiales.

6.

El estudio comparativo de las propiedades eléctricas superficiales de los tres
tipos de nanoparticulas mediante electroforesis constituye una nueva prueba
de la eficacia del recubrimiento. Este oculta muy eficazmente los ndcleos
magnéticos, haciendo que la superficie de los coloides magnéticos

compuestos sea indistinguible de la de las nanoparticulas de polimero puro.
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7.

10.

Empleando la informacion obtenida del estudio electrocinético y
termodinamico de los materiales, hemos justificado el mecanismo de
formacion de las nanoparticulas y-Fe,Os/PLGA. Estas se generan como
consecuencia de la atraccion electrostatica entre las particulas de maghemita
cargadas positivamente y el polimero con carga negativa, lo que induce la
concentracion de esta Gltima en las inmediaciones de la superficie de los
oxidos de hierro. El recubrimiento polimérico termina de forjarse gracias a
que las interacciones acido-base y de van der Waals son netamente
atractivas. Es decir, termodindmicamente es mas favorable para el polimero

permanecer en contacto con la maghemita que estar aislado en el agua.

Utilizando un modelo termodinamico aplicable a la interfase solido/liquido,
ha sido posible llevar a cabo una completa caracterizacion termodinamica
superficial de las particulas sintetizadas, mediante la determinaciéon del
angulo. El modelo permite caracterizar el sélido mediante tres componentes
de su energia libre superficial: ys-* (Lifshitz-van der Waals, representativa
de las interacciones no polares o dispersivas en la interfase), ys* (aceptor de

electrones o &cido de Lewis) y ys (donante de electrones o base de Lewis).

La diferente naturaleza de los tres materiales analizados, PLGA, y-Fe;O3 y y-
Fe,Os/PLGA se observa en los cambios debidos a las interacciones
interfaciales sélido-liquido y a la contribucion de la energia superficial total

de cada sélido.

Como es de esperar, estos cambios de energia libre superficial se manifiestan
en las caracteristicas hidrofobas/hidréfilas de los materiales, ya que la
naturaleza hidréfila de la maghemita se pierde al quedar perfectamente
recubierta por la poli(D,L-lactida-co-glicolida), lo que podemos considerar

una nueva prueba de la eficacia del recubrimiento polimérico.
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Sobre las propiedades magnéticas.

11.

12.

13.

El andlisis de las propiedades magnéticas mediante la determinacion del
ciclo de histéresis de la maghemita y de las particulas compuestas, permitio
apreciar el caracter magnético blando de los nlcleos magnéticos, de las
particulas y-Fe,Os/PLGA. Al quedar englobados los nucleos magnéticos
dentro de la matriz polimérica se obtiene una mayor capacidad de respuesta a

campos magnéticos aplicados.

Podemos sefialar que las particulas magnéticas compuestas (y-Fe;Os/PLGA)
cumplen el requisito buscado: su superficie es comparable a la del polimero,
pero tienen la propiedad de ser magnetizables, por lo que constituyen un

vehiculo ideal para el transporte de farmacos.

Se ha desarrollado una prueba de concepto in vivo sobre las interesantes
posibilidades que podrian ofrecer las nanoparticulas maghemita/ poli(D,L-
lactida-co-glicolida) como sistemas transportadores de farmacos. Para ello,
se ha aplicado un método histoldgico de tincion de los ndcleos de 6xido de
hierro en un modelo de tumor subcutdneo L1210 desarrollado en ratones
DBA/2. Solo los cortes histoldgicos de las masas tumorales de los ratones
tratados con las nanoparticulas maghemita/ poli(D,L-lactida-co-glicolida)
guiadas magnéticamente mostraron una importante acumulacion de hierro en

el intersticio tumoral.
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Sobre la capacidad de transporte y liberacion controlada de farmaco

14.

15.

16.

Se ha validado y utilizado el procedimiento espectrofotométrico para la
determinacion de la incorporacion del farmaco en las nanoparticulas
compuestas maghemita/  poli(D,L-lactida-co-glicolida), y para la
cuantificacion de la cantidad del mismo cedida al medio en los ensayos de

liberacion.

Se han obtenido tras las determinaciones correspondientes las condiciones
optimas de vehiculizacion de gemcitabina clorhidrato mediante dos métodos:
i) la adicion del principio activo en el medio acuoso donde precipitara el
polimero y que contiene los nucleos magnéticos en suspension, antes de que
se desencadene la formacién de las nanoparticulas compuestas; vy, ii) la
adsorcion tras la formacion e incubacién de los nanocompuestos en una

disolucion de principio activo.

El anélisis espectrofotométrico de la incorporacion de farmaco en las
nanoparticulas maghemita/ poli(D,L-lactida-co-glicolida) pone de manifiesto
la contribucién de la adsorcion superficial al proceso de vehiculizacién de
los farmacos. Se ha observado un efecto positivo de la concentraciéon de
principio activo en el medio de contacto sobre la cantidad adsorbida por las
nanoparticulas compuestas, pero la absorcion del principio activo en matriz
matriz mejora considerablemente los resultados de vehiculizacion obtenidos.
Existe también un importante efecto positivo de la concentracion de

principio activo utilizada sobre los resultados de vehiculizacion.
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17. El estudio de la liberacion in vitro del farmaco incorporado en la superficie
de las nanoparticulas compuestas revela de forma general un perfil de cesion
muy rapido del mismo, completo en menos de cuatro horas y que se ajusta,
segun el el analisis de varianza de la regresion al modelo (criterio ANOVA)
y del coeficiente de determinacién, r a una cinética de liberacion raiz
cuadrada. Mientras que la liberacion del farmaco incorporado en los
nanosistemas mediante absorcion en matriz resulta ser mucho mas

interesante para obtener un 6ptimo efecto farmacoldgico.
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10.1 INTRODUZIONE

10.1.1SISTEMI TRASPORTATORI DI FARMACI

L’attivita farmacologica di qualsiasi principio attivo dipende principalmente
dalla natura della loro interazione con il tessuto o con I’organo di bersaglio. Per avere
un’effetto farmacologico, € necessario che il farmaco raggiunga la regione in quantita
sufficiente. Una formulazione adatta della sostanza attiva puo contribuire all'accumulo
efficiente nel punto di azione con trascurabile circolazione sistemica. Per questo motivo,
la preparazione di farmaci € un campo fondamentale e sperimentale nelle scienze

farmaceutiche.

| sistemi di rilascio modificato dei farmaci migliorano la farmacoterapia
convenzionale consentendo di controllare la durata dell'effetto farmacologico; a causa di
queste forme, il farmaco arriva ingrande quantita e velocita nella circolazione
sistemica, ma abbiamo ancora una volta un’incontrollata biodistribuzione sistemica,
che e responsabile degli effetti negativi in molti tessuti sani, inoltre, bisogna ricordare
che la concentrazione finale raggiunta dal farmaco nella regione bersaglio puo essere

cosi bassa che I'effetto terapeutico sarebbe, alla fine, molto ridotto. [Arias, 2008].

Il principale ostacolo per I'efficacia degli agenti chemioterapeutici & lo sviluppo
di meccanismi di resistenza da parte di cellule tumorali, nonostante I'uso di dosi
elevate. La chemioterapia é efficace solo se otteniamo una strategia di trattamento in
grado di superare meccanismi di resistenza cellulare e fisiologici della regione tumorale,

senza dimenticare i problemi di farmacocinetica di molti farmaci antitumorali.
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Nel tentativo di superare queste limitazioni, e stata proposta la veicolizazione
degli agenti antitumorali nei colloidi [Kim et al., 2008b]: I'obiettivo e quello di evitare
che il farmaco sia esposto a diversi meccanismi di resistenza che riducano al minimo il
suo ingresso nella cellula tumorale, anche nel caso in cui si aumenti la sua residenza a
livello intracellulare. Un buon sviluppo della nanoparticella pud simultaneamente
combattere ciascuno dei meccanismi di resistenza espresso dalla cellula cancerogena (ad
esempio, l'uso del farmaco come substrato per la glicoproteina-P, il meccanismo
principale di rimozione), e assicura allo stesso tempo un trasporto efficace della dose
dell'agente antitumorale nella cellula. A tal fine, il sistema di trasporto sviluppato deve:
1) evitare la rapida rimozione dal RES, modificando la superficie con molecole che
forniscono protezione sterica (ad esempio, catene di PEG); ii) veicolizzare diversi tipi di
agenti chemioterapici a dosi elevate; e iii) assicurare la piu alta concentrazione possibile
di farmaci nell'interstizio tumorale e una maggiore captazione intracellulare [Jabr-
Milane Jabr et al., 2008].

Nella terapia, i sistemi colloidali dimostrano un’enorme capacita di
accumulazione, ed in concreto del principio attivo nel punto di azione, assicurando una
distribuzione minima delle stesse nel resto del corpo [Arias et al., 2008; Couvreur e
Vauthier, 2006; Reddy, 2005 ].

| sistemi di trasporto colloidali vengono utilizzati per rilasciare il farmaco in una
zona specifica del corpo (direzionalita), ritardare e prolungare il rilascio (rilascio
modificato) solo al sito di azione. In generale, i sistemi trasportatori colloidali di
farmaci sono composti da sospensioni acquose di nanoparticelle biodegradabili
contenenti principi attivi incorporati in superficie (adsorbito) o all'interno della matrice

(assorbito) e questi sistemi sono normalmente somministrati per via parenterale.
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Tutto cid presenta un certo numero di vantaggi rispetto alla terapia tradizionale,
perche la combinazione di farmaci (indipendentemente dal gruppo di trattamento a cui
appartengono) con i sistemi di trasporto colloidali permette:

L'accumulo specifico del farmaco nella regione bersaglio.
e [’aumento del tempo di esposizione cellula / farmaco antitumorale.
¢ |l miglioramento del profilo farmacocinetico del farmaco.

e La protezione del farmaco all'interno del sistema di trasporto contro
processi di degradazione in vitro (in condizioni di conservazione) e in vivo

(contro i sistemi enzimatici ai quali e suscettibile).

Tra i diversi sistemi colloidali progettati per il trasporto specifico di farmaci sono
importanti, per il loro grande potenziale, i sistemi magnetici colloidali. Questo
tipo di nanoparticelle € formato da un nucleo magnetico (principalmente di ossido di
ferro) circondato dauna matrice organica(ad esempio polimero, amido o

polisaccaride) o inorganico (ad esempio, silice).

L'uso di queste nanoparticelle magnetiche e di campi magnetici permette di
dirigere il farmaco a una posizione specifica. Questo farmaco é veicolizzato
nella nanoparticella magnetica per essere successivamente somministrato per via
parenterale. Contemporaneamente, un campo magnetico viene applicato selettivamente
sul sito d'azione. Quando il colloide magnetico raggiunge la zonadi influenza del
campo, viene attratto da esso. In questo modo, & possibile accumulare la dose di
farmaco completa somministrata nel punto di azione, mentre, se ne controlla il rilascio
[Duran et al., 2008]. Il meccanismo mediante il quale si produce il rilascio del principio

attivo dal colloide magnetico pud essere vario e complesso. Generalmente, questo
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meccanismo comprende iseguenti processi [Alexiou et al., 2000; Hafeli, 2004,
Neuberger et al., 2005]:

Diffusione attraverso la matrice che lo contiene;
¢ Rilascio per degradazione enzimatica;

e Rilascio per distruzione del colloide in presenza di avverse condizioni fisico-

chimiche (ad esempio: pH, temperatura ...);

e Rilascio per esposizione ad un campo elettromagnetico alternato che provoca

cambiamenti nella matrice in cui & veicolizzato.

Non tutti i tipi di colloide possono essere utilizzati per il trasporto di farmaci. Le
caratteristiche che dovrebbe avere un trasportatore magnetico di farmaci sono [Arias et
al., 2001, Arias et al., 2007; Hafeli, 2004; Lubbe et al., 1996a; Liubbe etal., 1996b;
Miller et al., 1996, Pankhurst et al., 2003]:

1. Piccole dimensioni (meno di 500 nm) per garantire un‘ampia
distribuzione a livello capillare e per fusione uniforme nel punto di

azione.
2. Un"adatta risposta magnetica in vivo a campi magnetici applicati.

3. Possibilita di trasportare un'ampia varieta di agenti terapeutici in una
quantita sufficiente che consenta il corretto trasporto di una quantita
biologicamente attiva, senza caricare 1’organismo con troppo materiale

magnetizzabile.

4. Velocita di rilascio controllabile (o predittiva) nella posizione desiderata.
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5. | componenti utilizzati nella sua formulazione devono garantire la

massima biocompatibilita e antigenicita bassa.

6. Biodegradabilita, con eliminazione totale e minima di tossicita dei

prodotti di degradazione generati.

L'uso di campi magnetici alternati genera 1’effetto di ipertermia oltre a provocare
il rilascio controllato del principio attivo veicolizzatto [Guo e Szoka, 2003; Lavan et
al., 2003]. L'applicazione di campi magnetici esterni insieme al colloide magnetico
provoca il riscaldamento specifico alla massa tumorale a circa 42°C, che se € mantenuta
per 30 minuti provochera la morte delle cellule tumorali [Glockl et al., 2006; Hergt et
al., 2006, Hilger et al., 2006, Moroz et al., 2002, Pankhurst et al., 2003]. Inoltre, questo
riscaldamento distruggera inuclei magnetici consentendo il rilascio del farmaco
[Liburdy et al., 1986; Steinkea et al., 2007; Wagner, 2007].

10.1.2 CLORIDRATO DI GEMCITABINA

| farmaci antimetaboliti agiscono sulla fase di sintesi del ciclo cellulare
interferendo sulla sintesi di DNA e RNA. Hanno la stessa struttura dei metaboliti
coinvolti nei processi di crescita e divisione e possono essere incorporati nelle molecole
di DNA e RNA allo scopo ditrasmettere messaggi falsi o inibire enzimi specifici

necessari per sintetizzare composti essenziali [Florez, 2008].

Il cloridrato di gemcitabina (o 2 ', 2'-diflluorodesoxitocidina) & un antimetabolita
analogo alla pirimidina; e idrofilo quindi non puo attraversare le membrane per
diffusione passiva [Cars, 1995], questo significa che sono necessari sistemi di trasporto

specializzati.
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Figura 52. Microfotografia elettronica a scansione (SEM) del cloridrato di gemcitabina (a).

Formula chimica del cloridrato di gemcitabina (b)

Il metabolita attivo della gemcitabina é il 2,2-difluoro-deossicitidina trifosfato
(dFACTP) che é integrato nei siti C durante l'allungamento della catena catalizzata
dalle DNA polimerasi o e €. Una volta incorporata, questa rallenta I’allungamento, ma
permette ancora 1’incorporazione di almeno una sequenza di nucleotidi con la
conseguente  "terminazione mascherata della catenadi DNA" che impedisce il
riconoscimento ed il taglio da parte dell’esonucleasi, ciog, impedisce la riparazione del
DNA [Peters et al., 2000, Van Moorsel et al., 1999b].
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(a)

Figura 53. Incorporazione della d-Citidina Tri-fosfato [Nucleosido normale] (a).

Incorporazione della Gemcitabina Tri-fosfato [di-fluor, desoxi-CTP).

Questo farmaco ha dimostrato di essere efficace per il trattamento di tumori
solidi (polmoni, colon, cancro ovarico) ed é stato approvato per I'uso nel trattamento di
tumori pancreatici, della vescicae della mammella. [Arias etal., 2009; Reddy e
Couvreur, 2008].

Nonostante sia realmente efficace quando somministrato per via endovenosa puo
essere deaminato rapidamente diventando (2 ', 2'-difluoro-2'-deossiuridina) metabolita
inattivo che ha un’emivita media in plasma molto breve, tra8 e 17 minuti; questo
implica la necessita di utilizzare dosi molto elevate che ci porta ad un maggior
numero di effetti collaterali. [Couvreur & Reddy, 2008; Matsuda e Sasaki, 2004;
Bouffard et al., 1993].
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10.2 SVILUPPO E CARATERIZZAZIONE DI
NANOPARTICELLE

10.2.1POLI(D,L-LACTTIDE-CO-GLICOLIDE) (PLGA)

Il metodo di sintesi della poli(D,L-lattide-co-glicolide) (PLGA) si basa sul
metodo di emulsione con evaporazione del solvente [Holgado et al., 2008]. Questo si
basa sulla dissoluzione di 250 mg di PLGA a temperatura ambiente in 10 mL di acetato
di etile; a detta soluzione € aggiunta una fase acquosa di alcool polivinilico (PVA) 0.3%
(w/v) sotto agitazione meccanica per 30 minuti. Dopo questo tempo, la dispersione
risultante viene sottoposta ad agitazione magnetica (1500 rpm) per un tempo sufficiente

da garantire la completa evaporazione del solvente organico.

La sospensione bianca di nanoparticelle polimeriche ottenute e stata sottoposta
ad una procedura di pulizia comprendente due cicli di centrifugazione a 8000 rpm
(centrifuga ad alta velocita Centrikon T-124, Kontron, Francia) e ridispersione in acqua
ultrapura finché la conduttivita del supernatante ottenuto e inferiore a 10 mS/cm. Il
pellet ottenuto & stato ridisperso per sonicazione in acqua distillata e conservato in una

bottiglia di vetro per I'uso successivo.

Bisogna cercare di ottenere una dimensione piu piccola e pil omogenea
possibile, per garantire la migliore biodistribuzione del colloide dopo Ila
somministrazione. Uno dei parametri decisivi per ottenere questo é la velocita di
agitazione durante la sintesi. Abbiamo dunque testato l'influenza delle velocita 8000,
19500 e 26000 rpm sulla geometria delle particelle. In tutti i casi, si ottengono particelle
sferiche, ma si osserva che la dimensione delle particelle e I'omogeneita sono

fortemente condizionate dalla velocita di agitazione. In particolare, come mostrato in
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tabella 15, la velocita che permette una dimensione minore e un maggior grado di

omogeneita possibile € 19500 rpm. Per questo motivo, la velocita di agitazione usata

nella sintesi di particelle PLGA fu sempre 19.500 rpm.

Tipo di Particella

Velocita di agitazione

Dimensione media (nm)

(rpm)
PLGA 8.000 rpm 800 £ 1000
PLGA 19.500 rpm 600 + 400
PLGA 26.000 rpm 1200 + 1240
COMPOSTE 19.500 rpm 5000 + 3400

Tabella 15. Dimensione media delle particelle di PLGA a seconda della velocita di

agitazione.

Dettagli di questa popolazione si rifletta nelle figure 54a e 54b.
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Figura 54. Microfotografia electtronica a scansione ad alta resoluzione (FESEM)
delle particelle de poli(D,L-lattide-co-glicolide) (PLGA) (a) (inserto: particolare del
campione). Lunghezza della barra: 500 nm. Microscopio elettronico ad
alta risoluzione trasmissione (HRTEM) delle particelle di poli(D,L-lattide-co-glicolide)
(PLGA) (b). Lunghezza della barra: 500 nm.
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Nella figura 55si vede lo spettro EDX della poli (D, L-lattide-co-glicolide)
(PLGA) nel quale prevalgono il C (84%) e O (15,30%), componenti di questo polimero
biodegradabile. Inoltre presenta alcune tracce di contaminanti, come Ca, Ke Clin

quantita inferiore all'1%.

Spectrum 1

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65
Full Scale 12029 cts Cursor: 1.908 (86 cts) keV

Figura 55. Specttro EDX della poli(D,L-lattide-co-glicolide) (PLGA)

10.2.2 MAGHEMITA (y-Fe,03)

Per la sintesi di nanoparticelle di maghemite si usa il metodo di sintesie 1’
ossidazione di nanoparticelle di magnetite [Bee et al., 1995] basato sulla preparazione
di 40 mL di una soluzione di tricloruro di ferro (FeCl3) 1 M e 10 mL di una soluzione
2 M di cloruro di ferro (FeCl,) in acido cloridrico 2 M. Si prepara una soluzione
acquosa di ammoniaca (NHs) 0,7 M a culi, sotto agitazione meccanica, (700 rpm) sono
stati aggiunti 4 ml al minuto di soluzione di FeCls e 1 mL di FeCl,, fino a un totale di 40

mL e 10 mL rispettivamente.
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Immediatamente si produce la precipitazione dei nuclei di magnetite, che
vengono sottoposti ad un processo di decantazione magnetica, eliminando il solvente.
Poi si aggiungono 500 ml diuna soluzione di acido perclorico (HCIO;) 2Me si
lasciano trascorrere 12 ore. Infine, I'ossidazione dei nuclei di magnetite viene effettuata
dopo la accurata rimozione di HCIOg4; aggiungendo 600 ml di nitrato ferrico [Fe(NOs)s],
redispersando i nuclei di magnetite e la dispersione viene riscaldata a 90°C. Questa
temperatura € mantenuta per 30 minuti per garantire la completa conversione della
magnetite in maghemite. Infine, i nuclei di maghemite vengono rimossi dalla

dispersione e mantenuti in acqua bidistillata.

Abbiamo ottenuto particelle di morfologia cubica e con una dimensione di

7+2 nm (figure 56a y 56b), per questo si pensa che sono superparamagnetiche.
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Figura 56. Microscopio elettronico a scansione ad alta risoluzione (FeSEM) di

particelle maghemite (y-Fe,O3) (a) (inserto: particolare del campione). Lunghezza della barra: 1
pum. Microscopio elettronico ad alta risoluzione trasmissione (HRTEM) delle

particelle di maghemite (y-Fe,O3) (b). Lunghezza della barra: 200 nm.
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Nella figura 57 si vede lo spettro EDX delle particelle di maghemite, si osserva
una prevalenza di Fe (49,41%) e di O (33,45%) come componenti di questo ossido, piu

traccie di alcuni contaminanti come Cl e C in una quantita inferiore all’1%.

Spectrum 1
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Figura 57. Specttro EDX della maghemita

10.2.3 PARTICELLE COMPOSTE DI PLGA/ y-Fe,03

La procedura seguita per la sintesi delle particelle composte di maghemite e
poli(D,L-lattide-co-glicolide) (y-Fe,O3s/PLGA) si basa sul metodo di emulsione con
evaporazione del solvente previamente descritto per la sintesi delle nanoparticelle
polimeriche pure [Holgado et al., 2008].

Le particelle magnetiche miscelate (y-Fe,O3/PLGA) ottenute utilizzando le
condizioni ottimali di sintesi di PLGA hanno una morfologia sferica e una dimensione
di circa 5,1+ 3,4 um abbastanza eterogenei (Figure 58a e 58b). Nel dettaglio della
figura 58a appare evidente chela maggior parte deinuclei magnetici
sono incorporati nella matrice di PLGA. Nonostante cio, come si pud vedere nella

figura 58b, risulta che alcuni di essi sono anche presenti sulla superficie della matrice.
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Figura 58. Microfotografia elettronica a scansione ad alta risoluzione (FeSEM) delle

particelle composte y-Fe,Os/PLGA (a) (inserto: dettaglio del campione). Lunghezza della barra:
200 nm. Microfotografia elettronica di trasmisione ad alta risoluzione (HRTEM) delle

particelle composte y-Fe,O3/PLGA (b). Lunghezza della barra: 150 nm.
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Come si puo osservare nella microanalisi per dispersione di raggi X (Figura 59)
del composto del nostro sistema, la composizione viene modificata dalla presenza di
questo, il quale contiene C (40%) e O (49%) mentre la percentuale di Fe viene
diminuita (9%); la comparsa dei picchi caratteristici di entrambi i materiali e
un'ulteriore prova dell'efficacia del rivestimento. Inoltre cisono tracce dialcuni

elementi contaminati come alluminio, cromo o nichel.

Spectrum 1
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Figura 59. Spettro EDX delle particelle composte y-Fe,O3z/PLGA.

10.2.4 SPETTROSCOPIA INFRAROSSA PER
TRASFORMATA DI FOURIER

Con l'analisi delle nanoparticelle con infrarossi vogliamo dotare il nostro studio di
una nuova prova dell'efficacia della metodologia di sintesi dell nanonaparticelle di y-
Fe,O3/PLGA. Le nanoparticelle composte devono avere uno spettro infrarosso dove
compaiono le bande caratteristiche del PLGA, insieme alla banda caratteristica della y-
Fe,0s. In questo modo viene dimostrato che le particelle magnetiche composte sono
costituiti da y-Fe,O3e PLGA.

274



Resume Tesi Dottorale

La figura 60 registra lo spettro infrarosso dei tre tipi di materiali (y-Fe,O3, PLGA
e v-Fe,O3/PLGA). La sua analisi € una prova della efficacia del rivestimento, in quanto
consente l'identificazione dei gruppi funzionali del polimero nelle particelle
composte. Inoltre, c'é anche I'esistenza del picco caratteristico degli ossidi di ferro nello

spettro delle particelle miste di y-Fe,Os/PLGA. In particolare, le bande osservate sono:

A: banda corrispondente alla vibrazione di stiramento del legame C = O di un

estere alifatico saturo, appare a 1748 cm™.

B: Gruppo di tre bande tra il 1450 e 1375 cm™. Presenta una banda a 1451 cm™
corrispondente alla vibrazione molecolare di piegattura asimmetrica del legame C-
H del CH3 (8as CHs), a 1384 cm™ la banda della vibrazione molecolare di
piegatura asimmetrica del legame C-H del CHj3 (3s CHj3) e infine, una banda della
vibrazione di stiramento del OH del gruppo carbossilico a 1423 cm™.

C: Banda appartenente alla vibrazione di stiramento CO legame del gruppo

carbossilico (1269 cm™).

D: Banda corrispondente alla vibrazione di stiramento del legame C-O del gruppo

alcolico (1165 cm™).

E: Due bande asimmetriche accoppiate (1130 e 1084 cm™) corrispondenti alla
vibrazione di stiramento del C-O del gruppo estere e un estere di alcol primario,
rispettivamente.

F: A 855 cm-1 mostra una banda media caratteristica di un alcano.

G: Banda appartenente alla vibrazione di oscillazione del CH; (p»CHy), si osserva

a 730 cm™ ed é tipica di una lunga catena di CHs.
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H: Singola banda assente nello spettro delle particelle di polimero. Appare a 592
cm™ ed & una banda larga e debole caratteristica degli ossidi di ferro [Lyons,
1967].

% Transmitancia

50 A E

1800 1600 1400 1200 1000 800 600
L4 -1
Numero de onda (cm )

Figura 60. Spettro IR delle particelle di maghemite (y-Fe,O3) (linea nera), poli(D,L-lattide-
co-glicolide) (PLGA) (- o -), e delle particelle composte y-Fe,O3s/PLGA (linea grigia) .
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10.2.5 DIFFRAZIONE A RAGGI X

Usiamo la diffrazione ai raggi X per confrontare qualitativamente i tre tipi di
colloidi  sintetizzati  [Billmeyer, 1975; Suryanarayanan, 1995].  L'obiettivo ¢ di
confermare che iraggi X delle particelle di y-Fe,O3/PLGA raccoglie le peculiarita
dei due tipi di materiali che li compongono. Questo sarebbe una chiara prova
dell’efficacia del metodo di formulazione sviluppato. Inoltre, si intende verificare che la
struttura cristallina dei nuclei di y-Fe,O3 rimane invariata quando sono compresi nella
matrice della  poli (D,L-lattide-co-glicolide). Questo € molto importante  perché
un‘alterazione di questo  tipo potrebbe  eventualmente determinare  le proprieta

magnetiche del colloide composto.

Come si puo osservare nella figura 61, tutti i picchi caratteristici dei due
materiali che costituiscono le particelle miste (y-Fe;O; e PLGA) appaiono nel
diffrattogramma di questi. Si puo anche dire, che la struttura cristallina dei nuclei di
ossido di ferro rimane invariata dopo I’inclusione nella matrice polimerica. Inoltre, i
diffrattogrammi di PLGA e y-Fe,O3 coincidono con quelliin letteratura, questo
permette di identificare questi campioni come tali materiali [Depeyrot et al., 2002; Geng
et al., 2008]. La maggior intensita dei picchi corrispondenti alla y-Fe,O3 nel campione di
particelle miscelati y-Fe,O3/PLGA puo essere dovuta al contributo del PLGA a questo
diffrattograma. L'esistenza di picchi caratteristici della maghemita indica che le

particelle colloidali composte conservano la struttura cristallina del nucleo magnetico.
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Figura 61. Diffrattogramma a raggi X delle particelle di maghemite (y-Fe,Os),poli (D, L-
lattide-co-glicolide) (PLGA), e particelle composte di y-Fe,O3z/PLGA.

10.2.6 ANALISI TERMICA: DSC E TGA

La calorimetria differenziale a scansione o DSC viene utilizzata per misurare il
flusso di calore interno ed esterno al campione per determinare la temperatura del
fenomeno termico durante una variazione di temperatura controllata. L'analisi
termogravimetrica o TGA associato alla DSC serve a distinguere una transizione dalla
degradazione o desolvatazione. L'associazione di questi due tecniche permette di
individuare eventi termici associati ad una variazione di peso come risultato di una
disidratazione, o il rilascio di prodotti gassosi derivanti da una decomposizione; in
questo modo e possibile associare i picchi presenti nel termogramma DSC di un evento
concreto. Nella termogravimetria la variazione nella massa del campione pud essere

determinata in funzione della temperatura o del tempo.
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Figura 62. Termogramma di calorimetria differenziale a scansione (DSC) di y-

Fe,Os (a). Termogramma ottenuto mediante termogravimetria (TGA) di y-Fe,03 (b).

Il termogramma della maghemita (y-Fe,O3) (figura 62) presenta una linea base

molto irregolare con un profilo termogravimetrico che indica una perdita di peso che

incomincia a 40°C e che al raggiungimento dei 350°C nella nostra analisi non é ancora

completa. Questa perdita di peso

trasformazione di maghemita in un ossido inferiore.

e approssimativamente del 9%
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Figura 63. Termogramma di calorimetria differenziale a scansione (DSC) di PLGA (a).

Termogramma ottenuto mediante termogravimetria (TGA) di PLGA(b).

Come si

puo osservare (figura 63), il

polimero non ha caratteristiche

importanti nel suo termogramma. Appare un endoterma, probabilemente di fusione, a

50°C, temperatura oltre la quale presenta un profilo abbastanza stabile al riscaldamento

fino a 200°C. Raggiunta questa temperatura, il profilo tende a cambiare indicando la

decomposizione del polimero. Questo & confermato dal profilo termogravimetrico che

indica una perdita in peso di quasi il 100% tra 250 e 350°C a causa della combustione.
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Figura 64. Termogramma di calorimetria differenziale a scansione (DSC) delle particelle
composte y-Fe,O3/PLGA (a). Termogramma ottenuto mediante termogravimetria
(TGA) delle particelle composte y-Fe,Os/PLGA (b).

Come si puo vedere nel termograma delle nostre particelle composte (figura 64)

appare un esoterma a circa 330°C, mentre la linea di base del termogramma e

abbastanza regolare. Questo evidenzia che l'associazione del polimero con l'ossido di

ferro produce una stabilizzazione del sistema. La reazione esotermica ha un profilo

molto arrotondato, dove convergono la decomposizione termica del polimero e il nucleo

magnetico, ipotizziamo che la maghemita agisca da ossidante quando é legata al

polimero, generando una reazione esotermicache é assente nel termogramma del

composto puro, ma

che agisca anche come stabilizzante, perche la perdita di peso al

riscaldamento & inferiore (= 74%).
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Figura 65. Termogramma di calorimetria differenziale a scansione (DSC) del antitumorale
cloridrato di gemcitabina (a). Termogramma ottenuto mediante termogravimetria (TGA) del

antitumorale cloridrato di gemcitabina (b).

Nel termogramma del farmaco della nostra ricerca (figura 65) si vede che questo
presenta una buona stabilita termica con un punto di fusione vicino ai 225°C. Tuttavia,
ha un endoterma irregolare di fusione molto ampio (circa 40°C) e asimmetrico che
segnala una decomposizione confermata dal profilo termogravimetrico indicando
una perdita di peso del 50% tra i 250 e i 350°C.
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Figura 66. Termogramma di calorimetria differenziale a scansione (DSC), del sistema
di trasporto costituito da y-Fe,Os/PLGA e I’antitumorale cloridrato di gemcitabina
(a). Termogramma ottenuto mediante termogravimetria (TGA) del sistema di trasporto

costituito da y-Fe,03/PLGA e I’antitumorale cloridrato di gemcitabina (b).

Infine, si fa 1’analisi DSC ¢ TGA al nostro sistema di trasporto contenente
I’antitumorale cloridrato di gemcitabina (figura 66). Il termogramma & molto simile a
quello del sistema di trasporto senza il farmaco, anche se in questo caso l'esoterma e
ampio e arrotondato, questo indica che il calore di decomposizione del polimero e
quello del nucleo magnetico si aggiungono a quello del farmaco. Tuttavia, come si puo

osservare la perdita di peso in questo caso ¢ leggermente inferiore (= 47%).

Poiché il nostro sistema non raggiungerera temperature cosi elevate durante i
processi tecnologici a cui sara sottoposto normalmente, si puo affermare la sua notevole
stabilita termica, sottolineando inoltre, che puo essere sterilizzato con il calore senza

subire decomposizione.
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10.3 PROPRIETA ELETTRICHE SUPERFICIALI

10.3.1 STUDIO DELL’EFFETTO DEL PH E DELLA FORZA
IONICA SULLE PROPRIETA ELETTRICHE
SUPERFICIALI

La determinazione della mobilita elettroforetica delle varie sospensioni di
maghemita (y-Fe,Os3), poli(D,L-lattide-co-glicolide) (PLGA) e nanoparticelle compoite
(y-Fe,O3/PLGA) é stata effettuata utilizzando un dispositivo Malvern Zetasizer 2000
(Malvern Instruments, England), basata sull'analisi dell’autocorrelazione della luce laser
diffusa dalle particelle in movimento. Questo dispositivo consente di determinare u. con
errori <5%, e la temperatura rimane costante (fino a £0,5°C) utilizzando un modulo

Peltier.

La figura 67 mostra i valori di ue in funzione del pH in presenza di KNO; 10
M. La maghemita ha una carica superficiale netta positiva fino a un valore del pH~5,
corrispondente al punto isoelettrico o pH di potenziale zeta zero [Piazza et al.,
2002]. Per contro, il PLGA e le particelle composte hanno carica superficiale netta
negativa ad ogni intervallo di pH studiato e rileva soltanto I'esistenza di un pH di
potenziale zeta zero pH=5. In questa figura si vede come il rivestimento polimerico
nasconde efficacemente il nucleo magnetico rendendo la superficie delle particelle miste

elettrocinetica indistinguibili da quelle del polimero puro.
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Figura 67. Mobilita elettroforética (ue) (a) e potenziale zeta ({) (b) delle particelle di
maghemita (y-Fe,Os, @), poli(D,L-lattide-co-glicolide) (PLGA, m) e particelle composte
maghemita/poli(D,L-lattide-co-glicolide) (y-Fe,O3/PLGA, 0) in funzione del pH, in
presenza di KNO; 107 M.
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Figura 68. Mobilita elettroforetica (ue) (a) e potenziale zeta (£) (b) delle particelle di
maghemita (y-Fe,Os, @), poli(D,L-lattide-co-glicolide) (PLGA, m) e particelle composte
maghemita/poli(D,L-lattide-co-glicolide) (y-Fe,O3/PLGA, o) in funzione della

concentrazione di KNOs a pH naturale (pH = 5).

286



Resume Tesi Dottorale

Per confermare questi risultati, abbiamo determinato la mobilita elettroforetica
dei tre tipi di particelle in funzione della concentrazione molare di KNOj3 a pH naturale
delle dispersioni acquose (pH=5).1 risultati di quest’analisi sono mostrati in figura
68. Come si vede, le particelle di maghemite hanno una carica di superficie netta
positiva in tutta la gamma di concentrazioni molari di KNO3. Sembra che la forza ionica
del mezzo determina il valore della mobilita elettroforetica, poiché i valori rimangono
costanti per tutto I'intervallo. Non ¢ lo stesso nel caso del PLGA e le particelle miste y-
Fe,O3/PLGA, poiché la carica elettrica di superficie negativa diminuisce notevolmente
con l'aumentare della forza ionica della dispersione. Anche in questo caso, la
somiglianza elettrocinetica tra il polimero puro e le particelle miste di y-Fe;,O3/PLGA e

la differenza dalla maghemita si osservano perfettamente.

10.3.2 MECCANISMO DI FORMAZIONE DI
RIVESTIMENTO POLIMERICO

Con le informazioni precedentemente presentate si puo spiegare il meccanismo

con cui e formato lo strato polimerico sulla superficie del maghemite:

- Possiamo parlare di una interazione elettrostatica attrattiva tra le particelle di
maghemita cariche positivamente. A causa della carica di superficie positiva dei
nuclei magnetici e negativa del polimero si ha una concentrazione di polimero

vicino alla superficie della maghemita.

- In aggiunta parleremo di di un meccanismo termodinamico utilizzando
I'equazione Dupré e calcolando I'energia libera di interazione tra la maghemita
(M) e il polimero (P) in soluzione acquosa (A), AGmar = Ymp - Yma - Ypa. Il
risultato di questo calcolo & -19.76 mJ/m?. Cio significa che le interazioni acido-

base, e le forze di van der Waals fra la maghemita e il polimero sono
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sostanzialmente attraenti. VVale a dire che & termodinamicamente piu favorevole
per il polimero rimanere in contatto con la maghemita che essere isolato durante la

dispersione acquosa [Arias et al., 2001].

10.4 PROPRIETA DI SUPERFICIE
TERMODINAMICHE

Ci concentreremo su una breve descrizione della tecnica per misurare gli angoli

di contatto, dal momento che e quella che abbiamo usato nella nostra ricerca.

Il sistema fisico a cui si applica questa tecnica € costituito da una superficie
solida, una goccia di liquido depositato su di essa e aria. Misurando 1’angolo di contatto
(6) tra la fase liquida e gassosa circostante (interfase gas-liquido) saranno ottenuti i
valori dei componenti della tensione superficiale del solido. L'applicazione di questo
metodo € limitato ai casi in cui la superficie solida € piana, rigida e omogenea su scala
macroscopica.

La definizione termodinamica dell'angolo di contatto e data dalla equazione di
Young. Per una superficie solida delle caratteristiche di cui sopra su cui & depositata una

goccia di liquido puro, I'angolo di contatto di equilibrio & solo una grandezza che

soddisfa lI'equazione di Young:

YoV - YL = ) cosf (49)
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Vey sv, Y sL € YL SOno, rispettivamente, le tensioni interfacciali solido-vapore e
solido-liquido e la tensione superficiale del liquido. La equazione 49 puo essere scritta
come:

7% = %L+ 1 cosO + me (50)

dove ys € la tensione superficiale del solido e = e la pressione di superficie e
definita da:

Te = )5 - )5V (51)

ciog, la pressione bidimensionale esercitata dal vapore adsorbito sulla superficie
solida. Nel caso in cui ys supera v, questo adsorbimento provoca una diminuzione
della tensione superficiale del solido fino a raggiungere, in caso di saturazione, il valore
della tensione superficiale del liquido. In queste condizioni limite, = = % - n.
Altrimenti, corrisponde generalmente ai solidi a bassa energia superficiale, come quelli
utilizzati in questo lavoro, 7. € trascurabile e I'equazione di Young puo essere scritta nel
seguente modo:

¥s= YsL+ YL cosO (52)

Un fattore importante da considerare nelle misurazioni dell’angolo di contatto, e
il fenomeno di isteresi. Quando una gocciadi liquido viene depositata sulla
superficie di un solido, si puo produrre, a seconda del metodo utilizzato, un passo (la
goccia viene depositata su una superficie asciutta) o una regressione della goccia (una
volta depositata viene retratta, muovendosi sulle aree e umide), con i rispettivi angoli di
contatto®a (in avanti) e Or (indietro).  Sie verificatoche 6r & sempre
inferiore a 6,. Questo fenomeno puo ostacolare la stima del vero angolo di contatto
perché c'e unaforte dipendenza dell'ampiezza dell’isteresi e il volume  delle

gocce utilizzato.
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Gli  angoli di contatto dei fluidi selezionati sono  stati  determinati
in strati sottili dei tre tipi di materiali depositati su vetrini da microscopio. Queste
superfici lisce si ottengono dopo I'aggiunta uniforme di una sospensione acquosa (=
10% w/v) di ogni tipo dicolloide sulla superficie pulita e secca diuna lastra di
vetro. | valori degli angoli di contatto (in gradi) ottenuti con i fluidi selezionati sono la

media di 16 determinazioni a 25.0 + 0.5°C, misurata su una goccia nuovo dopo ogni due

passi.
ACQUA FORMAMIDA a-BROMONAFTALENO
MAGHEMITA 32+2 18+2 13+2
PLGA 65+ 2 2412 21+2
COMPOSTE 61+2 23+2 20+2

Tabella 16. Angoli di contatto (gradi) dei liquidi usati nelle

determinazioni in compresse con tre tipi di materiali.

10.4.1 COMPONENTI DELLA ENERGIA LIBERA
SUPERFICIALE

La valutazione dei componenti ys della energia libera di superficie é quella che
ci da un’autentica informazione sulla superficie fisica termodinamica della maghemita,

PLGA e le particelle composte.
Per la maghemita la componente Lifshitz-van der Waals (ys-") & 42.49+0.34

mJ/m?, la componente elettrone-accettore (ys*) & 1.03+0.07 mJ/m?, eil contributo

elettrone-donatore (ys) & 39.41+1.82 mJ/m?.
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Per il PLGA la componente Lifshitz-van der Waals (ys-") & 40.78+0.52
mJ/m?, la componente elettrone-accettore (ys") & 3.59+0.11 MJ/m? eil contributo

elettrone-donatore (ys) & 4.6+1.7 mJ/m?.

Per le particelle composte la componente Lifshitz-van der Waals (ys-") &
41.0140.51 mJ/m? la componente elettrone-accettore (ys*) & 3.15+0.22 mJ/m? e il

contributo elettrone-donatore (ys) & 9.5+2.14 mJ/m?.

Con questi risultati (figura 69), possiamo notare che le nostre particelle sono
essenzialmente materiali elettrone-donatori in modo che possano avere interazioni
acido-base con le fasi di ogni polarita (y*, y, o entrambi, diversi da zero), ma le forze

AB non contribuiscono alla sua energia libera di coesione.

i e
T y
NA I:I Y-
£
= 30+
s 10 -
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Maghemita PLGA Maghemita/PLGA

Figura 69. Valori dei componenti della energia libera di superficie dei tre tipo di particelle:
maghemita (y-Fe,03), poli(D,L-lattide-co-glicolide) (PLGA), y compuestas
maghemita/poli(D,L-lattide-co-glicolide) (y-Fe,O3/PLGA).
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10.4.2 ANALISI DELLA NATURA IDROFILA/IDROFOBA

Come abbiamo gia spiegato sopra, una caratterizzazione termodinamica
completa é essenziale affinché le interazioni coinvolte nella determinazione dell’energia
liberadi  superficie dei  solidi si manifestino in modi  diversi come:
I'aggregazione delle particelle in sospensione o 1’adesione a diversi substrati. Quello che
cerchiamo e che i metodi utilizzati insieme con la sua base teorica, permettano di
specificare la componente LW dell’energia di interazione tra le particelle disperse e
quantificare le contribuzione non DLVO all'energia totale perché si riferiscono alla
componente AB della tensione superficiale tanto del solido in sospensione come del

liquido.

Qui consideriamo I'importanza dei termini di energia LW e AB dell’energia di
interazione trale particelle descritte in questo lavoro (fase 1) in  soluzione acquosa
(fase2):

AGi21= AG11""+AG,"® (53)

Utilizzando 1’equazione 53, si possono ottenere i valori di AG}>; di ciascuna
componente: AG5Y (mJ/m?) per la maghemita & di 12.98+2.71 mJ/m?, per il polimero

& di -38,59+3.33 mJ/m? e per le particelle composte & di -32.76+5.44 mJ/m?.

Ovviamente, questi cambiamenti di energia libera superficiale si
manifestano nelle caratteristiche idrofobe/idrofile di questo materiale polimerico.

Secondo van Oss [1994], si puo utilizare il seguente criterio per determinare quando un

. N . . - . TOT . .
materiale pud essere considerato idrofilo o idrofobo. Se AG,,; risulta essere negativo le
interazioni interfacciali favoriscono I'attrazione tra le stesse particelle e sono

considerati idrofobe. L’idrofilia e la repulsione sono associate a valori positivi di
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TOT . . TOT
AGy,; . Nel nostro caso, le particelle composte hanno un valoredi AGp =-

24.4 + 3.7 mJ/m?, indicativo del suo carattere idrofobo (figura 70).

30
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Figura 70. Valori di 4G5 (mJ/m?) e naturaleza idrofoba/idrofila dei tre tipi di nanoparticelle:
maghemita (y-Fe;03), poli(D,L-lattide-co-glicolide) (PLGA), e particelle composte di
maghemita/poli(D,L-lattide-co-glicolide) (y-Fe,O3/PLGA).
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10.5 PROPRIETA MAGNETICHE

10.5.1 PROPRIETA MAGNETICHE

Esistono diversi tipi di magnetismo provocati dal movimento di elettroni in un
materiale [Callister, 1996]. Quando gli elettroni si muovono attraverso un filo, si
genera un campo magnetico intorno al filo. Le proprieta magnetiche macroscopiche dei
materiali sono il risultato dei momenti magnetici associati a singoli elettroni.
In generale, tutti i materiali hanno almeno  un tipo di magnetismo, a  seconda
del comportamento di risposta degli elettroni e dei dipoli magnetici atomici quando si

applica un campo magnetico esterno. | principali tipi di magnetismo sono i seguenti:

e Diamagnetismo: forma molto debole di magnetismo che si verifica soltanto
quando si applica un campo magnetico esterno, producendo una variazione

nel movimento orbitale degli elettroni del materiale.
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Figura 71. Schema dei dipoli in un materiale diamagnetico.
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e Paramagnetismo: a causa degli elettroni spaiati del materiale. Ogni atomo &
associato ad un momento magnetico netto provocato dalla rotazione degli
elettroni. Quando si applica un campo magnetico i dipoli sono allineati con
esso, dando come risultato una magnetizzazione positiva. Tuttavia, poiché i
dipoli non interagiscono tra di loro, abbiamo bisogno di campi magnetici
estremamente grandi per allinearli. Una volta scomparso il gradiente
magnetico, la magnetizzazione viene persa. E molto importante evidenziare
il superparamagnetismo, che deriva da un cambiamento qualitativo nella struttura
dei materiali magnetici nanometrici. Questa passa dall’essere costituita da
diversi domini magnetici all’essere formata da un singolo dominio
magnetico o monodomain causando la scomparsa della isteresi [Alvarez
Paneque et al., 2008].
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Figura 72. Schema dei dipoli magnetici in un materiale paramagnetico.
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e Ferromagnetismo: & costituito da una forte interazione tra i momenti

dipolari atomici vicini. Questa situazione li mantiene allineati anche quando

il campo magnetico esterno viene eliminato (figura 73).

Dominio 1 T Dominio 2
Muro entre los

Figura 73. Schema dei domini magnetici in un materiale ferromagnetico.

Antiferromagnetismo: In gquesto caso, la presenza di un campo magnetico
fa si che i momenti magnetici prodotti in dipoli vicini si allineino con il

campo magnetico in direzioni opposte. Questo produce una magnetizzazione
nulla (figura 74).
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Figura 74. Orientamento dei domini magnetici in un materiale antiferromagnetico.
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10.5.2 CICLO DI ISTERESI

Qualsiasi materiale ferromagnetico o ferrimagnetico a temperature inferiori a
quella di Curie é costituito di piccole regioni tridimensionalli in cui sono allineati tutti i
momenti magnetici nella stessa direzione [Callister, 1996]. Queste regioni sono
chiamate domini e ciascuno e magnetizzato a saturazione. | domini adiacenti sono
separati da pareti di dominio, attraverso le quali la direzione di magnetizzazione cambia
gradualmente. La densita di flusso (B) e l'intensita del campo magnetico (H) non sono
proporzionali nel caso di materiali ferromagnetici. Se il materiale ¢ inizialmente
non magnetizzato, allora B varia a seconda di H come viene mostrato nella figura 75. La
curva inizia all'origine, e all'aumentare H, I'induzione B comincia a crescere lentamente
e quindi pit velocemente fino a raggiungere un certo livello e diventa indipendente
da H. Questo valore massimo di B & la densita di flusso di saturazione (Bs) e la
magnetizzazione corrispondente € la magnetizzazione di saturazione (M;). Secondo
I'equazione B = u-H, la permeabilita («) e la pendenza della curva B contro H, e si puo
vedere dalla figura 75 che cambia con H. In alcuni casi, la pendenza di B contro H (se
H=0)é una proprieta del materiale, detta permeabilitd iniziale (u), come
mostrato nella figura 75.

B(M,)

Densidad de flujo 8
(o magnetizacién M)

0 </ D Can H
T Campo magnético
)

H=0

Figura 75. Comportamento di B contro H di un materiale ferromagnetico inizialmente
smagnetizzato. Essi rappresentano le configurazioni dei domini durante varie fasi

della magnetizzazione.
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Le proprieta magnetiche delle particelle di maghemita (y-Fe,O3) e composte (y-
Fe,O3/PLGA) sono ben definite dalla determinazione del ciclo di isteresidi questi
materiali  a 25.0 £0.5°C. Tali determinazioni sono state eseguite utilizzando un

dispositivo magnetometro- susceptibilimetro manics DSM-8 (Paris).

La figura 76 contiene icicli di isteresi magnetica delle nanoparticelle
magnetiche di maghemita e le particelle composte. Nel caso della maghemita non si
osserva un ciclo di isteresi come era invece previsto data la natura superparamagnetica
di essa. Dalle porzioni lineari delle curve si puo stimare una predisposizione iniziale yi=
0.12+0.02 per la nanomaghemita e yi= 2.51+0.11 per le particelle magnetiche miste -
Fe,O3/PLGA. L'aumento della magnetizzazione di saturazione si verifica quando i
nuclei magnetici sono compresi entro la poli (D,L-lattide-co-glicolide), essendo la
suscettivita magnetica in questo caso, 9+2 kA/m nella nanomaghemitae 206+12
KA/m per le particelle magnetiche composte. Le proprieta magnetiche delle
nanoparticelle di maghemite sono state gia descritte in letteratura [Chatterjee et al.,
2003].

Pertanto, si pu0 concludere chela grande magnetizzazione delle particelle
magnetiche composte li rende ideali nello sviluppo di sistemi colloidali trasportatori di
farmaci. Questo grazie alla loro capacita di rispondere a campi magnetici applicati, con i
quali si puo guidare il colloide specificamente alla regione bersaglio (ad esempio, una

massa tumorale).
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Figura 76. Ciclo di isteresi delle particelle di maghemita (y-Fe,O3) (D) e le particelle miste
maghemita/poli (D,L-lattide-co-glicolide) (y-Fe,O3/PLGA) (m).

10.5.3 PROVA IN VITRO

La capacita di rispondere ai gradienti magnetici applicati delle particelle di y-
Fe,03 e di y-Fe,0O3/PLGA fu analizzata qualitativamente mediante analisi dell’effetto di
un magnete permanente di 400 mT inuna sospensione acquosa ditali colloidi.
Brevemente, sono state preparate sospensioni acquose dei due tipi di colloide aventi una
concentrazione di 1% (w/v). Ad una temperatura di 25.0+0.5°C, si mettono a contattato
la sospensione di y-Fe,03 e di y-Fe,O3/PLGA con un gradiente magnetico di 400 mT,
osservando il comportamento delle particelle magnetiche in queste condizioni. Come
viene mostrato nella figura 77, le nanoparticelle magnetiche composte sono

attratte molto piu rapidamente dal magnete e questo conferma le eccellenti proprieta
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magnetiche del nanosistema sviluppato. Il supernatante & completamente trasparente in
meno di 1 minuto. Tuttavia, questo non si osserva nel caso della dispersione acquosa di
maghemita pura che mantiene il suo aspetto omogeneo anche 24 ore dopo 1’esposizione

al gradiente magnetico esterno. In virtu di cio, le particelle sono superparamagnetiche.

Figura 77. Sedimentazione dipendenti dal tempo delle particelle magnetiche composto
maghemite/poli (D,L-lattide-co-glicolide) (y-Fe,Os/PLGA) (a) e particelle di maghemite (y-

Fe,03) (b), risposta ad un magnete permanente di ~ 400 mt.
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10.5.4 ORIENTAMENTO MAGNETICO IN VIVO

Con questo metodo si intende studiare il potenziale delle nanoparticelle
composte in farmaco magnetico portato al luogo di azione. Nello specifico, si studia la
presenza di ferro che fa parte delle nanoparticelle composte nel tessuto
tumorale. Questo studio € basato sulla reazione chimica che avviene tra i nuclei di
maghemita e il ferrocianuro di potassio che si traduce in un precipitato blu verdastro di
ferrocianuro ferrico o blu di Prussia. Con questa reazione, si tengono le nanoparticelle
attratte verso la massa tumorale dal gradiente magnetico applicato e questo ci permette

di visualizzare in modo efficace I'accumulo [Gang et al., 2007].

Come viene mostrato nella figura 78, i topi trattati con la formulazione
sviluppata ma senza applicazione del gradiente magnetico, appena presentano contenuto
in ferro e quindi, neanche presentano contenuto in nanosistemi, questo viene indicato
mediante una colorazione blu di Prussia molto debole. Tuttavia, in campioni tumorali
trattati con nanoparticelle y-Fe,O3/PLGA che sono stati guidati al tessuto bersaglio con
un gradiente magnetico applicato, la colorazione blu & piu evidente. Visti i risultati
crediamo che il test di concetto sul guidato magnetico dei nanocomposti magnetici fino
al luogo di azione ha successo, e per questo, possiamo ipotizzare che la veicolizzazione
dell’agente chemioterapico nel nostro sistema di trasporto realizzato y-Fe,O3/PLGA
migliora notevolmente 1’accumulo selettivo di questa dose. Pertanto, puo essere stimato
un miglioramento significativo dalla attivita antitumorale del farmaco quando

somministrato incluso in questi nanocompositi sensibili ai campi magnetici applicati.

FOTO 78
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10.6 CAPACITA DE VEICOLIZAZZIONE DI
FARMACI

10.6.1 DETERMINAZIONE DELLA INCORPORAZIONE DI
FARMACO NELLE NANOPARTICELLE. METODO
SPETTROFOTOMETRICO.

Per determinare quantitativamente 1’incroporazione dell’ antitumorale cloridrato
di gemcitabina nelle nanoparticelle magnetiche sviluppate usiamo una metodologia
stabilita da altri autori per la quantificazione del farmaco veicolizzato e rilasciato da
diversi tipi di sistemi colloidali, messa a punto dal nostro gruppo di ricerca [Arias et al .,
2008a, b, c]. Questa tecnica si basa sull'applicazione della legge di Lambert Beer ad un
mezzo con piu di un tipo di materiale assorbente. L'assorbanza totale di un sistema
multicomponente & determinata dalla somma delle assorbanze di ciascuna delle specie
esistenti, sempre che non esista nessuna interazione tra di loro. Quindi, si assume che
esiste contributo di ciascuna delle sostanze presenti nel mezzo di dispersione e/o

preparazione del nostro nanosistema all'assorbanza totale di esso.

Nella veicolizzazione del cloridrato di gemcitabina si possono considerare come
sostanze che contribuiscono al totale assorbimento: il principio attivo che non é stato
incorporato nel sistema trasportatore, residui di sintesi e degradazione del sistema e altri
componenti del mezzo, come PVA.Si calcola la quantitd di farmaco che é stato
incorporato nel sistema trasportatore sottraendo l'assorbimento totale del sistema
corrispondente alle sostanze presenti. Infine, si determinera la quantita totale di farmaco
veicolizzato mediante la differenza tra la concentrazione iniziale e finale del farmaco
nel mezzo di sintesi. [Arias et al., 2008d, 2010c, 2011].
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10.6.2 INCORPORAZIONE SUPERFIZIALE DI FARMACO.

Ci sono due metodi generali per veicolizzare un farmaco nei sistemi colloidali
[Arias et al., 2010b]: I’addizione di esso al momento in cui vengono generate le
nanoparticelle, restando il principio attivo intrappolato principalmente nella matrice del
colloide (assorbimento) o 1’adsorbimento superficiale dopo la formazione delle
nanoparticelle in una soluzione di principio attivo. E prevedibile un maggiore
assorbimento di farmaco mediante il metodo di assorbimento [Arias et al., 2009b;
Soppimath et al., 2001].

Ci concentreremo sulla valutazione del grado di legarsi alla superficie in
aggiunta al meccanismo di assorbimento del farmaco da parte del polimero (PLGA) e le
particelle composte (y-Fe;O3/PLGA). Per determinare I’adsorbimento in superficie del
farmaco sulle nanoparticelle si parte da una serie di soluzioni acquose di 10mL, a
diverse concentrazioni molari di principio attivo (10, 3-10®, 5-10°, 7-10° e 10™). Nel
mezzo di dispersione si aggiunge una concentrazione di nanoparticelle pari in tutti i casi
all’1% (w/v), prelevando un campione del mezzo di dispersione prima di aggiungere il
principio attivo come elemento principale per le determinazioni spettrofotometriche.
Dopo 24 ore di contatto tra le particelle ed il farmaco a 25°C+0,1°C sotto agitazione
meccanica (50 rpm), si separano le supernatanti mediante doppia centrifugazione per 40
minuti nel caso di polimero e 60 minuti nel caso della maghemita e le particelle

composte di maghemita e PLGA.

Il calcolo della adsorzione in superficie del farmaco nei tre tipi di nanoparticelle
viene effettuato confrontando I'assorbanza dei campioni del mezzo (presa prima di
aggiungere i colloidi) con i supernatanti ottenuti dopo la doppia centrifugazione delle
sospensione di farmaco, e dopo aver eliminato il contributo all’assorbanza totale del
sistema di rifiuti o sottoprodotti dell'esperimento di adsorbimento [Arias et al.,

2010b]. La quantita di farmaco incorporato nella superficie delle nanoparticelle e
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espressa in termini di efficienza di intrappolamento (entrapment efficiency, EE%)
[(farmaco veicolizzato (mg) / quantita totale di farmaco utilizzato (mg)) x 100] e carica
di farmaco (drug loading, DL%) [(farmaco veicolizzato (mg) / massa totale del sistema
di trasporto(mg)) x 100] [Arias et al., 2009b; Brigger et al., 2004].

| risultati di adsorbimento di gemcitabina ottenuti nei tre tipi di nanoparticelle
presentano un basso assorbimento di questo farmaco sulla superficie del polimero
(polimero puro e nanoparticelle y-Fe203/PLGA); questo pu0 essere dovuto
all’attrazione elettrostatica tra il farmaco caricato positivamente ed il polimero caricato
negativamente. Si pud anche notare una repulsione elettrostatica da parte delle
nanoparticelle di maghemite. In ogni caso, come previsto, la veicolizzazione del
farmaco sulla superficie é piuttosto bassa (figura 79). In particolare, i valori massimi di
EE% sono =1,69%, ~4,35% ¢ =~4,47%, nel caso di y-Fe;O3;, PLGA e y-Fe;O3/PLGA
rispettivamente. Questa minima veicolizzazione si spiega meglio tenendo in
considerazione i valori di DL% ottenuti: ~0,0531%, =~0,136% ¢ ~0,14% in y-Fe,03,
PLGA e y-Fe;,O3/PLGA, rispettivamente. Da un punto di vista termodinamico si
potrebbe giustificare la bassa incorporazione di farmaco idrofobo nella superficie
idrofila del nostro sistema, nonostante la favorevole interazione elettrostatica
discussa. Inoltre, I'esistenza di un certo assorbimento del farmaco idrofilo sulla
superficie dei nuclei magnetici (nonostante la repulsione elettrostatica menzionata) puo

essere spiegato se si considera il carattere idrofilo di quest'ultimo.
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Figura 79. Valori di EE (%) (a) e DL (%) (b) del cloridrato di gemcitabina sulla superficie delle
nanoparticelle di maghemita (y-Fe,O3, m), poli(D,L-lattide-co-glicolide (PLGA , @) ¢
maghemita/poli(D,L-lattide-co-glicolide (y-Fe,Os/PLGA, A) rispetto alla concentrazione

molare del farmaco.
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10.6.3 INCORPORAZIONE DI FARMACO NELLA MATRICE
POLIMERICA.

Dopo aver confermato la bassa adsorzione di cloridrato di gemcitabina sulla
superficie delle nostre nanoparticelle, analizziamo il metodo principale di
vettorizzazione di farmaci in sistemi di trasporto, ossia l'incorporazione del principio
attivo durante la sintesi del sistema trasportatore, dove la concentrazione del farmaco é
il principale fattore. Cosi, vogliamo definire le condizioni ottimali che consentono la
massima incorporazione della sostanza attiva nel sistema colloidale trasportatore

magnetico proposto.

L'analisi dell’influenza della concentrazione del principio attivo sulla
incorporazione nella matrice polimerica é stata fatta mediante il processo di sintesi e
quello di determinazione spettrofotometrica gia descritti e giustificati sopra, dove solo
sono state modificate le differenti concentrazioni di farmaco utilizzate tra 10° e 10 M.
Per favorire I'inserimento dei farmaci nell'interfaccia y-Fe,O3/PLGA ed una maggiore
veicolizzazione, si tengono in contatto per 24 ore (25,0+0,5°C e 50 rpm), i nuclei di
ossido di ferro con le molecole di farmaco prima di fare la sintesi delle nanoparticelle di
v-Fe;03/PLGA. La determinazione dell’assorbimento di farmaco nella matrice delle
nanoparticelle é stata eseguita nello stesso modo, come nel caso precedente. In entrambi

i casi, I'esperimento e stato eseguito in triplicato per ogni concentrazione.

La quantita di cloidrato di gemcitabina cloridrato assorbito dalle nanoparticelle
di polimero PLGA e le nanoparticelle composite y-Fe,O3/PLGA, sono indicati nella
figura 80. L’assorbimento aumenta con la crescente concentrazione del farmaco nel
mezzo di sintesi, indicando un effetto positivo dell’aumento della concentrazione
sull'efficacia della veicolizzazione in entrambi i casi, un effetto che e descritto nella
letteratura trovata sullo sviluppo di sistemi colloidali per il trasporto di farmaci. [Arias
et al, 2008a, b, ¢, 2011b;. Ubrich e subr, 2004].
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Figura 80. Valori di EE (%) (a) e DL (%) (b) del cloridrato di gemcitabina nella matrice
polimerica delle nanoparticelle di poli(D,L-lattide-co-glicolide) (PLGA, m) €

maghemita/poli(D,L-lattide-co-glicolide) (y-Fe,Oz/PLGA, @) rispetto alla concentrazione molare

di farmaco.
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Come si vede, i valori ottenuti dal processo di assorbimento in matrice di
farmaco sono chiaramente superiori a quelli ottenuti con il processo di adsorbimento in
superficie, questo giustifica la scelta di questo metodo di veicolizzazione per la sintesi
delle particelle composte (y-Fe,O3/PLGA). Ad esempio, per la massima concentrazione
di farmaco utilizzato, il valore massimo di EE (%) ottenuto nelle nanoparticelle y-
Fe,O3/PLGA passa dal = 4,47% con metodo adsorbimento (figura 79) al = 19,19% con

il metodo di assorbimento.

10.6.4 RILASCIO DI FARMACO

Dopo aver definito le condizione ottimali di veicolizzazione, sono stati effettuati
i test rilascio in vitro dal polimero e le particelle composte, utilizzando una

concentrazione di 10 M di cloridrato di gemcitabina.

Per eseguire questo test abbiamo utilizzato il metodo di dialisi e il tampone
NaOH-KH,PO, (pH= 7,4%0,1) come mezzo di liberazione. Prima della prova lasciamo i
sacchetti di dialisi immersi 12 ore in acqua bi distillata; le borse hanno una dimensione
dei pori di 2000 Da, in grado di trattenere le nanoparticelle all'interno, lasciando solo
passare il farmaco attraverso di essa fino al mezzo di liberazione. Le sospensioni delle
particelle con il farmaco veicolizzato sono state centrifugate a 10000 rpm per 35 minuti
nel caso del polimero di PLGA e 10000 rpm per 60 minuti nel caso delle particelle
composte e la maghemita, per rimuovere il principio attivo non incorporato. Dopo di
che, sono stati introdotti 2 mL di sospensione di nanoparticelle (concentrazione di
farmaco: 2,99 mg/mL) nei sacchetti di dialisi, chiudendoli con una pinzetta. Quindi, i
sacchetti sono stati immersi in un bicchiere con 100 mL di tampone NaOH-KH,PO,. La
temperatura di 37,0+0,5°C e I’agitazione meccanica (50 rpm) dei sacchi sono stati
mantenuti costanti per tutta la prova. | campioni prelevati dal mezzo (1 mL) sono stati
raccolte ad intervalli di tempo predeterminati (0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 6, 9, 12, 24 ore e 2,
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3, 4,5, 6 e 7giorni sia per adsorbimento sia per assorbimento) e analizzati mediante il
metodo UV-Vis previamente validato e descritto alla massima lunghezza d'onda
corrispondente. Con ciascun campione prelevato é stato aggiunto lo stesso volume di
soluzione tampone (mantenuta alla stessa temperatura) dopo ogni colpo per mantenere

cosi le condizioni sink della prova.

La figura 81 rappresenta i valori di cloidrato di gemcitabina adssorbito rilasciato
dalle nanoparticelle sintetizzate. Nel caso del PLGA puro e le nanoparticelle composte
v-Fe,O3/PLGA questo rilascio avviene lentamente, ed € completo dopo 9 ore, mentre
nel caso delle nanoparticelle di maghemita € completo in 3 ore. Questo pud essere
giustificato da un’interazione superficiale sfavorevole tra le molecole di farmaco
caricate positivamente e la superficie delle particelle di maghemita che ha anche una
carica positiva. Poiché il processo é troppo veloce nei tre sistemi, non é quindi adatto a
scopi terapeutici in quanto la dose del principio attivo nel sistema di trasporto
veicolizzata sarebbe liberata prima di raggiungere il sito di azione, con la conseguente

biodistribuzione estesa.

Il processo di liberazione di gemcitabina quando questa € incorporata nella
matrice delle nanoparticelle &€ molto piu lungo (figura 81b). In entrambi i casi esiste un
processo di rilascio bifasico: prima si verifica una fase di rilascio rapido associata con la
perdita di farmaco associato alla superficie o debolmente intrappolato. Dopo questa fase
abbiamo un rilascio prolungato, in cui il meccanismo responsabile puo essere la
degrazazione dello stratto polimerico e/o la diffusione del farmaco attraverso la matrice
polimerica. In entrambi i casi il rilascio di gemcitabina & completa dopo 7 giorni. Infine,
si noti che la velocita di rilascio delle particelle composte é alquanto inferiore a quella
del polimero puro, in quanto vi & una certa quantita di principio attivo adsobito sulla
superficie dei nuclei magnetici quando il rivestimento polimero viene prodotto. Quindi
la quantita di farmaco che si trova nella interfaccia y-Fe,O3/PLGA si deve diffondere

attraverso la matrice per uscire, rallentando la velocita del processo.
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Figura 81. Rilascio del cloridrato di gemcitabina (%) (a) adsorbita e (b) assorbita dalle
nanoparticelle di PLGA (m) e y-Fe,O3/PLGA (o) rispetto al tempo di incubazione in un tampone
di NaOH-KH,PO, (pH= 7.4+0.1) a 37.0+0.5°C.
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Per completare lo studio abbiamo fatto la regolazione cinetica dei profili di
rilascio, mediante 1’analisi della varianza del modello di regressione (test ANOVA) e il
coefficiente di determinazione, r’. Selezioniamo i valori con il maggior valore dello
statistico F di Fisher (rapporto trale medie dei quadrati di regressione e residuale)
ammettendo che quello che presenta un valore pitl alto di r? (una somma maggiore delle
regressione quadrati) corrisponde all’equazione cinetica che si avvicina maggiormente
ai risultati ottenuti in vitro [Domenech et al., 1998, Morales et al., 2004]. Per scegliere il

modello piu affidabile abbiamo testato diversi modelli matematici:

a) cinetica di ordine zero: in questo sistema la velocita di rilascio difarmaco e

costante. Cioe:
Q =Kot (54)
dove Q ¢ la quantita cumulativa di farmaco al tempo t, e Kq la costante di rilascio.

b) cineticadel primo ordine: quiil rilascio del farmaco dipende dalla loro

concentrazione nel sistema.

aQ _ _
a K(Q,-Q)
Qt — QOO 1_ elet

(55)

essendo il Q. la massima quantita rilasciata, considerato in soluzione per un

tempo molto maggiore di 1/K;.
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¢) Cinetica di radice quadrata (Higuchi) relativo al rilascio per diffusione del farmaco.

Q =A+B4/t

(56)

d) cinetica radice cubica: il rilascio avviene per I'erosione o la dissoluzione della matrice

polimerica in tutto il suo volume:

%/Qloo _i/(Qloo _Q) = A+ Bt

(57)

La tabella 17 riporta i valori di F e r? corrispondenti alla regolazione cinetica del

rilascio di cloridrato di gemcitabina dalle nanoparticelle di maghemita, poli(D,L-lattide-

co-glicolide) e nanocomposte maghemite/poli(D,L-lattide-co-glicolide).

VALORIDIFY r?

Cinetica di Cinetica di Cinetica di Cinetica di
ordine zero | primo ordine | radice quadrata | radice cubica
5.42 788.17 375.81 126.02
y-Fe203
0.424 0.840 0.665 0.014
24.10 208.09 1058.37 124.37
PLGA
0.767 0.599 0.920 0.336
17.78 219.40 636.24 106.84
v-Fe,Os/PLGA
0.706 0.641 0.875 0.273

Tabella 17. Valori dello statistico F e il coefficiente di determinazione r? ottenuti nello

studio del profilo della quantita accumulate di cloridrato di gemcitabina rilasciato in funzione
del tempo dalle nanoparticelle di y-Fe,Oz, PLGA e y-Fe,O3; /PLGA (metodo di
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Nel caso della maghemita, il rilascio del farmaco adsorbito sulle nanoparticelle
ottenute presenta valori di F e r* che indicano una cinetica di primo ordine, con i
coefficienti di  regolazione elencati intabella 18. Questa cinetica dipende
della differenza di concentrazione tra il farmaco ed il mezzo. Si produce inizialmente un
rilascio molto rapido del farmaco da parte delle particelle di y-Fe,O3 verso il mezzo in
cui la concentrazione ¢ inferiore, fino ad arrivare a concentrazioni pari. Giunti a questo

punto ci sara un rilascio sostetuto.

SISTEMA A B

Gemcitabina, Maghemita (96.15 + 2.81) (3.39£0.49)

Tabella 18. Coefficienti di regolazione dell'equazione (46) per la cinetica di rilascio di

cloridrato di gemcitabina dalla superficie delle particelle di maghemita.

Nel caso del PLGA e  delle  particelle  di y-Fe,O3/PLGA, il rilascio  del
farmaco adsorbito sulle nanoparticelle ottenute presenta valori di F e r® che indicano una
cinetica di radice quadrata, coni coefficienti di correzione indicati nella tabella
19. Questa cinetica pud essere spiegata con la maggiore concentrazione di farmaco

presente sulla superficie delle nanoparticelle e la bassa concentrazione di farmaco

nel mezzo, con conseguente diffusione (dipendenza di \/f,equazione 56) dalla zona
di superficie, in cui il farmaco é piu concentrato, verso il centro della soluzione, dove la

concentrazione ¢ inferiore. Non c¢’¢ nessuna alterazione della matrice.
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SISTEMA A B
Gemcitabina, PLGA (47.83 + 3.60) (19.10 £ 2.11)
Gemcitabina,
_ (48.11 £ 4.70) (19.48 £ 2.75)
PLGA/Maghemita

Tabella 19. Coefficienti di regolazione dell'equazione (46) per la cinetica di rilascio di

cloridrato di gemcitabina dalla superficie delle particelle di PLGA e le particelle composte.

Rispetto al rilascio di farmaco dall'interno delle nanoparticelle sintetizzate, e
necessario differenziare nella regolazione cinetica le due fasi caracteristiche del
processo: una fase rapida della durata di 9 ore e successivamente una fase di rilascio piu
lento e prolungato (figura 81). Come si pud vedere nella tabella 17, la cinetica che
meglio descrive la liberazione dal polimero PLGA in entrambe le fasi € la cinetica di
radice quadrata (vedere le tabelle 21-23 per i coefficienti di regolazione e la figura 80);
questo indica una diffusione iniziale dalla superficie delle nanoparticelle verso il
mezzo. Il sistema composto da y-Fe,Os/PLGA presenta una fase iniziale con una
cinetica di radice quadrata e una seconda fase con una cinetica di ordine 0 (coefficienti
di regolazione nelle tabelle 21 e 23), che implica un rilascio costante e prolungato del
farmaco nel tempo, senza effetto significativo della quantita gia rilasciata. Questo tipo
di rilascio nel sistema composto puo essere spiegato dal fatto che il
farmaco é all'interno di una matrice che alimenta continuamente il sistema con nuove
molecole che passano al centro. Cio richiede un’elevata quantita di farmaco assorbito

nella matrice e non strettamente legata a questo.
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VALORIDIF Y r?

Cinetica di Cinetica di Cinetica di Cinetica di
ordine zero | ordineuno | radice quadrata | radice cubica
60.72 116.56 3692.07 103.46
PLGA (12 fase)
0.895 0.544 0.985 0.488
64.69 424.99 3144.73 285.16
PLGA (22 fase)
0.941 0.673 0.956 0.513
v-Fe,O3/PLGA 75.22 397.27 1935.15 32.34
(1@ fase) 0.914 0.957 0.991 0.517
v-Fe,Os/PLGA 699.73 282.63 2587.66 251.10
(22 fase) 0.991 0.741 0.971 0.709

Tabella 20. Valori dello statistico F e coefficiente di determinazione r? ottenuti nello studio del

profilo della quantita accumulate di cloridrato di gemcitabina rilasciato in funzione del
tempo dalle nanoparticelle di y-Fe,O3, PLGA e y-Fe,O3 /PLGA (metodo di

preparazione mediante assorzione in matrice).

SISTEMA A B
Gemcitabina, PLGA (20.19 = 1.00) (12.77 £ 0.59)
Gemcitabina,
_ (1.19 + 0.86) (14.15 + 0.50)
PLGA/Maghemita

Tabella 21. Coefficienti di regolazione dell'equazione (46) per la prima fase di rilascio di
farmaco dalle delle particelle di PLGA e y-Fe,O3/PLGA.
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SISTEMA A B

Gemcitabina, PLGA (48.28 £ 4.49) (4.93 £0.53)

Tabella 22. Coefficienti di regolazione dell'equazione (46) per la seconda fase di rilascio di

farmaco dalle delle particelle di PLGA.

SISTEMA A B
Gemcitabina,
) (21.48 £ 4.07) (5.95+0.41)
PLGA/Maghemita

Tabella 22. Coefficienti di regolazione dell'equazione (46) per la seconda fase di rilascio di

farmaco dalle delle particelle di y-Fe,Os/PLGA.
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Figura 82. Sinistra: dati sperimentali della cinetica di rilascio del cloidrato di gemcitabina dalle
particelle di polimero (PLGA) e composte (y-Fe,Os/PLGA). Destra: linee di migliore
regolazione ai dati di quest'ultimi ai modelli descritti nel testo per la fase di rilascio iniziale (in

alto) e per tempi lunghi (sotto).

La figura 82 illustra i risultati e le migliori regolazioni per farmaci assorbiti nella
matrice. Riteniamo importante sottolineare che il rilascio prolungato di cloridrato di
gemcitabina nel tempo é tale da rendere un ottimo effetto farmacologico in vivo. Questo
significa che quasi l'intera dose del principio attivo veicolizzata nelle nanocomposte
sara liberata solo al sito di azione, una volta che le nanoparticelle y-Fe,O3/PLGA si

accumulano selettivamente a questo livello con l'aiuto del campo magnetico applicato.
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10.7 CONCLUSIONI

La presente ricerca si pone due obiettivi principali. Il primo & lo sviluppo di un
sistema flessible di trasporto e rilascio modificato di principi attivi, costituito da un
nucleo magnetico e un rivestimento di polimero biodegradabile. Il secondo € la
veicolizzazione di un farmaco antitumorale. | contributi di questo lavoro possono essere

riassunti nelle seguenti conclusioni:

Sulla sintesi delle particelle magnetiche composte maghemite/poli(D,L-lattide-co-
glicolide (y-Fe,O3/PLGA)

1. Abbiamo sviluppato un metodo riproducibile per la sintesi di particelle sferiche
colloidali di composizione mista, nucleo magnetico (y-Fe;Os3) e rivestimento
polimerico biodegradabile (PLGA). Il nucleo magnetico e responsabile delle
ridotte dimensioni, della morfologia sferica e delle proprieta magnetiche delle
particelle ottenute. il rivestimento di polimero biodegradabile consente invece il

trasporto e il rilascio modificato del farmaco.

Sulla struttura, composizione chimica.
2. La microanalisi EDX fornisce una prova evidente dell'efficacia del rivestimento,

e ci permette di osservare nello spettro delle particelle composte i picchi

caratteristici dei due materiali.
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3. Lo spettro infrarosso € una prova evidente dell'efficacia del rivestimento, in
quanto consente l'identificazione dei gruppi funzionali del polimero nelle
particelle composte. Queste bande dello spettro delle particelle composte sono
meno intense per la minor quantita di PLGA che in esse si trovano. Inoltre, si
o0sserva una banda caratteristica dell’ossido di ferro nello spettro delle particelle

composte.

4. Con la diffrattometria si testa in parallelo I'efficienza del rivestimento polimerico
e la formazione delle particelle composte con I'esistenza di bande caratteristiche
di entrambi i materiali nelle particelle composte. Il grado di cristallinita della

maghemita viene mantenuto dopo I'applicazione del rivestimento polimerico.

5. L’analisi termica separata dei materiali e i sistemi composti ci permettono di
affermare la stabilita termica del sistema, perché durante i processi tecnologici
a cui deve essere sottoposta non raggiungera temperature cosi alte. In aggiunta

a cio, puo essere sterilizzato con calore, senza decomposizione.

Sulle proprieta elettriche e la superficie termodinamica.

6. Lo studio comparativo delle proprieta elettriche superficiali dei tre tipi di
nanoparticelle mediante elettroforesi € un'ulteriore prova dell'efficacia del
rivestimento. Questo nasconde efficacemente i nuclei magnetici, facendo si che
la superficie del colloide magnetico composto sia indistinguibile dalle

nanoparticelle polimeriche pure.
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7. Utilizzando le informazioni ottenute dallo studio elettrocinetico e termodinamico
dei materiali, abbiamo giustificato il meccanismo di formazione delle
nanoparticelle  y-Fe;O3/PLGA. Queste sono generate come risultato
dell’attrazione elettrostatica tra le particelle di maghemite caricate
positivamente e il polimero caricato negativamente, che induce Ila
concentrazione di quest'ultimo nella prossimita della superficie degli ossidi di
ferro. Il rivestimento polimerico finisce di formarsi grazie al fatto che le
interazioni acido-base, e di van der Waals sono chiaramente attrative. Vale a
dire che e termodinamicamente piu favorevole per il polimero rimanere in

contatto con la maghemita che essere isolato in acqua.

8. Usando un modello termodinamico applicabile alla interfaccia solido/liquido €
stato possibile effettuare una completa caratterizzazione termodinamica
superficialle delle particelle sintetizzate mediante la determinazione dell'angolo.
Il modello permette di caratterizzare il solido da tre componenti di energia
libera di superficie: ys-* (Lifshitz-van der Waals, che rappresenta le interazione
non polari o dispersive a livello della interfaccia), ys* (accettore di elettroni o

acido di Lewis) e ys'(donatore di elettroni o base di Lewis).

9. La diversa natura dei tre materiali testati, PLGA, y-Fe;O3; ¢ y-Fe,O3s/PLGA si
osserva nei cambiamenti dovuti alle interazioni interfacciali solido-liquido e nel

contributo dell'energia superficie totale di ogni solido.

10. Come era previsto, questi cambiamenti di energia libera di superficie si
manifestano nelle caratteristiche idrofobe/idrofile dei materiali, poiché la natura
idrofila della maghemite si perde essendo perfettamente rivestito con la poli(D,
L-lattide-co-glicolide). Possiamo considerare cio una nuova prova dell’efficacia

del rivestimento polimerico.
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Sulle proprieta magnetiche.

11.  L'analisi delle proprieta magnetiche mediante la determinazione del ciclo di
isteresi della maghemita e delle particelle composte, permette di vedere il
carattere magnetico morbido dei nuclei magnetici delle particelle -
Fe,O3/PLGA. Quando i nuclei magnetici sono compressi nella matrice

polimerica si ottiene una maggiore reattivita ai campi magnetici applicati.

12. Abbiamo osservato che le particelle composte magnetiche (y-Fe,O3/PLGA)
soddisfano la condizione richiesta: la sua superficie & comparabile a quella del
polimero, ma hanno la proprieta di essere magnetizzabili. Pertanto,

costituiscono un veicolo ideale per il trasporto di farmaci.

13.  Abbiamo sviluppato un test di concetto in vivo sulle interessanti possibilita che
potrebbero fornire le nanoparticelle di maghemita/poli(D,L-lattide-co-glicolide)
come sistemi di trasporto di farmaci. Per questo, € stato applicato un metodo
istologico di colorazione dei nuclei di ossido di ferro in un modello di tumore
sottocutaneo L1210 sviluppato in topi DBA / 2. Solo le sezioni istologiche di
masse tumorali di topi trattati con nanoparticelle maghemita/poli(D,L-lattide-
co-glicolide) magneticamente guidato ha mostrato un accumulo significativo di

ferro nell'interstizio tumorale.

Sulla capacita di trasporto e il rilascio controllato di farmaco

14. E stata convalidata ed usata la procedura spettrofotometrica per la
determinazione dell’incorporazione del farmaco nelle nanoparticelle composte

maghemita/poli(D,L-lattide-co-glicolide), e per quantificare la loro quantita

trasferita al supporto nelle prove di rilascio.
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15.  Si sono stabilite, dopo le determinazioni necessarie, le condizione ottimali di
veicolizzazione di cloridrato di gemcitabina da due metodi: i) 1’aggiunta del
principio attivo nel mezzo acquoso dove precipitera il polimero e che contiene i
nuclei magnetici sospesi, prima della attivazione della formazione delle
nanoparticelle composte, e i) l'assorbimento dopo la formazione e

I'incubazione dei nanocompositi in una soluzione di principio attivo.

16.  L’analisi spettrofotometrico dell’incorporazione di farmaco nelle nanoparticelle
maghemita/poli(D,L-lattide-co-glicolide) mostra il contributo del assorbimento
in superficie al processo di veicolizzazione di farmaci. E stato osservato un
effetto positivo della concentrazione di principio attivo nel mezzo di contatto
sulla quantita adsorbita dalle nanoparticelle composte. Tuttavia, I'assorbimento
del principio attivo nella matrice migliora significativamente i risultati della
veicolizzazione ottenuti. Vi € anche un significativo effetto positivo della

concentrazione di principio attivo utilizzato sui risultati della veicolizzazione.

17. Lo studio del rilascio in vitro del farmaco incorporato sulla superficie delle
nanoparticelle composte rivela generalmente un profilo di rilascio molto veloce,
completo in meno di quattro ore e che si avvicina, secondo l'analisi della
varianza della regressione al modello (ANOVA test) e il coefficiente di
determinazione, r?, ad una cinetica di rilascio di radice quadrata. Mentre il
rilascio del farmaco incorporato nella matrice per assorbimento risulta essere

molto pil interessante per ottenere un ottimo effetto farmacologico.
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