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El trabajo expuesto en la presente tesis doctoral ha sido 

desarrollado en el Grupo de Películas y Partículas 

Nanoestructuradas (NFP), miembro del Instituto de 

Nanociencia de Aragón (INA) y financiado por proyecto de 

investigación: NANOHEDONISM “Photo-triggered On-

demand Drug Delivery System for Chronic Pain” (ERC-2013-

CoG-614715) financiado por la Comisión Europea dentro de 

su programa IDEAS, ERC Consolidator Grant. 

El objetivo fundamental del presente trabajo consistió en 

el desarrollo de un sistema de liberación controlada de 

anestésicos locales para el tratamiento del dolor crónico. Este 

sistema debía permitir controlar la dosis suministrada 

proporcionando dos perfiles de liberación simultáneos: una 

liberación sostenida para tratar el dolor basal y una liberación a 

demanda para tratar los picos de dolor. Es por esto por lo que 

se planteó el uso de sistemas híbridos compuestos por nanogeles 

termosensibles cargados con bupivacaína, combinados con 

nanopartículas plasmónicas. Las nanopartículas plasmónicas 

pueden ser activadas mediante luz, generando un incremento 

local de temperatura suficiente para activar los nanogeles 

termosensibles y provocar un aumento de liberación respecto de 

la liberación basal de estos. Por este motivo se combinaron 

nanogeles con una temperatura crítica de solubilidad inferior 

(LCST) ligeramente superior a la temperatura biológica y con 

nanopartículas plasmónicas con absorbancia en el infrarrojo 
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cercano. La LCST superior a la biológica permite que los 

nanogeles no colapsen al introducirlos en el organismo, 

mientras que el uso de luz en el infrarrojo cercano asegura una 

baja absorbancia de los tejidos permitiendo una mayor 

penetración. 

La presente memoria de tesis doctoral se estructura en 6 

capítulos: 

Capítulo 1: Consiste en la parte introductoria en la que 

se presentan los conceptos generales de los materiales tratados 

en este trabajo, así como una presentación de la problemática 

del dolor crónico y una revisión sobre tratamientos basados en 

nanomateriales. 

Capítulo 2: En este capítulo se presenta un 

procedimiento de síntesis de P(MEO2MA-co-OEGMA500) 

mediante fotopolimerización tipo ATRP, así como la 

caracterización completa del polímero obtenido. El objetivo de 

desarrollar este nuevo procedimiento aplicado al P(MEO2MA-

co-OEGMA500) es conseguir un método de polimerización 

radicalaria controlada con baja sensibilidad al oxígeno y al agua 

y que necesite de cantidades mínimas de catalizador, para su 

aplicación en la producción de nanogeles biocompatibles 

mediante polimerización radicalaria controlada en 

miniemulsión inversa. 
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Capítulo 3: En este capítulo se presenta el primer sistema 

de liberación propuesto, formado por nanogeles de 

P(MEO2MA-co-OEGMA500) cargados con hidrocloruro de 

bupivacaína y decorados con nanopartículas huecas de oro. 

Además, se caracterizan físico-químicamente, se estudian sus 

perfiles de liberación sostenida y bajo demanda y se evalúa su 

biocompatibilidad. 

Capítulo 4: En este capítulo se presenta el segundo 

sistema propuesto, basado en nanocristales de bupivacaína 

encapsulados en nanopartículas de P(MEO2MA-co-

OEGMA500). Se explican los procedimientos sintéticos de la 

nanocristalización del fármaco y su posterior encapsulación y se 

realiza una caracterización físico-química, se analiza su perfil de 

liberación y se estudia su biocompatibilidad. 

Capítulo 5: En este capítulo se exponen los resultados 

del estudio in vivo de los sistemas de liberación controlada 

propuestos en los capítulos 3 y 4, realizado tras la administración 

en el entorno del nervio ciático. 

Capítulo 6: En este último capítulo se exponen las 

conclusiones generales alcanzadas durante la realización del 

presente trabajo. 
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Capítulo I: Introducción 
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1. Introducción general 

1.1. Nanocomposites termosensibles para liberación 

controlada de fármacos 

Los nanogeles, también llamados nanopartículas de 

hidrogel o nanohidrogeles son partículas de hidrogel con 

tamaños por debajo de 1000 nm. Los hidrogeles, al igual que 

los nanogeles, consisten en estructuras tridimensionales 

constituidas por redes entrecruzadas de un polímero hidrófilo. 

Su principal característica es la capacidad de absorber grandes 

cantidades de agua manteniendo una estructura bien definida. 

Se trata de materiales con una gran presencia en medicina1, 

especialmente en los campos de la ingeniería de tejidos2 y el 

suministro de fármacos3, gracias a propiedades como su alto 

contenido en agua, su elevada superficie específica, 

biocompatibilidad y buena estabilidad. De entre todos los tipos 

de nanogeles, los que más atención han captado en los últimos 

años son aquellos capaces de responder a un estímulo variando 

propiedades como su volumen, contenido de agua, índice de 

refracción o grado de hidrofilicidad4. Los estímulos capaces de 

activar este tipo de nanogeles pueden ser muy variados, siendo 

los más habituales el pH y la temperatura. Nanogeles de 

quitosano y pluronic F-127 activados por cambios de pH se han 

usado con éxito para el suministro de bleomicina5, mientras que 

nanogeles de PNIPAAm cargados con cisplatino y activados 
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por pH han mostrado resultados prometedores en el 

tratamiento de tumores6. Distintos nanogeles sensibles a pH se 

han usado con éxito en aplicaciones como tratamiento de 

tumores7–9 o terapia génica10. Del mismo modo, distintos 

nanogeles termosensibles basados en PNIPAAm han sido 

usados, por ejemplo, en el tratamiento de tumores9,11,12 o 

afecciones dérmicas13. Aunque, en menor medida, también se 

han propuesto nanogeles sensibles a otro tipo de estímulos 

químicos o mecánicos menos comunes como presencia de 

glucosa14, de glutationa8,15,16 o presión17. 

Los nanogeles termosensibles son aquellos formados por 

un polímero termosensible, es decir, aquellos polímeros capaces 

de cambiar su solubilidad en función de la temperatura. Estos 

polímeros se caracterizan por presentar una temperatura crítica 

de solubilidad inferior (LCST) o superior (UCST). Los 

polímeros con LCST son solubles a temperaturas inferiores a 

esta e hidrófobos a temperaturas superiores, mientras que los 

polímeros que presentan UCST son insolubles por debajo de 

esta y de vuelven hidrófilos a temperaturas superiores.  Debido 

a lo complejo de obtener polímeros con UCST en el rango 

fisiológico18, la mayoría propuestas de polímeros termosensibles 

se centran en aquellos que presentan LCST. La mayoría de 

trabajos sobre polímeros termosensibles con UCST están 

basados en polímeros zwitteriónicos18–20. En lo que respecta a 

polímeros termosensibles con LCST, el más ampliamente 
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estudiado es la poli(N-isopropil acrilamida). Este interés se 

debe principalmente a que presenta LCST en el rango 

fisiológico fácilmente ajustable y es fácil de sintetizar y 

funcionalizar21. Aunque durante mucho tiempo se consideró la 

PNIPAAm como el gold estándar de los polímeros 

termosensibles22 para aplicaciones médicas, existe cierta 

polémica acerca de su biocompatibilidad. Mientras que se ha 

determinado que el polímero presenta buena biocompatibilidad, 

algunos de sus monómeros presentan una elevada toxicidad 

incluso en dosis bajas23–25. Los inconvenientes que esto provoca 

a la hora de sintetizar el material y de su purificación, así como 

las dudas sobre los efectos de la degradación del polímero a largo 

plazo, han llevado en los últimos a proponer nuevos polímeros 

termosensibles como alternativa la PNIPAAm. La alternativa 

más prometedora ha sido los copolímeros de oligo(etilenglicol 

metacrilato) (POEGMA)22. Al igual que la PNIPAAm, se 

puede sintetizar y funcionalizar fácilmente, su LCST se puede 

ajustar dentro del rango fisiológico y además, ni el polímero ni 

sus monómeros presentan toxicidad26. 

La principal ventaja de los nanogeles termosensibles en 

liberación controlada de fármacos es la posibilidad de activarlos 

mediante un estímulo térmico, consiguiendo de esta forma un 

control temporal de la dosis. Sin embargo, aplicar este estímulo 

de forma controlada en el interior del paciente y de manera no 

invasiva presenta serias dificultades. Es por esto, que en los 



12 

últimos años se han propuesto múltiples nanocomposites 

formados por la conjugación de nanogeles y otras nanopartículas 

capaces de generar calentamiento local a partir de otro estímulo. 

Uno de los sistemas híbridos más prometedores se basa 

en la combinación de nanogeles termosensibles con 

nanopartículas plasmónicas con absorbancia en el infrarrojo 

cercano27. Al interaccionar la luz con los plasmones de superficie 

del metal, estos entran en resonancia liberando energía en forma 

de calor28, que a su vez provoca el colapso de los nanogeles 

termosensibles. Por ejemplo, nanogeles de PNIPAAm cargados 

con doxorrubicina y conjugados con nanorods de plata-oro29, 

nanorods de oro30,31 o nanoclusters de oro31 han demostrado 

resultados prometedores como terapia combinada de 

hipertermia y quimioterapia.  

Otra estrategia frecuente es la combinación de nanogeles 

termosensibles con nanopartículas magnéticas capaces de 

generar calor ante un campo magnético alterna de alta 

frecuencia32. Siguiendo un planteamiento similar al anterior, se 

ha propuesto la combinación de nanogeles de PNIPAAm33–35 y 

POEGMA36 con nanopartículas magnéticas como terapia 

combinada de hipertermia con quimiofármacos en el 

tratamiento de tumores. 
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1.2. El dolor y su tratamiento 

1.2.1. Definición y tipos de dolor 

Según la Asociación para el Estudio del Dolor, este se 

define como “Una sensación y experiencia emocional 

desagradable asociada a un daño real o potencial de un tejidos37. 

Según esta definición, el dolor es una experiencia subjetiva 

interpretada por cada individuo en base a sus propias 

experiencias vitales relacionadas con el daño. Esto provoca que 

exista una gran variabilidad en la percepción del dolor, 

dependiente de factores culturales, ambientales, étnicos, o 

fisiológicos. Esta gran variabilidad en la sensibilidad al dolor 

entre individuos dificulta la práctica clínica debido a que puede 

complicar el diagnóstico y llevar a un tratamiento inadecuado, 

lo que supone un gran problema de salud pública38. 

Es por esto por lo que, desde el punto de vista clínico, 

conviene emplear algún sistema de clasificación del dolor que 

sirva para guiar de forma objetiva hacia un correcto diagnóstico 

y tratamiento del paciente. En general esta clasificación se 

puede realizar en función de múltiples características: 

 Localización anatómica: huesos, músculos 

tendones, articulaciones o vísceras. 

 Fisiología del dolor: nociceptivo, neuropático o 

inflamatorio. 
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 Duración: agudo, crónico o irruptivo. 

 Intensidad: suave, moderado o severo. 

 Etiología: maligno o no maligno. 

En la gestión clínica del dolor, la clasificación más 

habitual se realiza en base a las características fisiopatológicas, 

planteando aproximaciones diferentes en función de si el dolor 

es de origen nociceptivo, neuropático o inflamatorio. 

Se denomina dolor nociceptivo a aquel que tiene su 

origen en la estimulación de unos receptores específicos del 

dolor denominados nociceptores. Estos receptores sirven de 

alerta temprana ante un potencial daño, sirviendo de protección 

ante el contacto con un elemento dañino39. Se trata, por 

ejemplo, del estímulo percibido ante el contacto con una 

superficie caliente o un objeto punzante. El dolor nociceptivo 

puede ser consecuencia tanto de un daño superficial como 

profundo, por lo cual se divide en somático (superficial o 

profundo) o visceral, en función de la ubicación de los 

nociceptores estimulados. El dolor nociceptivo somático es un 

dolor bien definido y claramente localizado que suele aparecer 

con el movimiento de una zona concreta del cuerpo, mientras 

que el dolor nociceptivo visceral es un dolor difuso y 

difícilmente localizable, generalmente constante aun en reposo 

y asociado a un daño en los órganos internos. 



15 

Mientras que el dolor nociceptivo puede aparecer tanto 

antes como después de producirse el daño de los tejidos, el dolor 

inflamatorio aparece como consecuencia de la activación del 

sistema inmune una vez el daño se ha producido. La activación 

del sistema inmune produce una respuesta inflamatoria en la 

zona dañada como parte del proceso de cura con el fin de 

eliminar posibles patógenos, limpiar el tejido dañado y restaurar 

la homeostasis de la zona dañada. Una consecuencia de esta 

respuesta es la hipersensibilización temporal de la zona dañada 

y los tejidos circundantes. Esta hipersensibilización implica que 

estímulos no dañinos que habitualmente no producen respuesta 

nociceptiva, puedan causar dolor. El dolor inflamatorio es una 

respuesta natural, protectora, adaptativa y beneficiosa al 

proteger la zona ante nuevos daños durante el proceso de cura. 

Generalmente desaparece una vez ha finalizado el proceso de 

cura del tejido, sin embargo, en ciertas circunstancias 

fisiopatológicas, la respuesta inflamatoria puede prolongarse 

meses o años con el respectivo dolor asociado40. 

El dolor neuropático es aquel asociado a una lesión o 

enfermedad del sistema somatosensorial41. El dolor neuropático 

puede calificarse en dolor neuropático central o periférico, en 

función de en qué parte del sistema nervioso tiene su origen. 

Generalmente se describe como un dolor punzante o una 

sensación local de quemazón y generalmente se asocia a otros 

síntomas como alodinia o hiperalgesia. 
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1.2.2. Prevalencia, costes y problemas asociados al 

dolor 

El dolor es un problema con una alta prevalencia a nivel 

mundial. Un estudio llevado a cabo en Europa y publicado en 

2006 estima que afecta a unos 100 millones de europeos. Otro 

análisis basado en diferentes estudios a nivel mundial reveló que 

el 37 % por ciento de los encuestados en países del primer 

mundo y el 41 % de los encuestados en países en vías de 

desarrollo habría sufrido algún tipo de dolor crónico en los 12 

meses anteriores42. Encuestas realizadas en EEUU mostraron 

cifras similares, donde el 34.5 % de los encuestados habrían 

sufrido dolor crónico en los 6 meses previos a la consulta43. Estas 

cifras muestran la realidad de un problema que puede estar 

afectando a más de un tercio de la población mundial. A pesar 

de la variabilidad de incidencia entre países, existen una serie de 

factores de prevalencia comunes. Por ejemplo, la incidencia del 

dolor crónico es mayor en mujeres que en hombres y aumenta 

con la edad. Aunque la causa de la diferencia de prevalencia en 

función del sexo aún no ha sido determinada, puede estar ligada 

tanto a factores biológicos como psicosociales44. 

Esta alta prevalencia tiene importantes implicaciones 

personales, sociales y económicas. A nivel personal, además del 

sufrimiento derivado, supone un factor limitante para el 

desarrollo de una vida normal debido al amplio abanico de 

efectos secundarios de los tratamientos analgésicos. 
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A nivel social, en algunos países como EEUU, las 

sobredosis de fármacos provocaron más de 60000 muertes sólo 

en 201645, siendo catalogado este hecho como epidemia46. 

Además el efecto de adicción y tolerancia, unido a las 

restricciones en el acceso a los fármacos opioides, provoca que 

muchos pacientes accedan a dichos fármacos a través del 

mercado negro o incluso comiencen a consumir drogas opioides 

ilegales47. Otro fenómeno, frecuentemente obviado, es la alta 

prevalencia de depresión y ansiedad en pacientes de dolor 

crónico prolongado48,49, una comorbilidad que refuerza la 

incapacitación de los pacientes que la sufren y condiciona el 

desarrollo de una vida familiar y social adecuada50. 

El dolor crónico tiene un elevado impacto económico en 

costes laborales y sanitarios. Se trata de la causa más frecuente 

de incapacidad laboral temporal, así como uno los principales 

motivos de incapacidad laboral permanente51. Esto, unido al 

importante gasto para los sistemas públicos de salud, supone que 

el coste anual asociado al dolor crónico supere al asociado a 

enfermedades cardiovasculares, cáncer o diabetes52. Se estima 

que tan sólo en EEUU este coste supone entre 560 y 635 

billones de dólares anuales. En Europa las estimaciones varían 

considerablemente de un país a otro debido a la especificidad de 

los estudios, enfocados a  un subgrupo específico de 

patologías. Por ejemplo, se estima que el coste asociado al dolor 

crónico en irlanda supera los 5.34 billones de euros anuales53, 
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mientras que el dolor de espalda supone un impacto anual de 

1.18 billones de euros en Bélgica54, 1.86 billones de euros en 

Suecia55 o 48.9 billones de euros en Alemania56. 

1.2.3. Tratamientos actuales para tratar el dolor 

El objetivo de los tratamientos del dolor es reducir la 

sensibilización y amplificación del dolor, así como recuperar los 

umbrales normales del dolor. Para ello se emplean de forma 

individual o combinada fármacos antiinflamatorios no 

esteroideos, anestésicos locales, fármacos antiepilépticos, 

antidepresivos, agentes tópicos, relajantes musculares y 

opiodes57. Además, la combinación de terapias farmacológicas 

con otras no farmacológicas, como la gestión del dolor, la 

fisioterapia o terapia psicológica, pueden ayudar a reducir los 

problemas asociados al dolor como la ansiedad, angustia o 

miedo al ayudar al paciente a autogestionar el dolor58. 

El principal problema asociado a los tratamientos 

actuales deriva de los efectos adversos asociados a las dosis de 

los tratamientos, especialmente en aquellos prolongados en el 

tiempo, así como en la falta de efectividad en varios tipos de 

patologías59. Por ejemplo, los fármacos antiinflamatorios, uno 

de los grupos de fármacos más usados, se asocia con graves 

desórdenes del tracto gastrointestinal como úlceras o sangrados, 

así como a infartos, ictus o infecciones60,61. Algunos fármacos 
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anestésicos locales como la bupivacaína se asocian a 

cardiotoxicidad y neurotoxicidad62, además de proporcionar un 

efecto corto en el tiempo. Los tratamientos con opioides 

generan problemas gastrointestinales, dermatológicos y 

neurológicos63, además de continuar siendo los fármacos más 

controvertidos debido a la pérdida de efectividad con el uso y a 

la posibilidad de adicción de algunos tratamientos. Los 

múltiples efectos secundarios de estos tratamientos afectan 

negativamente a la calidad de vida los pacientes, lo que provoca 

que un gran porcentaje de ellos abandone o interrumpa los 

tratamientos. 

 Con el fin de mejorar la efectividad de los tratamientos 

basados en opioides y de reducir sus efectos secundarios 

asociados en la población de edad avanzada, se han propuesto 

diversas estrategias, como la combinación de dosis reducidas, 

rotación de fármacos, rutas de administración alternativas y 

tratamiento de los efectos adversos64. 

Por todo esto, los tratamientos actuales presentan severas 

limitaciones, lo que provoca que una gran parte de los pacientes 

de dolor crónico reciban tratamientos inadecuados. Esto hace 

que el desarrollo de nuevos tratamientos para tratar el dolor 

crónico se haya convertido en una prioridad médica. 
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1.3. Tratamiento del dolor mediante el uso de 

nanomateriales 

Algunas de las estrategias más prometedoras para el 

tratamiento del dolor están basadas en el uso de nanomateriales 

como vectores para el suministro controlado de fármacos 

antiinflamatorios, anestésicos u opioides. Su elevada capacidad 

de carga unido a la posibilidad de producir liberaciones 

prolongadas manteniendo una concentración local de fármaco 

constante, hacen que presenten un gran potencial frente a las 

rutas de administración tradicionales. 

Entre todos los tipos de nanomateriales los basados es 

materiales orgánicos son los más extensamente estudiados, 

debido a sus grandes ventajas en el campo de la liberación 

controlada de fármacos. Estas ventajas incluyen la 

biodisponibilidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad, así 

como la capacidad de encapsular moléculas de forma 

relativamente simple. Algunas de las formulaciones más 

habituales incluyen liposomas, nanopartículas poliméricas, 

nanopartículas sólidas lipídicas, dendrímeros o micelas. 

Unos de los nanomateriales más estudiado en 

aplicaciones para el tratamiento del dolor crónico son los 

liposomas. Se trata de vesículas esféricas formadas por al menos 

una bicapa de fosfolípidos y que han sido ampliamente usados 

como plataformas de liberación de fármacos65. Distintos 
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anestésicos locales encapsulados en liposomas han mostrado un 

incremento importante de la intensidad y la duración del efecto 

anestésico respecto a la administración libre de estos fármacos66. 

Por ejemplo, la administración de prolicaína encapsulada ha 

mostrado un incremento significativo de la duración del bloqueo 

del nervio infraorbital en ratas67, además de mantenerse estable 

a procesos de esterilización y no presentar toxicidad local ni 

respuesta inflamatoria68. También la ropivacaína lipsomal ha 

mostrado resultados prometedores, prolongando la duración e 

intensidad del bloque del nervio ciático en ratones y del nervio 

infraorbital en ratas69, sin mostrar la citotoxicidad asociada a la 

ropivacaína libre, lo que añade a las ventajas de las 

formulaciones liposomales el efecto de protector celular. Del 

mismo modo, la administración oral de liposomas cargados con 

mepivacaína no ha mostrado mayor respuesta inflamatoria que 

la producida por controles salinos70. Estos estudios sugieren que 

la encapsulación de anestésicos locales en nanopartículas 

liposomales mejora su biodisponibilidad y reduce la toxicidad 

local del tratamiento respecto a la administración libre. 

La administración de antiinflamatorios no esteroideos 

encapsulados en liposomas también ha mostrado resultados 

prometedores. Ratas y ratones tratados con diclofenaco 

encapsulado en liposomas han mostrado una menor respuesta 

nociceptiva, una reducción del dolor inflamatorio y una mayor 

tolerancia a la hiperalgesia provocada por estímulos mecánicos 
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y térmicos, 30 minutos después de la administración71. Algunos 

estudios han mostrado también valores elevados de carga en dos 

tipos de liposomas bioadhesivos basados en colágeno y ácido 

hialurónico, obteniendo dosis de hasta 13 mg por mL de 

fármaco. Estas formulaciones han mostrado buenos resultados 

como sistemas de liberación controlada, así como un aumento 

de la retención local debido a su capacidad de bioadhesión 

selectiva72, además de un incremento del efecto antiinflamatorio 

en modelos de artritis en ratas73. 

La encapsulación de fármacos opioides en liposomas 

también ha sido ampliamente investigada con el objetivo de 

reducir sus efectos secundarios, así como para prolongar su 

efecto. La oximorfona encapsulada en liposomas administrada 

de forma subcutánea, ha mostrado su efectividad a la hora de 

evitar la hiperalgesia térmica por tiempos prolongados tanto en 

modelos de rata con dolor neuropático74 como con dolor crónico 

por compresión nerviosa75. 

En los últimos años, el estudio de liposomas en el 

tratamiento del dolor crónico se ha centrado en el desarrollo de 

sistemas activables mediante estímulos externos, con el fin de 

mejorar el control de la dosis, permitiendo ajustar la intensidad 

y duración. La tetrodotoxina encapsulada en liposomas 

fotoactivables ha permitido un control temporal del bloqueo del 

nervio ciático mediante la aplicación de luz infrarroja76. Del 
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mismo modo, la conjugación de nanorods de oro y liposomas 

termosensibles han permitido controlar el bloqueo del nervio 

ciático mediante la aplicación de luz infrarroja77. En ambos 

casos se observó una baja toxicidad y respuesta inflamatoria. 

 Los etosomas son   un nuevo tipo de 

nanopartículas vesiculares que han sido propuestas como 

sistema  de liberación de fármacos no invasivo78–80. Se trata de 

vesículas unilamelares o multilamelares compuestas por 

fosfolípidos, etanol y agua.  Suponen una alternativa 

prometedora a los liposomas ya los etosomas tienen la capacidad 

de permear con mayor facilidad el estrato corneo.  Los etosomas 

han sido estudiados como plataforma de liberación de 

anestésicos locales para aplicaciones transdérmicas. Algunos de 

los anestésicos locales  que se han encapsulado con éxito en 

etosomas  incluyen ropivacaína78, lidocaína79,81 o benzocaína82.  

Del mismo modo,  se han propuesto formulaciones basadas en 

etosomas para el suministro de fármacos antiinflamatorios no 

esteroideos, como ketoprofeno, diclofenaco sódico80,83 o  

aceclofenaco84. En este último caso se demostró que los 

etosomas ofrecen una mayor densidad de vesículas, mayor 

capacidad de carga y mayor deformabilidad que otras vesículas 

elásticas basadas en membrana. Además, se han planteado 

múltiples  sistemas basados en etosomas en forma de gel, con el 

fin de facilitar su aplicación tópica85,86. 
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Además de nanopartículas vesiculares, también se han 

propuesto otros tipos de nanopartículas lipídicas. Las 

nanopartículas sólidas lipídicas, formadas por una matriz 

lipídica sólida, se han mostrado como una potencial solución 

para la encapsulación eficiente de fármacos hidrófobos87–89. 

Entre sus principales ventajas destacan su baja toxicidad, buena 

estabilidad física, bajo coste, síntesis libre de disolventes 

orgánicos y fácilmente escalable o capacidad para ser 

esterilizadas. Las nanopartículas sólidas lipídicas se han 

empleado para la encapsulación de anestésicos locales, fármacos 

antiinflamatorios o fármacos opiáceos. Nanopartículas sólidas 

lipídicas cargadas con lidocaína han mostrado proporcionar una 

mayor duración del efecto anestésico que la lidocaína libre 

gracias a su perfil de liberación sostenida87,90. Del mismo modo 

se ha demostrado que la encapsulación de benzocaína en 

nanopartículas sólidas lipídicas aumenta la intensidad y 

duración del efecto anestésico respecto a la aplicada de forma 

libre91. Entre los antiinflamatorios no esteroideos que se han 

conseguido encapsular con éxito en nanopartículas sólidas 

lipídicas se encuentran indometacina, naproxeno o piroxicam. 

La indometacina encapsulada en nanopartículas sólidas lipídicas 

ha mostrado una mayor biodisponibilidad, retención y 

permeación corneal para aplicaciones oculares, respecto al 

fármaco libre92.  Nanopartículas sólidas lipídicas cargadas con 

naproxeno mostraron también una mejor retención y un mayor 
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efecto antiinflamatorio al aplicarse de forma tópica sobre la 

piel93. Otro ejemplo es la administración intraarticular de 

nanopartículas sólidas lipídicas  cargadas con colecoxib, que 

demostró proporcionar un liberación sostenida de fármaco 

unido a una mayor retención articular94. Entre los opioides 

encapsulados en nanopartículas sólidas lipídicas destaca la 

buprenorfina, que demostró un efecto antinociceptivo más 

prolongado, así como una menor toxicidad respecto a su forma 

libre. 

Junto con las nanopartículas lipídicas, sistemas basados 

en nanopartículas poliméricas han arrojado resultados 

prometedores en el tratamiento del dolor. El uso de polímeros 

biodegradables como el PLA, PLGA o PCL se han usado 

ampliamente en sistemas de liberación sostenida de anestésicos 

locales para el tratamiento de dolor. Algunos ejemplos  son 

bupivacaína, ropivacaína o benzocaína encapsulados en 

PLGA95–97, lidocaína encapsulada en nanoesferas de PCL98 y 

benzocaína cargada en nanopartículas de PLA o PCL99. Varios 

estudios se han centrado en el uso de este tipo de sistemas para 

conseguir el bloqueo nervioso del nervio ciático, mostrando un 

incremento significativo de la duración e intensidad del efecto 

analgésico98,100,101. Del mismo modo, se han propuesto múltiples 

sistemas de suministro de antiinflamatorios no esteroideos 

basados en nanopartículas poliméricas como piroxicam cargado 

en nanopartículas de PLGA y Eudragit® RL102, diclofenaco 
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sódico cargado en nanopartículas de Eudragit® L100 y 

Eudragit® L100-PLGA103 o de quitosano104 o colecoxib 

cargado en nanopartículas  de PCA, PLA o PLGA105. Se han 

propuesto también algunos sistemas basados en polímeros con 

respuesta a estímulos como plataformas para el suministro bajo 

demanda de antiinflamatorios no esteroideos106. Por ejemplo,  

nanopartículas de PNIPAAm cargadas con indometacina107 o 

nanopartículas de  polipirrol cargadas con piroxicam108 se han 

usado con éxito para liberar  el fármaco mediante un estímulo 

térmico o de pH. En lo que respecta a los opioides, se han 

propuesto múltiples sistemas basados en nanopartículas 

poliméricas, con el objetivo de proteger el fármaco y 

suministrarlo de forma localizada minimizando los efectos 

secundarios. Por ejemplo, nanopartículas de PLGA cargadas 

con loperamida109,110 o tramadol111 han mostrado resultados 

prometedores favoreciendo el suministro a través de la barrera 

hematoencefálica mediante la el uso de diferentes ligandos. 

Entre los distintos nanomateriales poliméricos, los 

nanogeles han mostrado un gran potencial como sistemas de 

liberación controlada gracias a propiedades como una elevada 

capacidad de carga, buena estabilidad termodinámica, baja 

viscosidad, tamaño ajustable facilidad de preparación y baja 

toxicidad112,113. Algunos estudios han mostrado el potencial de 

estos materiales en aplicaciones de liberación durante periodos 

de tiempo prolongados. Por ejemplo, nanogeles de polipirrol 
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cargados con piroxicam y dispersos en un hidrogel de alginato 

de calcio, han alcanzado una liberación sostenida del fármaco 

durante 21 días108. Los nanogeles sensibles a estímulos han 

mostrado un gran potencial en aplicaciones de liberación 

inteligente o bajo demanda114. Algunos sistemas basados en 

polímeros sensibles a estímulos se han aplicado con éxito en el 

tratamiento del dolor. Por ejemplo, nanogeles de PNIPAAm se 

han usado con éxito en la liberación de bupivacaína en entornos 

con pH fisiológico115. 

Las micelas han mostrado también un gran potencial 

como estrategia para suministrar fármacos hidrófobos. Se trata 

de nanopartículas formadas por moléculas anfifílicas capaces de 

autoensamblarse una vez superada la concentración crítica 

micelar, formando partículas con un núcleo hidrófobo y una 

capa exterior hidrófila. Esta estructura permite encapsular 

moléculas hidrófobas obteniendo un sistema de liberación final 

hidrófilo. Distintas formulaciones micelares de anestésicos 

locales o fármacos antiinflamatorios no esteroideos se han 

aplicado con éxito. Formulaciones micelares de mezclas de 

lidocaína y prilocaína han mostrado ser efectivas en el 

tratamiento local del dolor116,117. Asimismo, hidrogeles binarios 

de poloxamer cargados con ropivacaína han mostrado una 

liberación sostenida que prolonga el efecto analgésico respecto 

a dosis equivalentes del fármaco libre118. Otro estudio ha 

mostrado una mejor solubilización del propofol encapsulado en 
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micelas de mPEG-PLA/Solutol® HS15, respecto del fármaco 

libre. El uso de micelas para el suministro de fármacos 

antiinflamatorios no esteroideos también se ha planteado como 

una alternativa prometedora para mejorar la solubilidad y vida 

media de estos fármacos en sangre. El aceclofenaco encapsulado 

en micelas de Pluronic L81 y P123 mostró una alta eficiencia de 

carga y un perfil de liberación sostenida119, mientras que micelas 

de PEO-poly( -bencil L-aspartato) cargadas con indometacina 

mostraron la capacidad de ajustar el perfil de liberación en 

función del pH del entorno120. Al igual que en caso de los 

polímeros, también se han planteado soluciones micelares 

sensibles a estímulos. Por ejemplo, ibuprofeno cargado en 

micelas con un núcleo de PLA y una carcasa de PEG y 

PNIPAAm, ha mostrado la posibilidad de controlar la 

velocidad de difusión del fármaco en función de la combinación 

PEG/PNIPAAm empleada121. 

Finalmente, y aunque en menor medida que las 

nanopartículas poliméricas, también se ha planteado el uso de 

nanopartículas inorgánicas como vectores para el suministro y 

liberación de fármacos en el tratamiento del dolor. Algunos de 

los sistemas más usados se basan en nanopartículas de sílica 

mesoporosa. Algunos antiinflamatorios no esteroideos como 

ketoprofeno, piroxicam, ibuprofeno o indometacina, 

encapsulados en nanopartículas de MCM-41 y SBA-15, han 

mostrado una mayor biodisponibilidad y un mejor perfil 
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farmacocinético respecto a sus equivalentes sin encapsular, 

gracias a la mejor solubilidad del sistema122–126. 
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Capítulo II: Síntesis y caracterización 
de polímeros con respuesta termo-
mecánica basados en MEO2MA-co-

OEGMA500 
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1. Introducción 

El interés por los polímeros que presentan temperatura 

crítica inferior de solubilidad (LCST) ha aumentado en las 

últimas décadas, desde la publicación del comportamiento del 

poli (isopropil acrilamida) (PNIPAAm) a finales de la década 

de los 60127. Este tipo de polímeros son completamente solubles 

en agua por debajo de su LCST, mientras que una vez superada 

ésta, se vuelven insolubles, precipitando en una nueva fase. Esta 

transición es reversible y está acompañada por un cambio en la 

conformación de la cadena de polímero conocida como 

transición helicoidal-globular128–130. A temperaturas inferiores a 

su LCST, las cadenas poliméricas se encuentran en una 

conformación helicoidal, mientras que una vez alcanzada su 

LCST los enlaces con el solvente se rompen provocando un 

colapso de las cadenas que pasan a adquirir una conformación 

globular. Es por esto que este tipo de materiales han captado la 

atención en aplicaciones biomédicas, especialmente en el campo 

de la liberación controlada de fármacos131–138. La capacidad de 

proporcionar una respuesta mecánica ante un estímulo térmico 

abre la puerta al desarrollo de nuevos sistemas de liberación 

controlada no invasivos139–141. De todos los polímeros 

termosensibles desarrollados, el más extensamente estudiado ha 

sido el Poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm). Esto se debe 

principalmente a que presenta una rápida transición a 32 ºC, su 

LCST es independiente del peso molecular y la concentración 
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y esta puede ser fácilmente ajustada dentro del rango biológico, 

además de presentar una buena biocompatibilidad142–145. A pesar 

de esto, el PNIPAAm presenta ciertas desventajas como 

histéresis en su transición de fase y que la presencia de 

monómeros sin reaccionar en el material final puede causar 

toxicidad24,146. Además, se ha observado que, en polímeros de 

cadena corta, los grupos funcionales terminales ejercen una gran 

influencia en el comportamiento térmico147,148. Esto ha 

provocado que nuevos polímeros desarrollados en los últimos 

tiempos hayan ido reemplazando al PNIPAAm para 

aplicaciones de liberación controlada de fármacos149, siendo los 

más prometedores los basados en copolímeros de oligo 

(etilenglicol) metacrilato (OEGMA)22. Al igual que el 

PNIPAAm, los copolímeros de OEGMA presentan una 

excelente solubilidad por debajo de la LCST. Esta se ve 

influenciada por la arquitectura del polímero150, el contenido 

hidrófobo151 y su peso molecular152. Además, su LCST puede ser 

ajustada de forma precisa entre 28 ºC y 90 ºC (Tabla 1), 

variando la proporción de dietilenglicol metil éter metacrilato 

(MEO2MA) y oligo etilenglicol metil éter metacrilato 

(OEGMA)153. 
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% OEGMA % MEO2MA LCST 
100 0 90 

30 70 59 

20 80 49 

15 85 44 

10 90 39 

8 92 37 

5 95 32 

0 100 28 

Tabla 1: LCST del copolímero P(MEO2MA-co-OEGMA) en función de la 
proporción de comonómeros153. 

Asimismo, presentan una excelente biocompatibilidad y 

propiedades biorrepelentes que evitan la adsorción de proteínas 

y la bioadhesión celular154–156. Esta última propiedad es una 

ventaja especialmente relevante respecto al PNIPAAm, donde 

la presencia de grupos amida en la estructura puede formar 

puentes de hidrógeno con otras poliamidas como las 

proteínas157. 

Diversos copolímeros de OEGMA han sido sintetizados 

con éxito en los últimos años empleando métodos de 

polimerización radicálaria, como polimerización radicalaria 

controlada por transferencia de átomo (ATRP)158–162 o 

polimerización radicálica por adición, fragmentación y 

transferencia reversible (RAFT)163–165. 

Aunque estos métodos han demostrado buenos 

resultados y un gran control sobre la polimerización, presentan 
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ciertas desventajas, algunas especialmente relevantes para su uso 

en aplicaciones biomédicas. 

La polimerización mediante ATRP implica el uso de 

importantes cantidades de catalizadores de cobre, los cuales 

exhiben una elevada citotoxicidad166. Esto requiere de 

exhaustivas etapas de purificación de los polímeros que 

incrementan el coste económico y medioambiental. Además, las 

reacciones de polimerización mediante ATRP son sensibles al 

agua y al oxígeno y requieren de altas temperaturas y largos 

tiempos de polimerización167–169. Esta sensibilidad al agua y 

oxígeno es especialmente relevante a la hora de preparar 

nanopartículas o nanogeles mediante polimerización en 

sistemas dispersos, donde se requiere la presencia de una fase 

acuosa170,171.  

Del mismo modo, la polimerización mediante RAFT 

presenta también algunos inconvenientes. La preparación de 

agentes RAFT implica múltiples pasos de síntesis y purificación 

de agentes orgánicos172, además de que dichos agentes se 

degradan con el tiempo produciendo compuestos de azufre que 

pueden ser problemáticos en determinadas aplicaciones173. 

Por estos motivos, es interesante el desarrollo de nuevos 

métodos sintéticos sencillos y eficientes que permitan obtener 

arquitecturas de polímero bien definidas con cantidades 

mínimas de catalizador y baja sensibilidad al agua y oxígeno. 
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Una alternativa prometedora es la polimerización ATRP 

empleando iniciadores para la continua regeneración del 

activador (ICAR ATRP). La polimerización mediante ICAR 

ATRP permite usar concentraciones de catalizador inferiores a 

50 ppm174 y ha sido empleada con éxito en la síntesis de 

copolímeros basados en OEGMA175. En este caso ha 

demostrado un buen control sobre el peso molecular y una baja 

polidispersidad, pero con tasas de polimerización lentas. 

Otra estrategia que ha ganado peso en los últimos años 

es la fotopolimerización tipo ATRP, un método versátil y 

eficiente que permite obtener polímeros bien definidos a partir 

de un amplio rango de monómeros, como metacrilatos, 

estirenos o vinilpirrolidonas176–181. 

Fors y Hawker publicaron en 2012 la síntesis de 

polimetil metacrilato (PMMA) empleando un novedoso 

método de polimerización radicálica basada en complejos 

organometálicos de iridio fotosensibles182. Este nuevo método 

sintético demostró tener una elevada tolerancia a múltiples 

monómeros empleando cantidades muy bajas de catalizador. 

Además, a diferencia de otros métodos basados en ATRP que 

requieren sintetizar ligandos específicos183, todos los reactivos 

pueden ser adquiridos comercialmente, el procedimiento es 

simple, se puede realizar a temperatura ambiente y no presenta 

sensibilidad ni al agua ni al oxígeno. 
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Por todo esto, la fotopolimerización tipo ATRP se 

presenta como un candidato ideal para la síntesis de copolímeros 

basados en OEGMA para aplicaciones médicas, así como para 

su potencial aplicación en reacciones de polimerización en 

sistemas dispersos. 
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2. Resumen y objetivos 

En este capítulo se presenta un procedimiento de síntesis 

de P(MEO2MA-co-OEGMA500) mediante 

fotopolimerización tipo ATRP, empleando una adaptación del 

procedimiento sintético publicado previamente por Fors y 

Hawker para el PMMA182. El objetivo de esta adaptación es 

conseguir un método de polimerización radicálaria controlada 

que sea potencialmente aplicable a la producción de nanogeles 

basados en OEGMA mediante polimerización controlada en 

sistemas dispersos. Se trata de una etapa previa para el desarrollo 

de plataformas de liberación bajo demanda de fármacos 

anestésicos contra el dolor que permitan una activación remota. 

El objetivo de este capítulo es validar dicha adaptación 

mediante la caracterización completa del polímero obtenido, así 

como a través de la comparación con su equivalente producido 

por ATRP siguiendo el procedimiento descrito por Lutz y 

Hoth153. Para ello se analizó su estructura, peso molecular, 

índice de polidispersidad, LCST, tasa de conversión y velocidad 

de reacción. Con el objetivo de confirmar su potencial 

aplicación biomédica, finalmente se estudió su 

citocompatibilidad mediante un estudio de viabilidad celular. 
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3. Métodos y materiales 

3.1. Síntesis de materiales 

Los reactivos dietilenglicol metileter metacrilato (95%) 

(MEO2MA), oligoetilenglicol metileter metacrilato (Mn. 500 

g/mol) (OEGMA), 2,2’ bipiridil (98%) (bipy), metil 2-

bromopropionato (98%) (MBP), tris[2-fenilpiridinato-C2,N] 

iridio(III) (99%) (Ir(ppy)3), etanol seco (0,02% agua) y cloruro 

de cobre (I) (97%) (CuCl) se usaron cómo se recibieron. 

Todos los reactivos fueron adquiridos a Sigma-Aldrich 

(Madrid, España), a excepción del etanol anhidro que fue 

adquirido a Panreac Química S.A. (Barcelona, España). 

3.1.1. Síntesis de P(MEO2MA-co-OEGMA) mediante 

polimerización radicálica controlada por 

transferencia de átomo (ATRP) 

La síntesis del copolímero aleatorio MEO2MA-co-

OEGMA500 (POEGMA) mediante ATRP se realizó 

empleando como catalizador el complejo organometálico 

cu/bipy según el protocolo publicado por Lutz y Hoth153. Todo 

el proceso se llevó a cabo en atmósfera inerte de argón 

empleando línea y matraces schlenk. En primer lugar, se 

eliminaron las especies oxidadas del CuCl mediante múltiples 

lavados con ácido acético glacial. Para ello se añadieron 0.1 

mmol de CuCl y 5 mL de ácido acético glacial en un matraz 
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schlenk de 25 mL desoxigenado con argón, se mezcló durante 

unos minutos mediante agitación magnética para favorecer la 

disolución de las especies oxidadas y se dejó precipitar el CuCl 

durante 15 minutos. A continuación, se eliminó con cuidado el 

sobrenadante mediante una cánula y presión de argón y se 

repitió el proceso cuatro veces más. Para eliminar el ácido 

acético restante se repitió el mismo procedimiento de lavado 

otras cinco veces, pero empleando etanol seco. Finalmente, el 

CuCl se secó mediante vacío en el mismo matraz. A 

continuación, se formó el complejo organometálico Cu/bipy 

añadiendo 0.2 mmol de bipy disueltos en 2 mL de etanol seco 

al matraz con CuCl. La reacción se produjo de forma 

instantánea dando lugar a una disolución homogénea, sin 

precipitados y de tono marrón. En un segundo matraz schlenk 

de 25 mL se añadieron 8,8 mmol de MEO2MA, 1,2 mmol de 

OEGMA500 y 8 mL de etanol seco. Tras desoxigenar el matraz 

mediante ciclos de argón/vacío, se puso en agitación magnética 

y se calentó a 60 °C en un baño de aceite. Una vez alcanzados 

los 60 °C, se trasvasó la disolución de catalizador al matraz con 

los monómeros mediante una cánula y presión de argón y se 

inyectaron 0,1 mmol del iniciador MBP, iniciando así la 

reacción de polimerización. Transcurridas 24 h, se detuvo la 

reacción permitiendo la entrada de aire y oxidando el 

catalizador, que pasó a tener un tono verde claro, indicativo de 

la formación de los óxidos de cobre. 
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El copolímero obtenido se purificó en dos etapas. En una 

primera se eliminó el catalizador mediante filtración a través de 

una columna de sílica gel (60-120 mesh) empleando etanol 

absoluto como eluyente y dando como resultado una solución 

transparente. En una segunda eliminaron los monómeros que 

no reaccionaron mediante diálisis en membrana (14 kDa de 

tamaño de corte) y frente a una mezcla de agua y etanol en 

proporción 1:1 en volumen durante al menos 72 h. Finalmente 

se eliminó el etanol del producto obtenido mediante 

evaporación rotativa a 65 ºC y la solución acuosa resultante se 

liofilizó (Telstar Lyoquest, AZBIL TELSTAR S.L.U., 

Barcelona, España). El copolímero final purificado se almacenó 

a 4 °C hasta su uso. 

3.1.2. Síntesis de P(MEO2MA-co-OEGMA) mediante 

fotopolimerización radicálica (FPR) 

La síntesis del copolímero aleatorio MEO2MA-co-

OEGMA500 mediante FPR se realizó según un procedimiento 

sintético nuevo basado en el descrito para el PMMA en la 

comunicación de Fors y Hawker182.  

En primer lugar, se añadieron a un matraz schlenk de 25 

mL 8,8 mmol de MEO2MA, 1,2 mmol de OEGMA500, 2,5x10-

4 mmol de Ir(ppy)3, 0,1 mmol de MBP y 10 mL de etanol 

absoluto. La mezcla se puso en agitación hasta la completa 

disolución de todos los reactivos. A continuación, se selló el 
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matraz y se irradió con luz UV (365 nm) empleando dos fuentes 

de luz LED (LED Engin modelo LZ4-04UV00) con un flujo 

radiante total de 6.6 W, durante 24 h. El copolímero obtenido 

se purificó mediante diálisis en membrana (14 kDa de tamaño 

de corte) y frente a una mezcla de agua y etanol en proporción 

1:1 en volumen durante al menos 72 h. Finalmente se eliminó 

el etanol del producto obtenido mediante evaporación rotativa 

a 65 ºC y la solución acuosa resultante se liofilizó (Telstar 

Lyoquest, AZBIL TELSTAR S.L.U., Barcelona, España). El 

copolímero final se almacenó a 4 °C hasta su uso. 

3.2. Caracterización 

3.2.1. Temperatura crítica de solubilidad (LCST) 

La temperatura crítica de solubilidad de los copolímeros 

obtenidos se determinó analizando la transmitancia óptica de 

los materiales a diferentes temperaturas. Para ello, se calentó 

lentamente bajo agitación una disolución acuosa (3 mg/mL) a 

temperatura ambiente hasta alcanzar 60 ºC. Entre 30 ºC y 55 

ºC se midió a cada grado de incremento, la transmitancia a 670 

nm empleando un espectrofotómetro UV-Vis (Varian Cary 50, 

Agilent Technologies, Santa Clara, EEUU) equipado con una 

sonda óptica de inmersión. Se tomó como valor de LCST la 

temperatura en la que el valor de transmitancia caía al 50%. 
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3.2.2. Espectroscopía de resonancia magnética nuclear 

La estructura de los copolímeros obtenidos se analizó 

mediante espectroscopía de resonancia magnética nuclear de 

protón (1H RMN), empleando un espectrómetro Bruker AV-

400 (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Alemania) operado 

a 400 MHz. Todas las muestras fueron medidas empleando 

cloroformo deuterado como solvente.  

3.2.3. Espectroscopía infrarroja por transformada de 

Fourier (FTIR) 

El análisis mediante espectroscopía infrarroja por 

transformada de Fourier se llevó a cabo en un espectrómetro 

Vertex 70 FTIR (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, 

Alemania) equipado con un detector piroeléctrico de sulfato de 

triglicina deuterado (DTGS) y con un muestreador de 

reflectancia total atenuada (ATR) de diamante (modelo Golden 

Gate®, Specac Ltd., Orpington, Reino Unido) 

3.2.4. Cromatografía por permeación en gel (GPC) 

La cromatografía por permeación en gel se realizó 

empleando un módulo Alliance e2695 (Waters Corp., Milford 

EEUU) equipado con dos columnas de 500 y 104 Mw de 

tamaño de corte (Waters Corp., Milford EEUU) y un detector 

evaporativo de dispersión de luz modelo 2424 (Waters Corp., 

Milford EEUU). La calibración se realizó mediante patrones de 
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polimetilmetacrilato (PMMA) y se empleó tetrahidrofurano 

como eluyente.  

3.2.5. Viabilidad celular1 

Los estudios de viabilidad celular se realizaron sobre 

cuatro líneas celulares: fibroblastos dérmicos humanos 

(Lonza, Bélgica), células madre mesenquimales de ratón 

(mMSCs, cedidas por la doctora Pilar Martín Duque), 

células de glioblastoma humano (U251MG, cedidas por la 

doctora Pilar Martín Duque) y macrófagos humanos 

diferenciados a partir de células monocíticas de leucemia 

aguda THP1 (American Type Culture Collection, US) 

según el método publicado previamente por Gracia Mendoza 

et al.184. 

Los fibroblastos dérmicos humanos y las células 

U251MG se cultivaron en DMEM (Biowest, Francia) 

suplementado con L-glutamina (Biowest, Francia) (2 mM), 

suero fetal bovino (FBS) (Gibco, UK) (10 %) y penicilina-

 

1 Los procedimientos experimentales descritos en este apartado fueron 

realizados por las doctoras Vanesa Andreu y Gracia Mendoza. 
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estreptomicina-anfotericina B (Biowest, Francia) (1 %), a 37 

ºC bajo atmósfera humedecida al 5 % de CO2. 

Las células THP1 se cultivaron en medio RPMI 1640 

(Gibco, UK) suplementado con FBS (10 %), aminoácidos no 

esenciales (Biowest, Francia) (1 %), piruvato sódico 

(Biowest, Francia) (100 mM), búfer HEPES (Biowest, 

Francia) (10 mM), 2-mercaptoetanol (Gibco, UK) (0.05 

mM) y penicilina-estreptomicina-anfotericina B (1 %), a 37 

ºC bajo atmósfera humectada al 5 % de CO2. 

Posteriormente, las células THP1 se diferenciaron en 

macrófagos cultivándolas en medio RPMI 1640 

suplementado con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) 

(Sigma-Aldrich, Alemania) (1 μM) durante 72 h. Una vez 

diferenciadas, se cultivaron de nuevo en medio RPMI 1640 

suplementado de L-Glutamina (2 mM), FBS (10 %), 2-

mercaptoetanol (50 mM), búfer HEPES (1 %), aminoácidos no 

esenciales (1%), piruvato sódico (100 mM) and penicilina-

estreptomicina-anfotericina B (1 %), a 37 ºC bajo atmósfera 

humectada al 5 % de CO2. 

Las mMSCs se cultivaron en DMEM-F12 (Biowest, 

Francia) suplementado con suero fetal bovino (10 %), L-

glutamina (2 mM) y penicilina-estreptomicina-anfotericina 

B (1 %) a 37 ºC bajo atmósfera humectada al 5 % de CO2 y 

condiciones de hipoxia (3 % de O2). 
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Los materiales obtenidos se incubaron con las células 

en un rango de concentraciones entre 0.025 mg/mL y 0.4 

mg/mL durante 24 h bajo condiciones de cultivo estándar. 

Tras la incubación, las células se lavaron empleando tampón 

fosfato salino Dulbecco (DPBS) (Biowest, Francia) y se 

incubaron durante 4 h en medio completo de cultivo con un 

10 % de reactivo CellQuanty-Blue. 

La citotoxicidad se evaluó mediante ensayo 

fluorométrico empleando el kit comercial Blue Cell Viability 

Assay (ABNOVA, Taiwan) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Para ello se empleó un lector de placas 

multimodal Synergy HT (Agilent, EEUU) con una longitud 

de onda de excitación de 530 nm y de lectura de 590 nm. 
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4. Resultados y discusión 

4.1. Síntesis del copolímero de OEGMA500 y MEO2MA 

La síntesis de P(MEO2MA-co-OEGMA500) se realizó 

mediante una adaptación de un método descrito previamente 

para el PMMA182. Este método de polimerización radicálaria 

controlada emplea un compuesto organometálico de iridio 

como catalizador. El mecanismo propuesto por Fors y Hawker 

se describe en la Figura 1. Al irradiar con luz ultravioleta el 

Ir(ppy)3, éste pasa a un estado excitado, reaccionando con el 

iniciador y produciendo el primer radical que inicia la 

polimerización. Como consecuencia el iridio se oxida a IrIV, que 

puede reaccionar con un radical para regenerar el IrIII mientras 

que las especies inactivas reaccionan con un bromo terminal. El 

ciclo se reinicia en presencia de luz con la reacción del Ir(ppy)3 

y las cadenas de polímero inactivas para generar un nuevo 

radical y la posterior adición de un monómero, produciendo así 

la propagación de la cadena182,185. 
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Figura 1: Mecanismo de polimerización mediada por Ir(ppy)3 propuesto por Fors 
y Hawker. 

A modo comparativo, se sintetizó también el 

P(MEO2MA-co-OEGMA500) mediante ATRP siguiendo el 

procedimiento descrito por Lutz y Hotz153. La polimerización 

radicálaria controlada por transferencia de átomo es un método 

de polimerización robusto y ampliamente conocido desde hace 

tiempo186, además de haber sido usado con éxito en la síntesis de 

copolímeros de MEO2MA y OEGMA22,26,187,188. 

El método de fotopolimerización radicálica (FPR) 

presenta múltiples ventajas frente al ATRP y sus derivados: Se 

trata de un método sencillo en un paso, todos los reactivos 

pueden adquirirse comercialmente y estos no requieren de 

preparación previa. La reacción se puede realizar a temperatura 
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ambiente y no es sensible a agua u oxígeno. Requiere cantidades 

muy bajas de catalizador (25 ppm), ya que este se regenera 

durante la reacción en presencia de luz, y la purificación es 

sencilla. Además, la reacción puede activarse y desactivarse 

fácilmente mediante luz. 

Con el fin de confirmar que el material resultante de la 

síntesis mediante FPR se correspondía al copolímero 

P(MEO2MA-co-OEGMA500) se analizó mediante FTIR y 

RMN 1H. 

El espectro FTIR (Figura 2) mostró una banda 

característica a 2880 cm-1 atribuida al enlace C-H. El pico a 

1720 cm-1 se corresponde a los grupos C=O mientras que la 

banda centrada a 1109 cm-1 corresponde a los grupos C-O-

C.189,190 

 
Figura 2: Espectroscopía FTIR del P(MEO2MA-co-OEGMA500) sintetizado 
mediante FPR. 
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El análisis del polímero obtenido mediante RMN 1H 

(Figura 3) confirmó la estructura del copolímero P(MEO2MA-

co-OEGMA500). Se observaron las resonancias características a 

4.1 ppm (CH2-CH2-O), a 3.5-3.7 ppm (-CH2-O-), a 3.4 ppm 

(-OCH3), a 1.7-2 ppm (-CH2C(CH3)) y a 0.7-1.1 ppm (-

CH2C(CH3)). Estas señales se corresponden a las descritas 

anteriormente en bibliografía191. 

 
Figura 3: Espectros RMN 1H del P(MEO2MA-co-OEGMA500) obtenido 
mediante FPR y de sus monómeros. a, b: -CH2C(CH3), c: CH2-CH2-O, d: -
CH2-O, e:-OCH3 

Se determinó también la proporción de comonómeros en 

el copolímero final empleando RMN 1H. Para ello se integraron 

los picos a 3.5-3.7 ppm (Id) y a 3.4 ppm (Ie) correspondientes a 

los protones de etilenglicol y metoxi respectivamente. Debido a 

que estos grupos están presentes en ambos comonómeros, es 
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posible determinar la relación entre ambos resolviendo un 

sistema lineal de dos ecuaciones (Ecuación 1). 

= 6 [ ] + 34 [ ]= 3 [ ] + 3 [ ]  

Ecuación 1: Sistema de ecuaciones empleado para determinar la proporción de 
comonómeros en el P(MEO2MA-co-OEGMA500). 

Se determinó que la proporción (%) de comonómeros 

MEO2MA/OEGMA500 presente en el copolímero obtenido 

mediante FPR fue 89/11 ± 0.5, muy similar a la proporción real 

empleada en la síntesis (88/12). 

La temperatura crítica de transición inferior (LCST) se 

determinó midiendo la transmitancia a 670 nm de una 

disolución acuosa del copolímero a una concentración de 3 

mg/mL, en un rango de temperaturas entre 30 ºC y 52 ºC. 

Por debajo de la LCST el copolímero es completamente 

soluble, por lo que la dispersión de la luz es mínima y la 

transmitancia de la disolución alta. Por encima de la LCST el 

copolímero se vuelve insoluble, los puentes de hidrógeno que 

forman los monómeros de OEGMA500 con las moléculas de 

agua se rompen y la cadena polimérica colapsa provocando una 

transición helicoidal-globular que provoca la precipitación del 

polímero191. Es por esto por lo que una caída de la transmitancia 
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es indicativa de la transición hidrófila-hidrófoba del 

copolímero. 

La temperatura de transición viene determinada por la 

proporción de comonómeros, mientras que la anchura a media 

altura depende de la polidispersidad y homogeneidad de las 

cadenas. 

La curva de transmitancia del copolímero obtenido 

(Figura 4), presentó una transición estrecha (4 ºC), indicativo 

de una polimerización controlada y una baja polidispersidad de 

las cadenas, con una LCST de 43 ºC, situada dentro del rango 

fisiológico. 

 
Figura 4: Curva de transmitancia a 670 nm frente a temperatura del 
P(MEO2MA-co-OEGMA500) obtenido mediante FPR. 
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4.2. Comparación frente a ATRP. 

Adicionalmente, se determinó la velocidad de reacción, 

el grado de conversión y el peso molecular de copolímero 

sintetizado mediante FPR y se comparó con el obtenido 

mediante ATRP. 

Ambas reacciones se realizaron empleando la misma proporción 

molar de monómeros/iniciador (100/1) y de comonómeros 

(MEO2MA/OEGMA500 : 88/12). La síntesis mediante ATRP 

se llevó a cabo a 60 ºC en ausencia de oxígeno mientras que la 

síntesis mediante FPR se realizó a temperatura ambiente y se 

emplearon 400 veces menos catalizador. 

La cinética de reacción se determinó monitorizando la 

conversión de los comonómeros frente al tiempo mediante 

RMN 1H. Para ello se comparó la integración de los picos a 5.57 

y 6.13 ppm correspondientes a los protones vinilo de los 

comonómeros, con la integración de la región 4.0-4.4 ppm que 

corresponde a dos protones de los comonómeros y dos del 

copolímero (-CH-CH-O-) (Figura 5). 
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Figura 5: Evolución en el tiempo del espectro RMN 1H de la mezcla de reacción. 
Los picos a 5.57, 6.13 y 4.35 ppm, correspondientes a los monómeros disminuyen 
conforme avanza la reacción, mientras que el pico a 4.15 ppm correspondiente al 
copolímero se incrementa. 

Se observó una velocidad de conversión mayor en el caso 

de la reacción FPR (Figura 6), alcanzándose el 50 % de 

conversión en menos de 1 h, mientras que mediante ATRP la 

conversión del 50 % se alcanzó tras 10 h de reacción. En ambos 

casos, el perfil de las curvas de conversión fue similar, 

observándose una mayor velocidad durante las 4 primeras horas 

de reacción, que decae notablemente a partir de la sexta hora. 

Este cambio de tendencia puede explicarse por la disminución 

de la concentración de monómeros disponibles en la reacción 

conforme se propaga el polímero, así como por el agotamiento 

del catalizador en el caso de ATRP.  
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Figura 6: Conversión de los comonómeros en función del tiempo de reacción. 

La tasa de reacción se analizó mediante la representación 

del logaritmo del cociente de concentración inicial de 

monómero respecto a la concentración en un momento 

determinado (ln(M0/Mt) frente al tiempo de reacción (Figura 

7). 

En ambos casos se observó una cinética de primer orden, 

presentando una velocidad de reacción superior la FPR. 

Además, la linealidad de la función sugiere que en ambos casos 

se consiguió una concentración constante de radicales de 

propagación192, algo característico de los métodos de 

polimerización viva o controlada. 
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Figura 7: Representación de la tasa de reacción. 

Tanto peso molecular de los polímeros obtenidos como 

índice de polidispersidad se obtuvieron mediante GPC 

calibrada frente a patrones de PMMA usando tetrahidrofurano 

como eluyente. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Tabla 2. 

Adicionalmente, se calculó el peso molecular teórico 

empleando la Ecuación 2. 

= (500 + 188 )
 

Ecuación 2: Fórmula empleada para el cálculo del peso molecular teórico. (Mnth). 
NOEGMA: número de unidades de monómero de OEGMA iniciales, NMEO2MA: 
número de unidades de monómero de MEO2MA iniciales, Ni: número de unidades 
de iniciador, Fc: factor de conversión real determinado mediante RMN 1H. 
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En ambos casos, el peso molecular obtenido coincidió 

con el valor teórico determinado según sus respectivos grados de 

conversión. Respecto al índice de polidispersidad, el copolímero 

obtenido mediante ATRP presentó una polidispersidad 

significativamente menor que el obtenido mediante FPR. En 

gran medida esto puede ser explicado por la diferencia del grado 

conversión alcanzado en cada síntesis, ya que la polidispersidad 

de las cadenas aumenta gradualmente con la conversión. Esto se 

debe a que el número de cadenas inactivas generadas por 

reacciones radicálarias terminales aumenta conforme se 

propagan las cadenas.  Es por esto por lo que a mayor conversión 

la proporción de cadenas inactivas aumenta, impactando en la 

polidispersidad del polímero final193–195. 

 MnGPC (kDa) Mnth (kDa) IPDGPC (Mw/Mn) 
FPR 21.33 ± 1.89 20.88 1.31 ± 0.03 

ATRP 15.21 ± 1.15 15.91 1.08 ± 0.00 

Tabla 2: Peso molecular obtenido mediante GPC (MnGPC), teórico (Mnth) e índice 
de polididpersidad (IPDGPC) de los copolímeros obtenidos mediante FPR y ATRP. 

Además, en el caso concreto de copolímeros de 

MEO2MA y OEGMA, se ha demostrado que los métodos 

basados en ATRP proporcionan un elevado control de la 

reacción produciendo valores del índice de polidispersidad 

cercanos a 1 en conversiones cercanas al 80 %, sin embargo, por 

encima del 90 %, la polidispersidad alcanza valores de entre 1.22 

y 1.72 153. 
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Resultados de fotopolimerización de PMMA 

empleando catalizadores de iridio publicados anteriormente 

mostraron valores de polidispersidad similares a los obtenidos 

en este trabajo con P(MEO2MA-co-OEGMA500) (1.24-

1.36)182. 

4.3. Evaluación in vitro de la citocompatibilidad 

La citotoxicidad de copolímeros basados en OEGMA 

obtenidos mediante ATRP y derivados, ha sido ampliamente 

estudiada. Estudios disponibles en la literatura muestran una 

baja citotoxicidad de diversos copolímeros basados en 

POEGMA preparados mediante ATRP, en células humanas de 

hepatocarcinoma (HepG2)26,196, en células de riñón de mono197 

y en células HeLa198. En todos estos casos, la viabilidad superó 

el 90 %, sin embargo el copolímero debía ser purificado 

cuidadosamente para evitar la presencia de catalizador, 

altamente citotóxico197. Copolímeros obtenidos mediante 

ARGET-ATRP con muy bajas cantidades de catalizador (25 

ng por mg de polímero) mostraron valores de 

citocompatibilidad altos sin requerir de exhaustivos métodos de 

purificación, sin embargo un subproducto de la hidrólisis 

(dietilenglicol monometil éter) mostró una elevada toxicidad199. 

Para determinar la citotoxicidad del copolímero 

obtenido mediante FPR, se estudiaron sus efectos sobre el 
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metabolismo celular de cuatro líneas celulares empleando el 

ensayo comercial de viabilidad Blue Cell. 

En los resultados obtenidos (Figura 8), no se apreciaron 

diferencias significativas entre las concentraciones estudiadas 

(0.025-0.4 mg/mL) ni entre las diferentes líneas celulares. En 

todos los casos la viabilidad estuvo por encima del 92 %, por lo 

que acorde a la norma ISO 10993-5, en las concentraciones 

estudiadas el copolímero sintetizado mediante FPR no es 

citotóxico, siendo potencialmente apto para aplicaciones 

biomédicas. 
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Figura 8: Viabilidad celular del P(MEO2MA-co-OEGMA500) obtenido 
mediante FPR, sobre cuatro líneas celulares. 
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5. Conclusiones 

En este capítulo se logró sintetizar con éxito el 

copolímero P(MEO2MA-co-OEGMA500) mediante un 

método de fotopolimerización radicálica no empleado 

anteriormente con este polímero. 

Los resultados mostraron un gran control sobre el peso 

molecular y la composición del copolímero final. Además, se 

obtuvo una elevada conversión en un tiempo corto, 

alcanzándose el 50 % en menos de 1h de reacción. 

El procedimiento propuesto presentó varias ventajas 

respecto al empleado para la polimerización mediante ATRP: 

Pudo ser realizado a temperatura ambiente, en presencia de 

oxígeno y requirió de concentraciones de catalizador mucho 

menores. Adicionalmente la tasa de conversión, la velocidad de 

reacción y la conversión final fueron considerablemente 

mayores. 

Adicionalmente, el polímero final no mostró diferencias 

significativas con el obtenido mediante ATRP. 

El copolímero obtenido no presentó citotoxicidad en 

ningún caso para las concentraciones y las líneas celulares 

estudiadas. 
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Por todo esto este nuevo procedimiento sintético para el 

P(MEO2MA-co-OEGMA500) se presenta como un método 

eficiente para la obtención de P(MEO2MA-co-OEGMA500) y 

prometedor para su aplicación en polimerización en sistemas 

dispersos.



61 

Capítulo III: Síntesis y caracterización 
de nanomateriales híbridos con 

respuesta opto-mecánica basados en 
P(MEO2MA-co-OEGMA500) 



62 

1. Introducción 

Los copolímeros basados en OEGMA han sido 

aplicados con éxito en liberación controlada de fármacos, no 

sólo en forma de polímero200,201, sino también en otras 

formulaciones como micelas202,203, vesículas204, microgeles y 

nanogeles205 e hidrogeles190. 

De entre estas formulaciones, los nanogeles se han 

mostrado como una de las opciones más prometedoras206. Esto 

se debe a que poseen unas características óptimas para la 

liberación controlada de fármacos, como su alta capacidad de 

carga y liberación de moléculas debido a la elevada relación 

interna superficie/volumen207, a la posibilidad de ajustar su 

tamaño208, a su baja toxicidad209, alta estabilidad y posibilidad de 

combinar liberación sostenida y controlada210. Los métodos de 

síntesis más extendidos para la producción de nanogeles se 

basan en la polimerización radicálica heterogénea en presencia 

de un agente entrecruzante. Destacan principalmente la 

polimerización por dispersión211–213, polimerización por 

precipitación214–216, polimerización en miniemulsión inversa217–219 

y polimerización en microemulsión inversa220–222. De todos, el 

más empleado en la síntesis de nanogeles basado en copolímeros 

de OEGMA ha sido la polimerización radicálaria por 

precipitación188,223. Se trata de un método sencillo, permite 

encapsular moléculas terapéuticas durante la síntesis y 



63 

proporciona partículas con tamaños entre 100 nm y 3 μm224. Sin 

embargo, en los últimos años, la polimerización en 

miniemulsión mediante ATRP y sus variantes ha ganado 

protagonismo gracias a los avances proporcionados por 

Krzysztof Matyjaszewski y su grupo225–228.  En 2010, Dong y 

Matyjaszewski reportaron la síntesis de nanogeles de 

P(MEO2MA-co-OEGMA) mediante AGET ATRP en 

miniemulsión inversa229. Este método demostró un gran control 

sobre la polimerización, proporcionado tanto polímero como 

nanogeles con un bajo índice de polidispersidad. La aplicación 

de métodos derivados de ATRP en la síntesis de nanogeles 

basados en OEGMA mediante miniemulsión inversa 

proporciona ventajas potenciales sobre otros métodos. Estos 

incluyen el alto nivel de control sobre la polimerización, que 

proporciona polímeros con baja polidispersidad y transiciones 

estrechas, así como un alto grado de funcionalización230 gracias 

a la posibilidad de añadir grupos funcionales terminales a las 

cadenas de polímero. Es precisamente el alto grado de 

funcionalización lo que representa una ventaja potencial en 

aplicaciones de liberación controlada de fármacos. La 

posibilidad de combinar los nanogeles termosensibles con otro 

material que actúe como transductor abre la puerta al desarrollo 

de nuevos sistemas que permitan un alto grado de control 

temporal y espacial sobre el tratamiento. 
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Algunos ejemplos aplicados con éxito son el uso de 

nanopartículas magnéticas135,231. Cuando se combinan con un 

polímero termosensible son capaces de activarlo mediante el 

calor generado al aplicar un campo magnético alterno sobre 

ellas. Del mismo modo, las nanopartículas plasmónicas que 

producen un elevado calentamiento bajo un haz de luz 

coherente232, son capaces de activar la respuesta térmica del 

polímero cuando se irradian con luz. 
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2. Resumen y objetivos 

En este capítulo se presenta un procedimiento sintético 

que permite obtener nanogeles termosensibles de 

P(MEO2MA-co-OEGMA500) funcionalizados con grupos tiol 

mediante fotopolimerización radicálaria en miniemulsión. 

Asimismo, se emplean los nanogeles obtenidos en combinación 

con nanopártículas huecas de oro, para la producción de un 

sistema de liberación controlada activada por luz, para su 

potencial aplicación en el tratamiento del dolor crónico. 

El objetivo de este capítulo es validar el comportamiento 

de dicho sistema y su potencial aplicación en la liberación 

controlada de fármacos. Para ello se caracterizó su estructura, 

composición y respuesta ante estímulos térmicos y ópticos. Del 

mismo modo, se evaluaron los perfiles de liberación sostenida y 

controlada. 

Finalmente, se realizó un estudio completo in vitro de 

biocompatibilidad mediante ensayos de viabilidad celular y 

citometría de flujo en cuatro líneas celulares. Adicionalmente se 

cuantificó la cantidad de endotoxina presente en el material 

final, de cara su potencial aplicación en estudios in vivo. 
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3. Métodos y materiales 

3.1. Síntesis de materiales 

Los reactivos dietilenglicol metileter metacrilato (95%) 

(MEO2MA), oligoetilenglicol metileter metacrilato (Mn. 500 

g/mol) (OEGMA500), bis[2-(2’-

bromoisobutyryloxy)etil]disulfuro (BiBOEDS), tris[2-

fenilpiridinato-C2,N] iridio(III) (99%) (Ir(ppy)3), etilenglicol 

dimetacrilato (98%) (EGDMA), anisol (99%), hexadecano 

(99%), Brij® O20 (Mn 1150 Da), ácido L-ascórbico (99%), 

cloruro de cobalto (II) hexahidratado (98%), citrato de sodio 

tribásico dihidratado (99%), Polivinilpirrolidona (Mw 55000 

Da) (PVP), borohidruro de sodio (99,99%) y cloruro de oro 

(III) hidratado (50% Au) se utilizaron como se recibieron.  

Todos los reactivos fueron adquiridos a Sigma-Aldrich 

(Madrid, España), a excepción del etanol anhidro que fue 

adquirido a Panreac Química S.A. (Barcelona, España). 

3.1.1. Síntesis de nanogeles tiolados de P(MEO2MA-co-

OEGMA500) 

La síntesis de nanogeles thiolados de P(MEO2MA-co-

OEGMA500 ((POEGMA)NGs) se realizó mediante una 

reacción de polimerización en un sistema disperso mediante 

miniemulsión. 
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En primer lugar, se añadió a un bote de polipropileno de 

25 mL una mezcla compuesta por dos fases. Una fase orgánica 

formada por una mezcla de 600 mg de OEGMA500, 1,65 g de 

MEO2MA, 9 μL de BiBOEDS, 20 μL de EGDMA, 139 μL 

de hexadecano, 600 μL de anisol y 139 μL de una solución de 

Ir(ppy)3 en etanol (1 mg/mL), y una fase acuosa formada por 5 

mL de una disolución 5 mM de Brij® O20. A continuación, se 

formó una miniemulsión de la fase orgánica en la fase acuosa. 

Para ello se aplicaron tres ciclos consecutivos de emulsificación 

ultrasónica en un baño de hielo (90 s a una amplitud del 30 %) 

empleando un equipo de ultrasonidos de sonda de 400 W 

(Branson Digital Sonifier 450, Emerson Electric Co., US). La 

miniemulsión resultante se trasvasó a un matraz schlenk sellado 

de 25 mL, se desoxigenó empleando una línea de schlenk y se 

dejó reaccionar durante 8h bajo luz ultravioleta, empleando dos 

diodos led de longitud de onda 365 nm (LED Engin modelo 

LZ4-04UV00) y con un flujo radiante total de 6.6 W. Una vez 

finalizada la reacción, los nanogeles obtenidos se purificaron 

mediante ultracentrifugado. Para ello se realizaron primero tres 

lavados en etanol, seguidos de otros tres en una mezcla 50:50 

vol. de agua y etanol, y finalmente cinco lavados en agua. Con 

el fin de obtener los grupos tiol funcionales en los nanogeles, se 

redujeron los enlaces disulfuro incubando los nanogeles a una 

concentración de 2 mg/mL durante 24 h en una solución acuosa 

de ácido ascórbico 1 M. Finalmente se eliminó el ácido 
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ascórbico mediante lavados por ultracentrifugación en agua 

Mili-Q (tres ciclos a 6000 rpm durante 20 minutos). Los 

nanogeles obtenidos se almacenaron en dispersión acuosa (20 

mg/mL) a 4 °C hasta su uso. 

3.1.2. Síntesis de nanopartículas huecas de oro 

Las nanopartículas huecas de oro (HGNPs) se 

sintetizaron siguiendo una versión escalada de un protocolo 

publicado anteriormente. 

En primer lugar, se añadieron a un matraz de balón de 

tres bocas 400 mL de una solución acuosa 0.8 M de cloruro de 

cobalto hexahidratado, 1.6 mL de usa solución acuosa 0.1 M de 

citrato de sodio tribásico dihidratado y 400 mL de agua 

desionizada. La solución se desgasificó borboteando argón 

durante 45 minutos. A continuación, y todavía bajo borboteo de 

argón y agitación magnética, se añadieron 4 mL de una solución 

acuosa al 1% en peso de PVP (55000 Da) y 900 μL de una 

solución acuosa 0.1 M de borohidruro de sodio. La solución se 

mantuvo en agitación y con borboteo de argón durante 15 

minutos, adquiriendo un tono marrón oscuro, indicativo de la 

formación de los núcleos de cobalto. A continuación, 380 mL 

de la solución anterior se transfirieron a un vaso de precipitados 

en agitación que contenía 100 mL de una solución acuosa 0.38 

mM de ácido cloroáurico hemipentahidratado. La mezcla se 
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dejó reaccionar durante 30 minutos para permitir el reemplazo 

galvánico del cobalto superficial de los núcleos por oro y 

asegurar la completa oxidación del resto del núcleo de cobalto. 

Finalmente, las nanopartículas huecas de oro obtenidas se 

purificaron y reconcentraron mediante al menos cinco lavados 

por ultracentrifugación (13000 rpm durante 10 minutos) y se 

almacenaron en dispersión coloidal a 2 mg/mL y 4 °C. 

3.1.3. Conjugación de las nanopartículas huecas de oro 

y los nanogeles tiolados de P(MEO2MA-co-

OEGMA500) 

La conjugación de las nanopartículas huecas de oro y los 

nanogeles tiolados de P(MEO2MA-co-OEGMA500) se llevó 

a cabo incubando durante 24h y bajo agitación magnética, las 

soluciones stock de ambos materiales en una proporción 

volumétrica 1:2 (1:20 en masa) a favor de los (POEGMA)NGs. 

Una vez finalizada la reacción, los materiales híbridos obtenidos 

((POEGMA)NGs@HGNPs) se aislaron mediante dos ciclos 

de separación por ultracentrifugación (6000 rpm durante 15 

minutos). El material final se almacenó en dispersión acuosa a 

una concentración de 5 mg/mL y una temperatura de 4 °C. 
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3.1.4. Preparación de los nanomateriales cargados con 

hidrocloruro de bupivacaína 

El anestésico hidrocloruro de bupivacaína (BPV) se 

cargó en los (POEGMA)NGs@HGNPs mediante incubación y 

difusión en una solución saturada del mismo. Para ello se 

disolvió en la disolución stock de nanogeles híbridos (5 mg/mL) 

bupivacaína hasta una concentración final de 30 mg/mL. A 

continuación, se mantuvo en agitación suave durante 24 h para 

permitir la difusión del fármaco en el interior de los nanogeles. 

Finalmente, el exceso de bupivacaína se eliminó mediante varios 

lavados por ultra centrifugación (12000 rpm durante 15 

minutos). Los nanogeles cargados se almacenaron a 4 ºC a una 

concentración equivalente de bupivacaína de 2 mg/mL. 

3.2. Caracterización 

3.2.1. Microscopía electrónica de transmisión 

El análisis por imagen de los materiales se realizó 

mediante un microscopio electrónico de transmisión (FEI 

TECNAI T20, Thermo Fisher Scientific, EEUU) operado a 

200 kV. Todas las muestras se prepararon en rejillas 

portamuestras para TEM de cobre recubiertas de carbón/formar 

(200 mesh). 

Para poder ver correctamente los materiales orgánicos y 

evitar altas diferencias de contraste entre materiales orgánicos e 
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inorgánicos, todas las muestras se contrastaron empleando ácido 

fosfotúngstico para microscopía (Sigma-Aldrich, España). El 

procedimiento consistió en aplicar una gota de una disolución 

acuosa (3 % en peso) de ácido fosfotúngstico sobre la muestra 

preparada y dejarla reaccionar durante 15 minutos. 

Posteriormente se eliminó el exceso de contraste aplicando una 

gota de agua mili-Q sobre la muestra durante 10 minutos. 

Para determinar el tamaño medio del material mediante 

imagen se realizó un análisis cuantitativo sobre distintas 

imágenes de TEM correspondientes a 3 lotes distintos de 

materiales empleando el software de análisis de imagen ImageJ 

(National Institutes of Health, EEUU). 

3.2.2. Dispersión dinámica de la luz 

El diámetro hidrodinámico de los (POEGMA)NGs y 

su reducción volumétrica por calentamiento se caracterizaron 

mediante la técnica de dispersión dinámica de la luz. Para ello 

se empleó un equipo de análisis de tamaño de nanopartículas 

Brookhaven 90Plus (Brookhaven Instruments, EEUU) 

equipado con una láser de 50 mW y 532 nm de longitud de 

onda. 

Las muestras se midieron en dispersión acuosa con 

pH5.5 a una concentración de 0.01 mg/mL y empleando un 

valor de 90 º de ángulo de dispersión. Para realizar las medidas 
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a diferentes temperaturas, se empleó el sistema de control de 

temperatura del propio equipo. 

3.2.3. Espectroscopía atómica de emisión mediada por 

plasma 

Con el fin de determinar la proporción entre HGNPs y 

(POEGMA)NGs en el material híbrido final, se realizaron 

análisis elementales empleando un equipo de espectroscopía 

atómica de emisión mediada por plasma MP-AES 4100 

(Agilent, EEUU). Para ello, se digirieron 5 muestras de 1 mg 

de cada material en agua regia (10 mg/mL) a temperatura 

ambiente durante 16h. Una vez digeridas, las muestras se 

diluyeron en agua mili-Q hasta unas concentraciones finales de 

1 mg/mL ((POEGMA)NGs@HGNPs) y de 0.1 mg/mL 

(HGNPs). Finalmente, las muestras se filtraron y se midieron a 

dos longitudes diferentes (242 nm y 267 nm) contra un patrón 

de oro (TraceCert® 1000 ppm, Sigma-Aldrich, España). 

3.2.4. Perfiles de calentamiento láser 

Se irradiaron perpendicularmente muestras acuosas de 1 

mL a una concentración de 0.05 mg/mL (HGNPs) y 3 mg/mL 

((POEGMA)NGs@HGNPs/BPV), contenidas en un 

portamuestras cilíndrico de plástico (Ø15.50 x 17.50 mm) 

durante 10 minutos, mientras se monitorizaba la temperatura 

mediante un termopar situado en un lateral de las muestras. 
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Para ello se empleó un láser-diodo de 2W y longitud de onda 

808 nm (MDL-III-808-2W, Changchun New Industries 

Optoelectronics Technology Co., China) equipado con una 

fibra óptica y un colimador fijo ((f= 11.07 mm, NA= 0.26; 

Thorlabs, Alemania).  En todas las muestras se aplicó una 

irradiancia de 7 W/cm2, calibrada mediante un sensor de 

fotodiodo (PD300-3W, Ophir Laser Measurement Group, 

Israel). 

3.2.5. Cálculo de la carga efectiva 

Para calcular la carga efectiva de bupivacaína, se 

realizaron múltiples extracciones mediante ciclos térmicos 

empleando un agitador termostatizado (Biosan TS-100C, 

Letonia). 

El procedimiento consistió en calentar cinco muestras de 

1 mL (1 mg/mL) en PBS hasta 48 ºC, mantener a esa 

temperatura durante 3 minutos y enfriar hasta temperatura 

ambiente. Tras cada ciclo se centrifugaron las muestras (12000 

rpm, 15 min.), se retiró el sobrenadante (900 μL), se filtró y se 

determinó la concentración de bupivacaína mediante 

espectrofotometría UV midiendo la absorbancia a 272 nm y 

extrapolando respecto a una curva de calibración233 . Antes de 

comenzar el nuevo ciclo, se repusieron los 900 μL con PBS 

nuevo.  Se detuvo el procedimiento una vez se obtuvieron dos 
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medidas consecutivas sin presencia de bupivacaína en el 

sobrenadante. 

3.2.6. Determinación de los perfiles de liberación 

Se determinaron los perfiles tanto de liberación sostenida 

por difusión como liberación bajo demanda activada por ciclos 

de láser. 

Para calcular la liberación sostenida, se colocaron en un 

agitador termostatizado (Biosan TS-100C, Letonia) múltiples 

muestras de 1 mL (1mg/mL) en PBS y se incubaron bajo 

agitación suave a 37 ºC. Se tomaron 3 muestras aleatorias a 6 h, 

24 h, 48 h, 96 h y 192 h. Se separó el sobrenadante mediante 

centrifugación (12000 rpm, 15 min.), se filtró y se midió la 

concentración de bupivacaína presente mediante 

espectrofotometría UV según el procedimiento descrito en el 

apartado anterior.  Para determinar la liberación bajo demanda, 

se realizaron múltiples ciclos de calentamiento empleando un 

láser NIR (MDL-III-808-2W, Changchun New Industries 

Optoelectronics Technology Co., China) equipado con una 

fibra óptica y un colimador fijo ((f= 11.07 mm, NA= 0.26; 

Thorlabs, Alemania). En cada ciclo se irradiaron 5 muestras de 

1 mL en PBS (1 mg/mL) con una irradiancia de 7 W/cm2 

mientras se monitorizaba la temperatura. Una vez alcanzados 

los 46 ºC se detuvo la irradiación y se dejó enfriar la muestra 
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hasta temperatura ambiente. Tras cada ciclo se centrifugaron las 

muestras, se retiraron 900 μL de sobrenadante, se filtraron y se 

midió la concentración de bupivacaína mediante 

espectrofotometría UV, de igual forma que en los experimentos 

anteriores. Antes de iniciar el siguiente ciclo, se añadieron 900 

μL de PBS. 

3.2.7. Estudios Biológicos2 

Los ensayos in vitro descritos en este apartado fueron 

realizados por las doctoras Vanesa Andreu y Gracia Mendoza. 

Para los estudios de citocompatibilidad se emplearon 

cuatro líneas celulares: fibroblastos dérmicos humanos (Lonza, 

Bélgica), células madre mesenquimales de ratón (mMSCs, 

cedidas por la doctora Pilar Martín Duque), células de 

glioblastoma humano (U251MG, cedidas por la doctora Pilar 

Martín Duque) y macrófagos humanos diferenciados a partir 

de células monocíticas de leucemia aguda THP1 (American 

Type Culture Collection, US) según el método publicado 

previamente por Gracia Mendoza et al.184. 

Las mMSCs se cultivaron en DMEM-F12 (Biowest, 

Francia) suplementado con suero fetal bovino (FBS) (Gibco, 

 

2 Los procedimientos experimentales descritos en este apartado fueron 

realizados por las doctoras Vanesa Andreu y Gracia Mendoza. 
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UK) (10 %), L-glutamina (Biowest, Francia) (2 mM) y 

penicilina-estreptomicina-amfotericina B (Biowest, Francia) 

(1 %) a 37 ºC bajo atmósfera humectada al 5 % de CO2 y 

condiciones de hipoxia (3 % de O2). 

Las células THP1 se cultivaron en medio RPMI 1640 

(Gibco, UK) suplementado con FBS (10 %), aminoácidos no 

esenciales (Biowest, Francia) (1 %), piruvato sódico (Biowest, 

Francia) (100 mM), búfer HEPES (Biowest, Francia) (10 

mM), 2-mercaptoetanol (Gibco, UK) (0.05 mM) y penicilina-

estreptomicina-amfotericina B (1 %), a 37 ºC bajo atmósfera 

humectada al 5 % de CO2. Posteriormente, las células THP1 

se diferenciaron en macrófagos cultivándolas en medio RPMI 

1640 suplementado con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) 

(Sigma-Aldrich, Alemania) (1 μM) durante 72 h. Una vez 

diferenciados, se cultivaron en RPMI 1640 suplementado con 

L-Glutamina (2 mM), FBS (10 %), 2-mercaptoetanol (50 

mM), búfer HEPES (1 %), aminoácidos no esenciales (1 %), 

piruvato sódico (100 mM) y penicilina-estreptomicina-

amfotericina B (1 %), a 37 ºC bajo atmófera humectada al 5 % 

de CO2. 

Los fibroblastos dérmicos humanos y las células 

U251MG se cultivaron en DMEM suplementado con L-

glutamina (Biowest, Francia) (2 mM), FBS (10 %) y 
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penicilina-estreptomicina-amfotericina B (Biowest, Francia) 

(1 %), a 37 ºC bajo atmósfera humedecida al 5 % de CO2. 

Sobre cada una de estas líneas celulares se realizaron tres 

tipos de estudios diferentes: viabilidad celular, citometría de 

flujo y cuantificación de endotoxina. 

Para evaluar la viabilidad celular, ciclo celular y 

apoptosis, se incubaron (POEGMA)NGs, 

(POEGMA)NGs@HGNPs, 

(POEGMA)NGs@HGNPs/BPV y bupivacaína libre a 

distintas concentraciones con los cultivos celulares durante 24 

h. La viabilidad celular se determinó mediante ensayo 

fluorométrico empleando el kit comercial Blue Cell Viability 

Assay (Abnova, Taiwan) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Para ello se empleó un lector de placas 

multimodal Synergy HT (Agilent, EEUU) con una longitud 

de onda de excitación de 530 nm y de lectura de 590 nm. 

Todos los valores de viabilidad son relativos al control sin 

tratar, considerándose este como100% de viabilidad. 

Los ensayos de citometría de flujo se llevaron a cabo con 

el fin de determinar los efectos de los materiales en el ciclo 

celular y la apoptosis. Los experimentos se desarrollaron 

empleando las concentraciones subcitotóxicas de cada material, 

determinadas en el estudio de viabilidad anterior. La apoptosis 

se evaluó mediante la doble tinción con anexina V-FITC y 
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yoduro de propidio. Para ello, se incubaron las muestras en un 

tampón de unión y se analizaron empleando un citómetro de 

flujo FACSAria (Becton Dickinson, EEUU).  La distribución 

de ciclo celular se evaluó mediante tinción con la solución 

PI/RNASE (Immunostep, España). Tras fijar las células en 

etanol y lavarlas, las muestras se analizaron en un citómetro de 

flujo FACSAria (Becton Dickinson, EEUU) y el software 

MODIFIT (versión 3, Verity Software House, EEUU). La 

cuantificación de endotoxina en los materiales finales se realizó 

mediante en ensayo LAL empleando el Pierce LAL Chromogenic 

Endotoxin Quantitation Kit (Thermo Fisher Scientific, US), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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4. Resultados y discusión 

4.1. Síntesis y caracterización de los materiales 

La síntesis se los POEGMA-NGs se realizó mediante 

el método de polimerización radicálaria entrecruzada en sistema 

disperso por miniemulsión. Este método permite contener la 

reacción dentro de la fase dispersa del sistema, dando lugar a 

múltiples reacciones aisladas que resultan en la obtención de 

partículas poliméricas independientes. Debido a que cada gota 

dispersa del sistema actúa como un “microreactor” aislado, el 

tamaño y homogeneidad de la dispersión tienen un impacto 

directo en los materiales resultantes234. Esto, unido a los tiempos 

de reacción necesarios, deriva en la necesidad de obtener una 

mezcla líquida monodispersa, isótropa y estable. 

El procedimiento empleado se basó en el descrito por 

Dong y Matyjaszewski en 2010229, sustituyendo el método 

AGET-ATRP original por el método foto-ATRP descrito en 

el capítulo anterior235. 

Como se ha dicho anteriormente, este nuevo 

procedimiento presenta múltiples ventajas frente al basado en 

AGET-ATRP: no es sensible al oxígeno, puede activarse y 

desactivarse mediante luz, requiere de una cantidad de 

catalizador mucho menor, todos los reactivos están disponibles 

comercialmente y puede llevarse a cabo a baja temperatura236–238. 



80 

Esta última característica es de especial importancia ya que las 

miniemulsiones son cinéticamente estables, pero 

termodinámicamente inestables239. 

Una vez formada la miniemulsión, su degradación 

depende de dos fenómenos: por un lado, la coalescencia de 

partículas debida a las colisiones entre ellas y las fuerzas de van 

der Waals, y por otro la degradación de la fase dispersa por la 

difusión de monómeros (fenómeno de maduración de 

Ostwald). Ambos fenómenos se ven influidos directamente por 

la temperatura, por lo que poder llevar a cabo la reacción a baja 

temperatura supone una importante ventaja a la hora de 

mantener la estabilidad del sistema durante todo el proceso de 

polimerización.Además de modificar el método de 

polimerización respecto al procedimiento descrito por Dong y 

Matyjaszewski, también se sustituyó el iniciador original por 

uno con un puente disulfuro central, de cara a obtener grupos 

funcionales que permitiesen la unión covalente de las HGNPs. 

Una vez sintetizados los nanogeles, se rompió en puente 

disulfuro mediante reducción con ácido ascórbico, dando lugar 

a grupos tiol funcionales. Los nanogeles obtenidos se incubaron 

con las HGNPs en una proporción 5:1 en masa y finalmente se 

recubrieron con PEG para mejorar su biocompatibilidad y 

estabilidad coloidal. Las HGNPs se unieron con éxito a los 

(POEGMA)NGs gracias a la capacidad de los grupos tiol de 
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reaccionar con la superficie del oro formando enlaces Au-S 

mediante una reacción de reducción-oxidación240,241. 

La morfología (Figura 9) y la distribución de tamaños de 

partícula (Figura 10) se obtuvieron mediante microscopía 

electrónica de transmisión. Tras analizar las imágenes, se 

observaron poblaciones de nanogeles con geometría esférica, 

tanto antes (Figura 9, izquierda) como después de acoplar las 

HGNPs (Figura 9, derecha), con un diámetro de 304.3 ± 43.3 

nm y 312.1 ± 46.3 nm respectivamente. El índice de 

polidispersidad (PDI) fue en ambos casos 0.02, pudiendo 

considerarse altamente monodispersas242. El diámetro 

ligeramente superior tras acoplar las HGNPs puede achacarse a 

la variabilidad de la muestra o a la perdida de los nanogeles de 

menor tamaño durante el proceso de purificación posterior al 

acoplamiento de las HGNPs. En las imágenes posteriores a la 

incubación de los (POEGMA)NGs y las HGNPs se observó 

que hubo acoplamiento entre ambos, estando la mayoría de 

nanogeles decorados con entre 1 y 3 HGNPs. Se pudo observar 

también una mayor agregación del material una vez acopladas 

las HGNPs, lo cual puede achacarse a la interacción de dos 

nanogeles con una misma nanopartícula de oro. 
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Figura 9: Micrografías de los (POEGMA)NGs (izquierda) y 
(POEGMA)NGs@HGNPs (derecha). 

 
Figura 10: Histograma de distribución de tamaños de los POEGMA-NGs 
(izquierda) y los (POEGMA)NGs@HGNPs (derecha). 

Tras analizar la morfología de los materiales, se evaluó 

su composición. Para determinar la proporción real entre 

nanogeles de POEGMA y HGNPs, se analizó mediante 

espectroscopía de emisión atómica por plasma de microondas la 

cantidad de oro, tanto en las HGNPs como en el material 

híbrido final. Los resultados indicaron que las HGNPs 

150 200 250 300 350 400 450
0

5

10

15

20

25

Diámetro (nm)
150 200 250 300 350 400 450

0

5

10

15

20

25

Diámetro (nm)



83 

contenían un 71.6% ± 0.4 de oro mientras que los nanogeles de 

POEGMA decorados con HGNPs contenían un 1.5% ± 0.2. 

Por tanto, se determinó que un 2.1% ± 0.2 de la masa del 

material híbrido corresponde a las HGNPs. A continuación, se 

evaluó la funcionalidad de los materiales. En primer lugar, se 

analizó la capacidad de calentamiento de los (POEGMA)NGs 

decorados con HGNPs bajo irradiación láser y se comparó con 

el comportamiento de la HGNPs. No se observaron diferencias 

significativas en el perfil de calentamiento entre las muestras de 

(POEGMA)NGs@HGNPs/BPV y las HGNPs (Figura 11) 

cuando se irradiaron en las mismas condiciones y a 

concentraciones equivalentes de oro (3 mg/mL y 0.05 mg/mL 

respectivamente). 

 
Figura 11: Perfiles de calentamiento de los POEGMA-NGs@HGNPs/BPV 
(izquierda) y las HGNPs (derecha). 
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cambio de fase, se determinó mediante DLS el diámetro 

hidrodinámico de los (POEGMA)NGs a diferentes 

temperaturas (Figura 12). Se observó que éste es similar a 

temperatura ambiente y a 38 ºC, lo que indica que los nanogeles 

se encuentran en fase hidrófila a temperatura fisiológica. A 46 

ºC, se observa una reducción importante del diámetro 

hidrodinámico a casi la mitad, lo que indica el colapso de los 

nanogeles y por tanto su transición de fase. 

 
Figura 12: Diámetro hidrodinámico de los (POEGMA)NGs a temperatura 
ambiente, por debajo de la LCST y por encima de dicha temperatura. 

En cuanto al volumen del material, se obtuvo a partir de 

los valores de diámetro hidrodinámico anteriores, resultando en 

una disminución volumétrica cercana al 85 % (Tabla 3).  
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Temperatura (�C) Volumen promedio (nm3) 
25 31878800 ± 65450 

38 320224900 ± 49647 

46 4860920 ± 169921 

Disminución Volumétrica = 84,82 % 

Tabla 3: Volumen promedio (n=100) de los (POEGMA)NGs a 25 ºC, 38 ºC y 
46 ºC.  

Aunque estos valores no pueden ser tomados como reales 

ya que está calculados a partir del diámetro hidrodinámico y no 

del diámetro real, dan una idea de la gran pérdida de agua 

interior que se produce tras la transición de fase y que es 

compatible con el mecanismo de liberación propuesto. 

4.2. Carga y liberación de bupivacaína 

La carga de bupivacaína en los 

(POEGMA)NGs@HGNPs se realizó mediante incubación en 

una solución saturada del fármaco durante 24h. 

No fue posible determinar la carga real de bupivacaína 

mediante extracciones con solvente, por lo que se optó por 

determinar la carga efectiva mediante extracciones con ciclos 

térmicos a 48 ºC en un agitador termostatizado. Para ello se 

separó el material del sobrenadante tras cada ciclo térmico y se 

determinó su contenido de bupivacaína (Figura 13). Toda la 

bupivacaína disponible se liberó tras ocho ciclos, resultando en 

una carga efectiva del 17.6% ± 1.7 en peso. 
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Figura 13: Extracciones de bupivacaína mediante ciclos térmicos. 

Para tratar de confirmar este dato y evaluar el 

comportamiento del material en las condiciones reales de 

aplicación, se repitió la medida empleando un láser NIR como 

método de calentamiento (Figura 14). En este caso se 

obtuvieron resultados similares, observándose dos diferencias: 
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variabilidad en las muestras. Esto puede deberse probablemente 
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primer experimento se calentó la disolución, por lo que la 

temperatura máxima alcanzada por material fue la misma que la 
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probablemente fue muy superior en el caso en el que se usó el 

láser, favoreciendo la desorción de la bupivacaína. 

 
Figura 14: Liberación de bupivacaína mediante ciclos de calentamiento láser. 

Debido a la naturaleza del material y del fármaco 

empleados, no se puede obviar el fenómeno de liberación por 

difusión cuando los nanogeles se encuentran en fase hidrófila, 

por lo que se analizó también la liberación sostenida a 

temperatura fisiológica durante 8 días (Figura 15). La mayor 

parte de la bupivacaína se liberó durante las primeras 48 h. A 

partir del cuarto día no se detectaron cantidades significativas 

de fármaco liberado, siendo el máximo el 47.1% ± 7.8 de la 

bupivacaína disponible. 
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Figura 15: Liberación de bupivacaína por difusión a 37 ºC durante 8 días. 

La cantidad restante probablemente permanece en los 

nanogeles mediante interacciones con las cadenas de polímero 

de manera estable mientras éstos se encuentran en fase hidrófila, 

liberándose una vez se produce el cambio de fase del material. 

Este resultado es prometedor, ya que en tratamientos 

prolongados más de la mitad del fármaco queda disponible para 

liberación bajo demanda. 

4.3. Biocompatibilidad de los materiales 

La citocompatibilidad de todos los materiales 

(POEGMA)NGs, (POEGMA)NGs@HGNPs, 

(POEGMA)NGs@HGNPs/BPV y bupivacaína libre) se 

evaluó en cuatro líneas celulares (mMSC, U251MG, 

fibroblastos dérmicos humanos y macrófagos humanos) tras 

6 24 48 96 192

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

Ac
um

ul
ad

o 
(m

g)

Tiempo (Horas)



89 

incubación de 24h con los cultivos empleando varias 

metodologías (estudio de viabilidad celular, influencia en la 

apoptosis y distribución del ciclo celular y detección de 

endotoxinas). En el estudio de viabilidad celular (Figura 16) no 

se observaron cambios significativos en aquellas muestras 

tratadas con (POEGMA)NGs y con 

(POEGMA)NGs@HGNPs, en ninguna de las líneas celulares 

estudiadas ni concentraciones evaluadas. En el caso de los 

(POEGMA)NGs@HGNPs/BPV se observó una ligera 

disminución de la viabilidad celular. En este caso sólo el ensayo 

con macrófagos arrojó una disminución superior al 30 % que 

establece la norma ISO 10993-5, debido principalmente a la 

alta actividad fagocítica de esta línea celular y a la posible 

desorción de bupivacaína provocada por los cambios de pH en 

el interior de las células. Se evaluó asimismo la viabilidad celular 

con bupivacaína libre en concentraciones equivalentes a las 

encapsuladas en los POEGMA-NGs@HGNPs/BPV. Se 

observó que, mientras la bupivacaína libre disminuye la 

viabilidad en función de la concentración, cuando se encuentra 

encapsulada en los nanogeles no presenta diferencias 

significativas entre las concentraciones ensayadas, salvo en el 

caso anteriormente mencionado de los macrófagos. Estos 

resultados concuerdan con los disponibles en literatura para 

materiales similares232,243,244. Acorde a la norma ISO 10993-5, se 

determinó que la dosis subcitotóxica para los (POEGMA)NGs 
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y para los (POEGMA)NGs@HGNPs es de 2 mg/mL, 

mientras que para los (POEGMA)NGs@HGNPs/BPV es de 

0.4 mg/mL y para la BPV libre es de 0.026 mg/mL (equivalente 

a la encapsulada en 0.4 mg/mL de 

(POEGMA)NGs@HGNPs/BPV). 
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Figura 16: Viabilidad celular después de incubación durante 24 h con A) BPV 
libre, B) (POEGMA)NGs, C) (POEGMA)NGs @HGNPs y D) 
(POEGMA)NGs @HGNPs/BPV. 
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Con el fin de determinar los posibles efectos de los 

materiales sobre la membrana celular (apoptosis) y sobre el 

núcleo, se realizaron análisis de apoptosis y ciclo celular 

mediante citometría de flujo (Figura 16, Figura 17). 

Tras incubación de 24 h de los materiales con las 

distintas líneas celulares, no se detectó una alteración 

significativa de las fases del ciclo celular (Figura 17). 
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Figura 17: Análisis del ciclo celular mediante citometría de flujo para las cuatro 
lineas celulares tratadas. A) Control, B) BPV libre, C) (POEGMA)NGs, D) 
(POEGMA)NGs@HGNPs y E) (POEGMA)NGs@HGNPs/BPV. 
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Del mismo modo, no se detectó un incremento 

significativo de la apoptosis temprana ni tardía (inferior al 15 %) 

(Figura 18). 

 

Figura 18: Análisis de la apoptosis celular mediante citometría de flujo para las 
cuatro lineas celulares tratadas. A) Control, B) BPV libre, C) (POEGMA)NGs, 
D) (POEGMA)NGs@HGNPs y E) (POEGMA)NGs@HGNPs/BPV. 
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Estos resultados apoyan los obtenidos en el estudio de 

viabilidad, reforzando su potencial uso en aplicaciones 

biomédicas. 

Finalmente, se cuantificó la cantidad de endotoxina 

presente en los diferentes materiales mediante el Pierce™ LAL 

Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit. La producción y 

manipulación de los materiales fuera de un ambiente estéril 

aumenta considerablemente el riesgo de contaminación con 

endotoxina, suponiendo un riesgo potencial para futuras 

aplicaciones biomédicas245. 

Los resultados no mostraron concentraciones relevantes 

de endotoxina en los materiales sintetizados, estando en 

cualquier caso por debajo del umbral determinado por la FDA 

(0.05 ng/mL)246. 

La baja concentración de endotoxina, a pesar de la 

producción en entornos no estériles puede explicarse por los 

procedimientos empleados en la propia producción, que 

involucran largas exposiciones a radiación UV y múltiples 

lavados en mezclas de etanol/agua, lo cual evita la proliferación 

bacteriana. 
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5. Conclusiones 

Mediante método de fotopolimerización radicálaria en 

miniemulsión presentado, se logró producir nanogeles de 

P(MEO2MA-co-OEGMA500) de forma sencilla. Estos 

nanogeles mostraron un alta monodispersidad y baja 

agregación. 

Los nanogeles obtenidos presentaron LCST por encima 

de 39 ºC, así como una elevada reducción de volumen por 

encima de dicha temperatura. 

El uso de un iniciador disulfuro en la polimerización y su 

posterior reducción a grupos tiol, permitió el acoplamiento de 

los (POEGMA)NGs y las HGNPs. 

Se consiguió activar el material final mediante el 

aumento de temperatura y mediante la aplicación de luz a 808 

nm.  

Mediante la activación, tanto óptica como térmica, se 

consiguió liberar bupivacaína durante al menos 6 ciclos. 

Además de la liberación controlada térmica u 

ópticamente, el sistema final mostró una liberación basal 

mediante difusión que se prolongó durante al menos 96 horas. 
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Los estudios in vitro realizados permitieron determinar 

la dosis subcitotóxica, siendo esta 0.4 mg/mL para el material 

final. 
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Capítulo IV: Síntesis y caracterización 
de nanogeles de P(MEO2MA-co-

OEGMA) cargados con Bupivacaína 
cristalizada 
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1. Introducción 

El uso de fármacos tradicionales encapsulados en 

sistemas de liberación controlada presenta una limitación 

importante en lo que respecta a la capacidad de carga. En 

muchos casos esta capacidad de carga se encuentra por debajo 

del 10 % en peso247–251. Esto se debe principalmente a los 

mecanismos de carga mediante interacciones moleculares, como 

interacción electroestática, puentes de hidrógeno o adsorción 

física, que con frecuencia presentan bajas eficiencias. Este hecho 

presenta múltiples inconvenientes, como la limitación de 

fármaco disponible para tratamientos a largo plazo o el 

incremento de toxicidad asociado al material de encapsulación 

derivado de la baja proporción de fármaco en las dosis252. 

Algunas estrategias posibles planteadas para aumentar la carga 

de fármaco es el uso de su forma cristalizada o la unión mediante 

enlaces covalentes o de coordinación253–256. 

Los nanocristales de fármaco han sido investigados en las 

dos últimas décadas como una solución para mejorar la 

biodisponibilidad y tasa de disolución de fármacos con baja 

solubilidad acuosa257,258. Ajustando el tamaño de los 

nanocristales es posible variar el área superficial específica, 

mejorando la tasa de solubilidad en el medio fisiológico259. Es 

por esto que la actualidad se pueden encontrar en el mercado 

fármacos aprobados basados en formulaciones 
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nanocristalizadas260. La mayoría de estas formulaciones han sido 

preparadas mediante métodos top-down, proporcionando 

nanocristales uniformes mediante métodos económicos y 

fácilmente escalables261,262. Por ejemplo, el uso de paclitaxel y 

camptotecina nanocristalizadas y estabilizadas con Pluronic 127 

han demostrado tener una menor toxicidad que dosis 

equivalentes de fármaco libre263. 

Una alternativa a los métodos top-down que ha mostrado 

buenos resultados en la obtención de nanocristales son los 

métodos bottom-up de precipitación antisolvente. Mediante 

estos métodos se han conseguido obtener nanocristales con 

tamaños en torno a los 200 nm empleando estabilizantes como 

derivados de la metilcelulosa264,265, alcohol polivinílico266 o 

incluso sin necesidad de estabilizante267. Del mismo modo, 

mediante el uso de polietilenglicol como solvente y una 

disolución de hidroxipropilmetilcelulosa como antisolvente se 

han podido obtener nanocristales de carbamacepina en el rango 

de los 10 nm – 20 nm. La alta actividad superficial de los grupos 

metoxi e hidroxipropil de los derivados de celulosa permiten la 

interacción con las moléculas de fármaco mediante la formación 

de puentes de hidrógeno. Esto favorece la nucleación, mientras 

que limita el crecimiento, resultando en cristales de unos pocos 

nanómetros. Algunos fármacos nanocristalizados ha sido 

encapsulados con éxito en partículas poliméricas. Por ejemplo, 

se ha conseguido encapsular con éxito nanocristales de 
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breviscapina en micropartículas de PLGA, mostrando una 

mayor carga y un mayor tiempo de liberación respecto al 

fármaco sin cristalizar. El uso de fármacos nanocristalizados en 

los sistemas de liberación controlada de fármacos se muestra 

como una estrategia prometedora a la hora de aumentar la carga 

y biodisponibilidad del fármaco en tratamientos prolongados. 
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2. Resumen y objetivos 

En este capítulo se presenta un procedimiento sintético 

que permite obtener nanocristales de bupivacaína para su 

posterior encapsulación en un nanogeles termosensibles de 

P(MEO2MA-co-OEGMA500). 

El objetivo principal de este capítulo es evaluar las 

ventajas potenciales del uso de bupivacaína cristalizada frente su 

forma hidrófila, presentada en el capítulo anterior, como una 

mayor capacidad de carga o menor tasa de liberación. Para ello 

se caracterizó su estructura, composición y respuesta ante 

estímulos térmicos. Complementariamente se evaluó el perfil de 

liberación sostenida. Finalmente, se realizó un estudio completo 

in vitro de biocompatibilidad mediante ensayos de viabilidad 

celular y citometría de flujo en cuatro líneas celulares. 

Adicionalmente se cuantificó la cantidad de endotoxina 

presente en el material final, de cara su potencial aplicación en 

estudios in vivo. 
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3. Métodos y materiales 

3.1. Síntesis de materiales 

Los reactivos dietilenglicol metileter metacrilato (95%) 

(MEO2MA), oligoetilenglicol metileter metacrilato (Mn. 500 

g/mol) (OEGMA500), etilenglicol dimetacrilato (98%) 

(EGDMA), dodecilsulfato sódico (98%) (SDS), persulfato de 

potasio (99 %) (KPS), hidroxipropilmetilcelulosa (Mn=10000) 

(HPMC), polietilenglicol (Mn=300) (PEG300), hidrocloruro 

de bupivacaína monohidrato (99 %) y (S)-(−)-Limoneno se 

adquirieron a Sigma-Aldrich (Madrid, España) y se utilizaron 

como se recibieron. 

3.1.1. Síntesis de la base libre de bupivacaína 

La base libre de bupivacaína se sintetizó siguiendo un 

procedimiento previamente descrito148, con algunas 

modificaciones. Para ello, se disolvió 1 gramo de hidrocloruro 

de bupivacaína en 50 mL de agua desionizada. A continuación, 

se añadió gota a gota y bajo agitación una disolución 0.2 M de 

hidróxido de sodio hasta alcanzar un pH de 11, provocando la 

precipitación de la base libre de bupivacaína. El sólido 

precipitado se filtró en vacío, se lavó varias veces en agua 

desionizada y se secó bajo vacío. Finalmente, se verificó la 

obtención de la base libre de bupivacaina determinando su 

punto de fusión (107 ºC – 108 ºC). 
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3.1.2. Preparación de los nanocristales de bupivacaína 

(BPVNCs) 

Los nanocristales de bupivacaína se prepararon 

siguiendo la técnica de precipitación antisolvente según un 

procedimiento modificado previamente descrito68,265. Por un 

lado, se disolvieron 50 mg de base libre de bupivacaína en 1.5 

mL de PEG300. Por otro, se preparó el antisolvente 

disolviendo 100 mg de hidroxipropilmetilcelulosa. Para 

conseguir la solubilización, se calentó la mezcla a 80 ºC bajo 

agitación hasta conseguir una dispersión homogénea y 

posteriormente se enfrió en baño de hielo hasta alcanzar la 

temperatura de solubilidad. A continuación, se añadió 

rápidamente la disolución de fármaco en el antisolvente y se 

mantuvo bajo agitación a temperatura ambiente durante dos 

minutos, pasando de una disolución transparente a una opaca, 

señal de la formación de los nanocristales. Los nanocristales 

obtenidos se precipitaron mediante ultracentrifugación (25000 

rpm, 40 min). Finalmente se lavaron en agua para eliminar los 

restos de polímero y se dispersaron en 5 mL de agua 

desionizada. 

3.1.3. Síntesis de los nanogeles termosensibles 

cargados con nanocristales de bupivacaína. 

Los nanogeles P(MEO2MA-co-OEGMA500) (NGs) se 

sintetizaron mediante el método de polimerización radicalaria 
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por precipitación siguiendo un método previamente descrito268 

con varia modificaciones. Los nanocristales de bupivacaína 

(BPVNCs) se introdujeron en el medio de síntesis con el fin de 

encapsularlos durante la polimerización. En un matraz schlenk 

de 100 mL se añadieron los BPVNCs previamente preparados, 

1.56 mmol de MEO2MA, 0.21 mmol de OEGMA500, 0.06 

mmol de EGDMA, 0.035 mmol de SDS y agua mili-Q hasta 

alcanzar un volumen final de 40 mL. La mezcla se purgó con 

argón durante 30 minuto, posteriormente se calentó bajo 

agitación hasta 70 ºC y se añadieron 0.037 mmol de KPS. La 

mezcla se dejó reaccionar durante 6h a 70 ºC. Los nanogeles 

obtenidos se lavaron 3 veces en agua desionizada mediante 

ultracentrifugación (10000 rpm, 10 minutos) y se almacenaron 

a 4 ºC hasta su uso. 

3.2. Caracterización 

3.2.1. Microscopía electrónica de transmisión 

El análisis por imagen de los materiales se realizó 

mediante un microscopio electrónico de transmisión (FEI 

TECNAI T20, Thermo Fisher Scientific, EEUU) operado a 

200 kV. Todas las muestras se prepararon en rejillas 

portamuestras para TEM de cobre recubiertas de carbón/formar 

(200 mesh). Las imágenes de alta resolución (HRTEM) se 
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obtuvieron en un microscopio FEI Tecnai F30 (Thermo Fisher 

Scientific, EEUU), operado a 300 kV 

Para poder ver correctamente los materiales orgánicos y 

evitar altas diferencias de contraste entre materiales orgánicos e 

inorgánicos, todas las muestras se contrastaron empleando ácido 

fosfotúngstico para microscopía (Sigma-Aldrich, España). El 

procedimiento consistió en aplicar una gota de una disolución 

acuosa (3 % en peso) de ácido fosfotúngstico sobre la muestra 

preparada y dejarla reaccionar durante 15 minutos. 

Posteriormente se eliminó el exceso de contraste aplicando una 

gota de agua mili-Q sobre la muestra durante 10 minutos. 

Para determinar el tamaño medio del material mediante 

imagen se realizó un análisis cuantitativo sobre distintas 

imágenes de TEM empleando el software de análisis de imagen 

ImageJ (National Institutes of Health, EEUU). 

3.2.2. Dispersión dinámica de la luz 

El diámetro hidrodinámico de los materiales y la 

reducción volumétrica por calentamiento de los nanogeles 

termosensibles se determinaron mediante la técnica de 

dispersión dinámica de la luz. Para ello se empleó un equipo de 

análisis de tamaño de nanopartículas Brookhaven 90Plus 

(Brookhaven Instruments, EEUU) equipado con una láser de 

50 mW y 532 nm de longitud de onda. Las muestras se 
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midieron en dispersión acuosa a una concentración de 0.01 

mg/mL y empleando un valor de 90 º de ángulo de dispersión, 

en un rango de temperaturas entre 20 ºC y 65 ºC y a un pH 5.5. 

Para realizar las medidas a diferentes temperaturas, se empleó el 

sistema de control de temperatura del propio equipo. 

3.2.3. Determinación del valor de potencial ζ 

El potencial  de la suspensión coloidal de nanogeles se 

midió empleando un equipo Brookhaven 90Plus (Brookhaven 

Instruments, EEUU), mediante el software ZetaPALS. Todas 

las muestras se midieron en una disolución acuosa 1 mM de KCl 

a pH 6 y a temperatura ambiente. El valor de potencial  se 

determinó estudiando la movilidad electroforética de las 

nanopartículas y aplicando la ecuación de Smoluchowski. 

3.2.4. Análisis termogravimétrico 

El análisis termogravimétrico se realizó empleando un 

equipo Mettler Toledo TGA/SDA 851e (Mettler Toledo, 

EEUU). Las medidas se realizaron en un rango entre 30 ºC y 

800 ºC empleando una velocidad de 10 ºC/min y bajo atmósfera 

de nitrógeno (50mL/min). 

3.2.5. Análisis reológico 

El estudio reológico de los nanogeles se realizó 

empleando un reómetro rotacional HAAKE Rheostress 1 
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(Thermo Fisher Scientific, EEUU). Todas las muestras se 

midieron mediante la configuración cono-plato con 35 mm de 

diámetro y un ángulo de cono de 1º. Para realizar las medidas 

se añadieron 500 μL de nanogeles (1 mg/mL) al plato inferior 

del reómetro. A continuación, se bajó el plato superior dejando 

una distancia de 0.051 mm entre platos. Después de dejar que 

se estabilizasen los nanogeles durante 5 minutos a 25 ºC, se 

ejecutó el ensayo de cizalla oscilatoria aplicando un momento 

constante de 5 μN/m a una frecuencia de 0.1 Hz. Se midió el 

módulo de almacenamiento G’ y el módulo de pérdida G’’ de 

los nanogeles a medida que se incrementaba la temperatura de 

25 ºC a 50 ºC a una velocidad constante. 

3.2.6. Difracción de rayos X 

Con el fin de determinar la cristalinidad de los BPVNCs, 

se realizaron medidas de espectroscopía de rayos X (XRD). Los 

difractogramas se grabaron en un difractómetro Philips X’Pert 

(Philips, Países Bajos) equipado con una fuente de radiación Cu 

K  ( = 1.54060 Å, 40 kV, 20 mA) con un rango entre 5 º y 60º, 

un paso de 0.013 y un tiempo de análisis de 5 s. 

3.2.7. Estudio de liberación 

Los perfiles de liberación de los BPVNCs y de los 

nanogeles de P(MEO2MA-co-OEGMA) cargados con 

BPVNCs (NGs/BPVNCs) se obtuvieron empleando muestras 
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de 1 mL a una concentración de 0.180 mg/mL y 0.196 mg/mL 

en agua. Las concentraciones se escogieron de tal forma que la 

concentración de bupivacaína fuese equivalente entre ellas. Las 

muestras se incubaron en un agitador termostatizado Biosan 

TS-100C (Biosan, Lituania) a 37 ºC y bajo agitación a 600 rpm. 

En cada punto temporal de medida se retiraron tres muestras 

aleatorias, se centrifugaron (13000 rpm, 10 min) y se recuperó 

y filtró el sobrenadante. La concentración de BPV se determinó 

mediante cromatografía de gases/masas. Para ello cada muestra 

de 100 μL se mezcló con 850 μL de etanol y 50 μL de una 

solución de limoneno en metanol como patrón interno. La carga 

de fármaco se determinó mediante la Ecuación 3. 

 (%) =   á      í 100 

Ecuación 3: Determinación de la eficiencia de carga. 

3.2.8. Estudios Biológicos3 

Para los estudios de citocompatibilidad se emplearon 

cuatro líneas celulares: fibroblastos dérmicos humanos (Lonza, 

Bélgica), células madre mesenquimales de ratón (mMSCs, 

cedidas por la doctora Pilar Martín Duque), células de 

glioblastoma humano (U251MG, cedidas por la doctora Pilar 

 

3 Los procedimientos experimentales descritos en este apartado fueron 

realizados por las doctoras Vanesa Andreu y Gracia Mendoza. 
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Martín Duque) y macrófagos humanos diferenciados a partir 

de células monocíticas de leucemia aguda THP1 (American 

Type Culture Collection, US) según el método publicado 

previamente por Gracia Mendoza et al.184. 

Las mMSCs se cultivaron en DMEM-F12 (Biowest, 

Francia) suplementado con suero fetal bovino (FBS) (Gibco, 

UK) (10 %), L-glutamina (Biowest, Francia) (2 mM) y 

penicilina-estreptomicina-amfotericina B (Biowest, Francia) 

(1 %) a 37 ºC bajo atmósfera humectada al 5 % de CO2 y 

condiciones de hipoxia (3 % de O2). 

Las células THP1 se cultivaron en medio RPMI 1640 

(Gibco, UK) suplementado con FBS (10 %), aminoácidos no 

esenciales (Biowest, Francia) (1 %), piruvato sódico (Biowest, 

Francia) (100 mM), búfer HEPES (Biowest, Francia) (10 

mM), 2-mercaptoetanol (Gibco, UK) (0.05 mM) y penicilina-

estreptomicina-amfotericina B (1 %), a 37 ºC bajo atmósfera 

humectada al 5 % de CO2. Posteriormente, las células THP1 

se diferenciaron en macrófagos cultivándolas en medio RPMI 

1640 suplementado con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) 

(Sigma-Aldrich, Alemania) (1 μM) durante 72 h. Una vez 

diferenciados, se cultivaron en RPMI 1640 suplementado con 

L-Glutamina (2 mM), FBS (10 %), 2-mercaptoetanol (50 

mM), búfer HEPES (1 %), aminoácidos no esenciales (1 %), 

piruvato sódico (100 mM) y penicilina-estreptomicina-
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amfotericina B (1 %), a 37 ºC bajo atmófera humectada al 5 % 

de CO2. 

Los fibroblastos dérmicos humanos y las células 

U251MG se cultivaron en DMEM suplementado con L-

glutamina (Biowest, Francia) (2 mM), FBS (10 %) y 

penicilina-estreptomicina-amfotericina B (Biowest, Francia) 

(1 %), a 37 ºC bajo atmósfera humedecida al 5 % de CO2. 

La viabilidad celular se determinó mediante ensayo 

fluorométrico empleando el kit comercial Blue Cell Viability 

Assay (Abnova, Taiwan) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Para ello se empleó un lector de placas 

multimodal Synergy HT (Agilent, EEUU) con una longitud 

de onda de excitación de 530 nm y de lectura de 590 nm. 

Los ensayos de citometría de flujo se llevaron a cabo con 

el fin de determinar los efectos de los materiales en el ciclo 

celular y la apoptosis. Los experimentos se desarrollaron 

empleando las concentraciones subcitotóxicas de cada material, 

determinadas en el estudio de viabilidad anterior. 

La apoptosis se evaluó mediante la doble tinción con 

anexina V-FITC y yoduro de propidio. Para ello, se incubaron 

las muestras en un tampón de unión y se analizaron empleando 

un citómetro de flujo FACSAria (Becton Dickinson, EEUU).  
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La distribución de ciclo celular se evaluó mediante 

tinción con la solución PI/RNASE (Immunostep, España). 

Tras fijar las células en etanol y lavarlas, las muestras se 

analizaron en un citómetro de flujo FACSAria (Becton 

Dickinson, EEUU) y el software MODIFIT (versión 3, Verity 

Software House, EEUU). 

La cuantificación de endotoxina en los materiales finales 

se realizó mediante en ensayo LAL empleando el Pierce LAL 

Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit (Thermo Fisher 

Scientific, US), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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4. Resultados y discusión 

4.1. Caracterización de los nanogeles termosensibles 

de P(MEO2MA-co-OEGMA) 

La morfología y distribución de tamaños se analizaron 

mediante imagen por microscopía electrónica de transmisión 

(Figura 19). Los resultados mostraron nanopartículas esféricas 

con un tamaño medio de partícula de 64.7 ± 8.6 nm y un índice 

de polidispersidad de 0.016, lo que indica poblaciones altamente 

monodispersas. 

 
Figura 19: Micrografía mediante imagen TEM de una población de nanogeles 
termosensibles de POEGMA (izquierda) e histograma de distribución de 
tamaños (n=80). 

Para evaluar la funcionalidad de los nanogeles, así como 

para calcular su temperatura de transición volumétrica de fase 

(VPTT), se determinó mediante DLS el diámetro 

hidrodinámico de las nanopartículas en un rango de 

Diámetro (nm)

0
40 60 80 100

5

10

15

20



114 

temperaturas entre 22 ºC y 65 ºC (Figura 20). Los valores 

obtenidos mostraron poblaciones altamente monodispersas, con 

valores de índice de polidispersidad entre 0.001 y 0.09. Los 

valores obtenidos mediante DLS son consistentes con los 

obtenidos mediante TEM, pudiendo explicarse el menor 

tamaño de este último por la contracción sufrida por la 

deshidratación de las muestras durante su preparación. 

 
Figura 20:  Gráficos DLS obtenidos a distintas temperaturas 

La representación del diámetro hidrodinámico frente a 

la temperatura muestra el comportamiento termosensible del 

material (Figura 21). La reducción del tamaño en función de la 

temperatura se debe al colapso de las cadenas de polímero por 

su transición helicoidal-globular. Los resultados obtenidos 

arrojaron una temperatura de transición volumétrica de fase de 

38.3 ºC, la cual es coherente con los valores obtenidos con los 
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materiales presentados en los capítulos anteriores. Los 

nanogeles redujeron su tamaño desde 107.9 nm a 25 ºC hasta 

72.1 nm a 60 ºC. Esto implica una reducción volumétrica del 

70 %, similar a la obtenida en los nanogeles presentados en el 

capítulo anterior. 

 
Figura 21: Representación del diámetro hidrodinámico de los nanogeles a 
distintas temperaturas, determinado mediante DLS. 

La VPTT se puede obtener también mediante el 

seguimiento de la evolución de los módulos de almacenamiento 

y pérdida en ensayos reológicos (Figura 22). Los resultados 

obtenidos en el ensayo reológico mostraron un valor de VPTT 

de 40.5 ºC. Cuando se alcanza esta temperatura, las 

interacciones intermoleculares e intramoleculares entre las 

cadenas de polímero aumentan, provocando la deshidratación 

del nanogel y un aumento rápido de su rigidez, lo que se refleja 
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en un incremento brusco de los valores G’ y G’’269. El estudio 

reológico y el análisis mediante DLS mostraron valores 

similares de VPTT. La pequeña desviación entre ambos puede 

explicarse por el uso de técnicas distintas que miden propiedades 

diferentes. 

 
Figura 22: Barrido dinámico de temperaturas del módulo de almacenamiento 
(G') y del módulo de pérdida (G'') de los nanogeles. 

4.2. Caracterización de los nanogeles cargados con 

nanocristales de bupivacaína. 

Con el objetivo de obtener una elevada carga en los 

nanogeles, se cristalizó la bupivacaína. Los nanocristales se 

obtuvieron a partir de la base libre de bupivacaína, su forma 

hidrófoba, usando la técnica de precipitación antisolvente, para 

posteriormente añadirse a la solución precursora de los 

nanogeles. 
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Los BPVNCs se analizaron mediante imagen TEM para 

determinar su morfología y distribución de tamaños (Figura 

23). Los resultados mostraron poblaciones monodispersas de 

nanocristales esféricos con un tamaño promedio de 21.9 ± 7.2 

nm. 

 
Figura 23: Micrografía mediante imagen TEM de una población de BPVNCs 
(izquierda) e histograma de distribución de tamaños (n=80). 

Para determinar el grado de cristalinidad y el tamaño de 

cristalito se empleó la espectroscopía por difracción de rayos X 

(XRD). El espectro obtenido (Figura 24) para los BPVNCs 

coincide con la mayoría de planos de referencia de la 

bupivacaína (10º, 16.2º, 17.8º, 20º, 21.5º, 23.8º y 25.5º), lo que 

indica un alto grado de cristalinidad. La 

hidroxipropilmetilcelulosa usada como estabilizante mostró un 

espectro típico de compuestos amorfos, sin planos definidos. El 

tamaño promedio de cristalito de los BPVNCs se puede obtener 

mediante la ecuación de Scherrer. El análisis de los 5 picos más 

intensos mostró un tamaño promedio de cristalito de 35.93 ± 

Diámetro (nm)
0 10 20 30 40

0

10

20

30



118 

1.1 nm, empleando la constante de Scherrer para cristalitos 

esféricos (k=0.94) y el modelo de ajuste Voigt. Este valor 

concuerda con lo observado mediante imagen TEM. 

 
Figura 24: Espectro XRD de la bupivacaína, los nanocristales de bupivacaína y 
la hidroxipropilmetilcelulosa. 

Con el fin de obtener los NGs/BPVNCs, se añadieron 

los BPVNCs durante la síntesis de los nanogeles con el 

propósito de crecer los nanogeles sobre la superficie de éstos. 

Las interacciones hidrófobas entre las zonas de glucosa 

altamente metilada de la hidroxipropilmetilcelulosa270 y la 

cadena principal del polímero, hacen que los nanogeles tiendan 

a formarse sobre superficie de los nanocristales.. 

El análisis mediante imagen TEM (Figura 25) mostró 

poblaciones homogéneas de NGs/BPVNCs. Los resultados 

mostraron poblaciones uniformes con un diámetro promedio de 

In
te

ns
id

ad
 (u

.a
.)

2Θ

HPMC
BPVNCs
BPV

10 20 30



119 

148 ± 35 nm. El tamaño obtenido es aproximadamente el doble 

del que presentaron los nanogeles vacíos, lo que sugiere la 

encapsulación de los BPVNCs en el interior de los NGs. 

 
Figura 25: Micrografía mediante imagen TEM de una población de 
BPVNCs/NGs (izquierda) e histograma de su distribución de tamaños (n=80). 

Asimismo, se observó que los NGs/BPVNCs 

presentaban una alta densidad electrónica en el núcleo, reflejada 

en un mayor contraste de imagen, lo que puede deberse a la 

estructura cristalina del nanocristal encapsulado. 
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Figura 26: Micrografías TEM de los NGs/BPVNCs. 

El análisis mediante espectroscopía de rayos X confirmó 

el éxito de la encapsulación. El espectro de los NGs/ BPVNCs 

mostró los mismos planos de difracción característicos de los 

BPVNCs, mientras el espectro de los NGs mostró un aspecto 

característico de los materiales amorfos, sin planos definidos 

(Figura 27). 

 
Figura 27: Difractograma de rayos X de los NGs, los BPVNCs y Los BPVNCs 
encapsulados en los NGs. 
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Los NGs/BPVNCs presentaron un valor de potencial 

similar al de los nanogeles vacíos, -6.91 ± 0.38 mV frente a -6.4 

± 0.9 mV. Para confirmar la presencia de los nanogeles en la 

superficie de los BPVNCs y determinar la proporción entre 

ambos, se analizaron los NGs/BPVNCs mediante 

termogravimetría entre 30 ºC y 800 ºC (Figura 28). Se observó 

que la descomposición térmica de los NGs/BPVNCs sucede a 

una temperatura de entre 150 ºC y 400 ºC, mientras que la 

descomposición térmica de la bupivacaína sucede a una 

temperatura de 266 ºC232. La presencia de dos picos bien 

definidos a 260 ºC y a 340 ºC puede atribuirse, por lo tanto, a 

la descomposición térmica de los BPVNCs y de los nanogeles 

respectivamente. Según estos resultados de la masa total de los 

NGs/BPVNCs, aproximadamente un 13% se correspondería a 

los NGs y un 87% a los BPVNCs. 

 
Figura 28: Gráfico del TGA (morado) y de la derivada del TGA (rojo) de los 
BPVNCs/NGs. 
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La carga real de fármaco y el perfil de liberación de los 

NGs/BPVNCs se determinó mediante cromatografía de gases-

masas. Los resultados obtenidos mostraron una carga del 84.8 

% ± 1.2 en peso, un valor similar al obtenido en el análisis 

termogravimétrico. Según los datos disponibles, se trata de uno 

de los mayores valores de encapsulación de bupivacaína 

obtenidos, superior incluso al 75 % en peso obtenido por Curley 

et al271 mediante el método de emulsión/evaporación. 

Los perfiles de liberación de bupivacaína se realizaron 

empleando muestras con una concentración equivalente de 

fármaco, esto es 0.196 mg/mL en el caso de los NGs/BPVNCs 

y 0.180 mg/mL en el caso de los BPVNCs, y por debajo de la 

concentración de saturación de la base libre de bupivacaína en 

agua (0.4 mg/mL), inferior a la del hidrocloruro de bupivacaína 

(20-40 mg/mL)272. Los resultados mostraron una rápida 

liberación durante los 30 primeros minutos, ligeramente inferior 

en el caso de los NGs/BPVNCs. Esta rápida liberación se puede 

atribuir a la alta tasa de solubilidad de los NCs de bupivacaína273 

y a la presencia de BPVNCs expuestos en la superficie de los 

NGs274. 
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Figura 29: Perfiles de liberación por difusión de bupivacaína libre en los 
NGs/BPVNCs y los BPVNCs sin encapsular. 

4.3. Biocompatibilidad de los materiales 

Con el fin de valuar su potencia aplicación in vivo, se 

estudió la biocompatibilidad de los distintos materiales en 

cuatro líneas celulares: fibroblastos dérmicos humanos, células 

madre mesenquimales de ratón (mMSCs) y células tumorales 

de glioblastoma humano. Después de tratar las distintas líneas 

celulares con los materiales durante 24h, se evaluó su efecto en 

el metabolismo celular, el ciclo celular y la apoptosis. 

En el estudio de viabilidad celular (Figura 30) se observó 

que los cultivos tratados con NGs no afectaron a la viabilidad 

celular de ninguna de las líneas celulares ni concentraciones 

estudiadas, estando todos los valores por encima del 90 %. Estos 
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resultados, en línea con los obtenidos en el capítulo anterior, 

demuestran el potencial de los NGs basados en POEGMA para 

aplicaciones biomédicas. Del mismo modo se observó que los 

cultivos tratados con BPVNCs, NGs/BPVNCs e hidrocloruro 

de bupivacaína presentaban resultados de viabilidad altos hasta 

concentraciones de 0.1 mg/mL, descendiendo 

considerablemente al alcanzar la concentración de 0.4 mg/mL, 

salvo en los macrófagos, cuya viabilidad se mantiene a todas las 

concentraciones estudiadas. En el caso de los cultivos de 

fibroblastos y U251MG tratados con 0.4 mg/mL de 

NGs/BPVNCs, se observa una viabilidad ligeramente superior 

a la obtenida con los BPVNCs, similar a la obtenida con la 

bupivacaína libre. Este hecho sugiere un ligero efecto protector 

de los NGs sobre los BPVNCs. 
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Figura 30: Resultados de viabilidad celular de los distintos materiales en las 
cuatro líneas celulares, respecto del control sin tratar (100%). 

El daño de la membrana celular se evaluó mediante el 

análisis de la apoptosis celular por citometría de flujo (Figura 

31). Los resultados no mostraron diferencias relevantes entre los 

controles y las muestras tratadas. Únicamente se observó un 

ligero incremento de la apoptosis total (temprana + tardía) (<10 

NGs/BPVNCs BPVNCs

NGs BPV

NGs/s BPVNCs BPVNCs
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%) en los cultivos de fibroblastos y macrófagos tratados con 

BPVNCs, así como en los cultivos de U251MG tratados con 

hidrocloruro de bupivacaína y BPVNCs (12 % - 16 %). Esto 

último coincide con resultados publicados anteriormente donde 

los tratamientos con bupivacaína producen cambios en los 

porcentajes de apoptosis, necrosis y viabilidad celular en células 

U251MG244. 

 
Figura 31: Análisis de la apoptosis celular mediante citometría de flujo para las 
cuatro líneas celulares tratadas. 

Del mismo modo, se analizaron las fases del ciclo celular 

mediante citometría de flujo (Figura 32). Se observó un ligero 

incremento de la fase S (3 % - 23 %), en detrimento de las fases 

G1 y G2 en los cultivos de macrófagos tratados con los 

materiales, siendo mayos en el caso de los tratados con NGs y 
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NGS/BPVNCs. De todas formas, ninguno de los materiales 

afectó negativamente al ciclo celular. 

 
Figura 32: Análisis del ciclo celular mediante citometría de flujo para las cuatro 
líneas celulares tratadas. 

La producción y manipulación de los materiales fuera de 

un ambiente estéril aumenta considerablemente el riesgo de 

contaminación con endotoxina, suponiendo un riesgo potencial 

para futuras aplicaciones biomédicas245. Por este motivo se 

cuantificó la cantidad de endotoxina presente en el material 

mediante el Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation 

Kit. Los resultados mostraron concentraciones muy inferiores al 

umbral determinado por la FDA (0.05 ng/mL)246. 
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5. Conclusiones 

En este capítulo se han obtenido con éxito nanocristales 

de bupivacaína que posteriormente han sido encapsulado en 

nanogeles de P(MEO2MA-co-OEGMA) mediante el método 

de polimerización radicalaria por precipitación. 

Los nanogeles de P(MEO2MA-co-OEGMA) han 

exhibido una temperatura de transición volumétrica de fase a 

40.5 ºC y con una reducción volumétrica del 70 %, lo que 

demuestra su potencial aplicación como sistema de liberación 

bajo demanda. 

Los nanogeles cargados con nanocristales de bupivacaína 

obtenidos han presentado una alta monodispersidad, así como 

una elevada capacidad de carga (84.8 % ± 1.2 en peso). 

El estudio de liberación ha mostrado una rápida 

liberación de fármaco durante los 30 primeros minutos, sin 

observarse diferencias importantes entre los BPVNCs libres o 

encapsulados. 

Mediante los estudios de viabilidad celular se ha podido 

fijar la dosis subcitotóxica de losNGs/BPVNCs y de los 

BPVNCs en 0.1 mg/mL. Del mismo modo, los materiales 

estudiados no mostraron un efecto perjudicial significativo sobre 

el ciclo celular o la apoptosis. 



129 

Capítulo V: Aplicación en liberación 
controlada de fármacos para el 
tratamiento del dolor crónico 
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1. Introducción 

La evaluación in vivo del efecto analgésico de un nuevo 

tratamiento supone un reto debido a la complejidad y dificultad 

para obtener datos cuantitativos objetivos de manera sencilla y 

no invasiva. Adicionalmente, los condicionantes éticos ligados 

a trabajar con modelos animales sujetos a dolor implica que el 

modelo animal y los métodos de evaluación deban ser 

seleccionados cuidadosamente275. 

Entre todos los modelos, el más común es el estudio de 

los nervios periféricos a través del nervio ciático de rata276–278 

debido a su sencillez y robustez a la hora de estudiar múltiples 

aspectos del sistema nervioso central279. 

Se han propuesto otros modelos de nervio que 

involucran el plexo braquial280–282, el nervio facial283,284 o el nervio 

caudal285, así como otros modelos animales como perros286,287, 

gatos288, conejos289,290, ovejas291 o primates292,293. Sin embargo, 

todos estos han sido minoritarios en comparación al modelo de 

nervio ciático de rata. 

A la hora de evaluar la recuperación funcional nerviosa 

en los modelos de nervio ciático de rata se han planteado 

múltiples ensayos cualitativos y cuantitativos. Actualmente no 

existe un consenso claro acerca de cuál es el más adecuado, por 
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lo que es recomendable realizar la evaluación en base a varios 

ensayos complementarios294–296. 

Actualmente existen diversos ensayos de algesimetría 

estandarizados realizados mediante equipos especializados 

disponibles comercialmente. Este tipo de ensayos se emplean 

para evaluar la recuperación de la función nerviosa sensitiva en 

la piel mediante diversos estímulos. 

Un ejemplo es el ensayo de algesimetría mecánica 

empleando filamentos de von Frey297 o equipos von Frey298. En 

este tipo de ensayos, la rata se sitúa sobre una rejilla y se ejerce 

suavemente una presión incremental empleando filamentos 

calibrados von Frey o una sonda sobre la superficie plantar del 

animal, hasta que éste responde al estímulo. La fuerza ejercida 

en el momento de la respuesta se toma como umbral 

nociceptivo299,300. Algunas variaciones estandarizadas del ensayo 

de algesimetría mecánica son el ensayo de Randall-Selitto301 o 

la aestesiometría plantar dinámica302. 

 Otra técnica común es la algesimetría térmica o 

tolerancia en placa caliente303. En este ensayo, la rata se coloca 

en un recipiente con una base caliente a una temperatura 

concreta, con la superficie plantar extendida. Posteriormente se 

cronometra el tiempo que tarda en retirar la pata (latencia 

térmica) y este valor se toma como umbral nociceptivo299,304. 
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La algesimetría mediante frio es una técnica similar a la 

anterior. En este caso se sustituye el estímulo de calor por uno 

de frío. Para ello se sitúa a la rata en una rejilla y se aplica hielo 

en la superficie plantar, se cronometra el tiempo de respuesta y 

se toma este valor como umbral nociceptivo305. Se demostrado 

una mayor variabilidad de los resultados respecto a las dos 

técnicas anteriores298,306. 

Debido a la posibilidad de respuestas aleatorias no 

dependientes del estímulo o al factor aprendizaje del animal, los 

métodos basados en algesimetría requieren de control 

observacional por parte del operador. Habitualmente, la 

respuesta ante el estímulo viene acompañada de vocalizaciones 

o un reflejo consistente en lamer la garra. 

El ensayo de reacción de empuje se basa el reflejo de 

agarre y sustentación del animal ante una caída280. En este caso, 

la rata se sitúa sobre una rejilla vertical y se ejerce una presión 

sobre ella hasta que pierde el agarre. La fuerza ejercida en el 

momento de pérdida de agarre se toma como valor de respuesta. 

Se trata de un ensayo sencillo, no invasivo y que puede repetirse 

múltiples veces sin perjudicar al animal. El reflejo de empuje es 

un reflejo complejo que requiere de respuesta motora y sensitiva, 

por lo que se debe emplear como complemento a pruebas 

motoras y sensitivas específicas. 
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A la hora de valorar la función motora, uno de los 

métodos más habituales es la prueba de empuje extensor 

postural propuesta por Thalhammer et al.307. Este método 

consiste en colocar el miembro dañado sobre una báscula, medir 

la fuerza ejercida y compararla con la del miembro contrario. 

Una versión desarrollada a partir de ésta es el ensayo de 

distribución de peso, en el cual se posiciona la rata con ambos 

miembros sobre dos plataformas independientes y se mide la 

fuerza en ambos miembros de forma simultánea308,309. 

Otro método común de evaluar la recuperación de la 

función nerviosa motora es la prueba de paso en pista. Consiste 

en hacer caminar a la rata sobre una pista en la que se marcan 

sus pisadas. El método fue propuesto por De Medinaceli et al.310 

y refinado posteriormente por Hare et al.311, y se basa en el 

análisis de la longitud de paso y la separación entre dedos. El 

daño en el nervio ciático provoca un incremento en la longitud 

de paso y una reducción en la separación de los dedos 1 y 5 y 2 

y 4. Mediante estos valores es posible extraer el índice funcional 

ciático (SFI), cuyo valor oscila entre 0 y 100 donde valores bajos 

indican que no existe daño en el nervio ciático. 

A pesar de tratarse de un procedimiento popular, sus 

resultados presentan una alta variabilidad derivada de los 

múltiples factores externos que pueden alterar el paso312. 
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Bervar313 desarrolló un método alternativo basado en 

análisis por imagen del paso. Este método emplea el índice 

estático ciático (SSI) como referencia314 y, aunque permite 

automatizar las medidas y obtener mayor precisión, presenta los 

mismos problemas de variabilidad que el método anterior. 

A la hora de evaluar la recuperación de la función 

nerviosa es importante seleccionar ensayos específicos que 

permitan evaluar cuantitativamente la función motora y 

sensitiva de forma independiente. La realización de ensayos 

complementarios tanto cualitativos como cuantitativos pueden 

ayudar a reforzar los resultados o a detectar medidas erróneas 

derivadas del aprendizaje del animal o de otros factores 

externos. 

Asimismo, se debe tener en cuenta que la evaluación 

cuantitativa de un mismo fenómeno mediante técnicas distintas 

puede proporcionar resultados no correlacionales y por tanto no 

pueden combinados. 
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2. Resumen 

En este capítulo se presentan los resultados del estudio 

in vivo realizado sobre los materiales obtenidos en el capítulo 

anterior. En dicho estudio se trataron grupos de cuatro ratas con 

el sistema desarrollado en el capítulo anterior, así como con 

diversos controles. Posteriormente se evaluó la función nerviosa 

motora y sensitiva del miembro tratado mediante dos pruebas 

cuantitativas (ensayo de tolerancia en placa caliente y ensayo de 

distribución de peso) y el estudio de dos reflejos (reacción de 

empuje y retirada de pata). Adicionalmente se evaluó 

cualitativamente el paso y se observó la aparición de contractura 

en los músculos flexores de la garra. Asimismo, se analizó la 

influencia del ángulo de irradiación, así como el uso de 

dexametasona como coadyuvante en el tratamiento. El objetivo 

de este capítulo es realizar una prueba de concepto destinada a 

evaluar el uso potencial del sistema basado en nanogeles de 

P(MEO2MA-co-OEGMA500) decorados con oro, en el 

tratamiento del dolor. Mediante los sistemas propuestos, se 

busca un doble objetivo: por un lado, prolongar el fecto del 

fármaco en el tiempo y por otro poder activarlo a demanda 

consiguiendo un control temporal del tratamiento. Para ello, se 

activó el material inmediatamente después de la administración, 

a 24h y a 48h. La evaluación de la función nerviosa se evaluó a 

0.5, 1, 2, 4, 6, 24, 30, 48, 54, 96 y 102 horas tras la 

administración. 
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3. Métodos y materiales 

3.1. Evaluación in vivo de los materiales 

La evaluación in vivo de los materiales se realizó acorde 

a los protocolos diseñados por las doctoras Gracia Mendoza y 

Vanesa Andreu, contemplados en el proyecto con licencia 

PI01/16, aprobado por el Comité ético de experimentación 

animal de la Universidad de Zaragoza. En todos los 

experimentos se emplearon ratas macho Sprague Dawley 

(Janvier, Francia) con una edad de entre 6 y 9 semanas y un peso 

entre 330 y 450 gr. El tratamiento y cuidado de los animales se 

realizó acorde al Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el 

que se establecen las normas básicas aplicables para la protección 

de los animales utilizados en experimentación y otros fines 

científicos, incluyendo la docencia; que traspone la directiva 

europea 2010/63/UE relativa a la protección de los animales 

utilizados para fines científicos. Tanto el alojamiento y gestión 

de los animales como los experimentos se llevaron a cabo en las 

instalaciones de animalario de la Universidad de Zaragoza. Las 

ratas se alojaron a una temperatura de entre 20 y 24 ºC, con una 

humedad relativa del 50 % y ciclos día/noche de 12 h. Con el 

fin de familiarizar a los animales con la manipulación y técnicas 

experimentales, así como minimizar los efectos derivados del 

estrés, se realizaros entrenamientos diarios a lo largo de la 

semana previa a la experimentación. El comportamiento de las 
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ratas y la presencia de signos de estrés se analizaron diariamente 

antes de cada experimento. Los individuos se dividieron de 

forma aleatoria en 12 grupos de 4 individuos, excepto para los 

controles, en cuyo caso sólo se emplearon 2 individuos. 

3.2. Procedimiento experimental 

El procedimiento experimental se dividió en cuatro fases 

desarrolladas a lo largo de 102 h: 

 Administración. 

 Irradiación. 

 Evaluación y seguimiento. 

 Sacrificio. 

3.2.1. Administración4 

Para la administración, se anestesió cada rata en una 

cámara al 5 % de isoflurano bajo un flujo de oxígeno de 1 L/min 

y se mantuvo al 2 % de isoflurano durante todo el proceso de 

administración e irradiación mediante una máscara veterinaria 

de anestesia. 

Una vez completamente anestesiada, se rasuró la cadera 

derecha y se administraron 200 μL de la solución adecuada en 

 

4 La anestesia y administración fueron realizadas por la doctora Gracia 

Mendoza. 
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función de cada grupo (a excepción de los animales del grupo 

control, los cuales no fueron administrados) (Tabla 4) en el caso 

de los materiales desarrollados en el capítulo III, o 50 μL de la 

solución adecuada en función de cada grupo en el caso de los 

materiales desarrollados en el capítulo IV. Para la 

administración se empleó una aguja hipodérmica 21G, 

introducida con orientación lateral o perpendicular al trocánter 

mayor hasta tener contacto con el hueso, depositando la 

solución en la raíz del nervio ciático. 

GRUPO SOLUCIÓN INYECTADA IRRAD. CONCENT. 

1 (POEGMA)NGs@HGNPs No 38 mg/mL 

2 (POEGMA)NGs@HGNPs Si 38 mg/mL 

3 (POEGMA)NGs@HGNPs/BPV No 48 mg/mL 

4 (POEGMA)NGs@HGNPs/BPV Si 48 mg/mL 

5 (POEGMA)NGs@HGNPs/BPV No 48 mg/mL 

6 (POEGMA)NGs@HGNPs/BPV Si 48 mg/mL 

7 BPV libre No 10 mg/mL 

8 BPV libre Si 10 mg/mL 

9 Solución salina No N.A. 

10 Solución salina Si N.A. 

11 - No N.A. 

12 - Si N.A. 

13 NGs/BPVNCs No 47 mg/mL 

14 BPVNCs No 43 mg/mL 

15 BPV libre No 40 mg/mL 

Tabla 4: Soluciones administradas a cada grupo experimental. 

3.2.2. Irradiación 

Inmediatamente después de la administración, y con el 

fin de  demostrar la activación bajo demanda315,316, los individuos 
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perteneciente a grupos irradiados, se irradiaron mediante un 

láser NIR con longitud de onda 808 nm acoplado a un 

colimador F810SMA-780 (NA = 0.25, f = 36.01 mm, Thorlabs, 

Alemania) mediante una fibra M37L01 (Ø550 μm, 0.22 NA, 

Thorlabs, Alemania). Todas las irradiaciones se realizaron 

empleando una irradiancia de 630 mW/cm2, durante 

exposiciones de 5,5 minutos y perpendicularmente o en un 

ángulo de 45º respecto a la superficie del miembro posterior. 

 
Figura 33: Montaje de irradiación empleado. 

Para evaluar el comportamiento tras varias 

reactivaciones, las irradiaciones cortas (5.5 min.) se repitieron 

tras 24 h y 48 h. 
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3.2.3. Valoración del efecto del tratamiento5 

Con el fin de cuantificar el efecto anestésico y la 

recuperación funcional del miembro, se realizaron diferentes 

ensayos cualitativos317 y cuantitativos enfocados a determinar el 

grado de bloqueo nervioso motor y sensitivo. Para determinar el 

grado de bloqueo nervioso sensitivo se empleó un ensayo de 

tolerancia en placa caliente siguiendo metodologías 

previamente descritas76,318. Para ello, se posicionó la superficie 

plantar del miembro tratado sobre una placa caliente a 56 ºC 

(Ugo Basile, Italia) dotada con un cronómetro activado de 

forma automática al apoyar el miembro de la rata y un pulsador 

de pie para detener la cuenta, y se monitorizó el tiempo hasta 

que el animal retiró la pata (latencia térmica).Se consideró que 

el bloqueo nervioso sensitivo era completo si transcurrido un 

tiempo de 8 segundos el animal no retiraba la pata, momento 

en el cual se extraía de la placa caliente con el fin de evitar daños 

por calor en el miembro tratado. La prueba se realizó 3 veces 

consecutivas, tomando como valor de latencia térmica (Lt) el 

promedio de las tres medidas. Con el fin de discriminar la 

tolerancia específica de cada animal, se determinó la latencia 

térmica basal de cada rata previamente a comenzar los 

 

5 En los ensayos de evaluación del efecto del tratamiento, así como en la 

toma de datos participaron, además del autor, las doctoras Gracia Mendoza, 

Teresa Alejo, Laura Usón, Sara Garcia, Cristina Yus y Guillermo Landa. 
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experimentos. El grado de bloqueo nervioso sensitivo se calculó 

como el cociente entre el incremento de latencia térmica medido 

y la diferencia entre la latencia térmica de bloqueo total (8 s) y 

la latencia térmica basal (Ltb) (Ecuación 4). 

   (%) = 8 100 

Ecuación 4: Determinación del grado de bloqueo nervioso sensitivo. 

El grado de bloqueo nervioso motor se determinó 

mediante el ensayo de distribución de peso siguiendo también 

metodologías descritas previamente318,319 empleando un equipo 

BIO-SWB Touch (Bioseb, Francia). El procedimiento 

consistió en introducir la rata en un soporte específico con los 

miembros posteriores posicionados sobre dos sensores de peso 

independientes, permitiendo descargar todo el peso sobre ellos. 

 
Figura 34: Imagen del ensayo de distribución de peso. 



142 

Mediante los sensores se monitorizó 10 veces 

consecutivas y durante 10 segundos el peso soportado por cada 

miembro, tomando como valor de distribución de peso (DP) el 

promedio de los cocientes del peso soportado por el miembro 

derecho respecto al izquierdo (Ecuación 5). 

 ó    ( ) =        

Ecuación 5: Cálculo de la distribución de peso. 

De igual forma que en el ensayo anterior, se caracterizó 

para cada animal el valor basal de la distribución de peso (DPb) 

previamente a los experimentos. El grado de bloqueo nervioso 

motor se calculó como el valor absoluto del cociente entre la 

variación de distribución de peso respecto a la distribución de 

peso basal (Ecuación 6). 

   (%) =  ( ) 100 

Ecuación 6: Cálculo del grado de bloqueo nervioso motor. 

Además de estos ensayos cuantitativos, se analizaron dos 

reflejos de comportamiento: la retirada de la pata ante un 

estímulo de presión sobre la garra y la reacción de empuje o 

extensión postural. 

La prueba de retirada de la pata indica la nocicepción del 

miembro evaluado del animal y se define como el reflejo de 

movimiento de retirada de la pata ante un estímulo mecánico 
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provocado sobre la garra, en este caso una presión ejercida por 

los dedos del operador sobre la palma y el dorso de la garra de 

la rata. La presencia de este reflejo es indicativa de sensibilidad 

ante el dolor en el miembro320–322. Este reflejo se presenta como 

una contracción de los músculos flexores de las articulaciones de 

la cadera, la rodilla y el corvejón307,323–325. Para unificar la 

valoración del reflejo se estableció una escala de 1 a 4, siendo 1 

un reflejo de retirada de pata normal, 2 un reflejo con un tiempo 

de respuesta superior al habitual, 3 un reflejo más débil y 

retardado y 4 ausencia de reflejo. 

La prueba de reacción de empuje o extensión postural se 

adaptó de metodologías descritas previamente307,323–325. 

Mediante esta prueba se evaluó la función motora mediante el 

reflejo de agarre y la capacidad de sustentación del miembro 

tratado. Para ello se apoyaron las extremidades posteriores de la 

rata sobre una rejilla y analizó tanto la existencia del reflejo de 

agarre, como la capacidad de sostener su propio peso mediante 

el agarre a la rejilla. Del mismo modo que en la prueba anterior 

se estableció una escala numérica de 1 a 4, siendo 1 un reflejo y 

sustentación normales, 2 reflejo normal y sustentación débil, 3 

reflejo sin fuerza y sustentación muy débil y 4 ausencia de reflejo 

y sustentación.  

Las lesiones del nervio ciático pueden derivar en 

contracturas articulares junto con bloqueo nervioso motor 
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provocados por una reinervación deficiente de los músculos 

extensores en comparación con los flexores326,327. Esto provoca 

que la rata se apoye en el dorso de la garra durante el paso en 

lugar de la palma. Otra consecuencia de las lesiones del nervio 

ciático puede ser la inervación selectiva de los músculos, 

provocando la activación irregular de éstos durante el paso y por 

tanto defectos en la locomoción. 

Por este motivo se estudió la aparición de contractura en 

los músculos flexores de la garra, así como la capacidad motora 

del miembro tratado durante el paso326,328.  

La aparición de contractura en los músculos flexores se 

valoró de forma binaria, siendo 0 la ausencia de contractura y 1 

la presencia de ésta.  

La habilidad motora durante el paso se dividió en cuatro 

niveles, siendo 1 un movimiento normal durante el paso, 2 un 

movimiento ligeramente torpe durante el paso, 3 un 

movimiento limitado durante el paso y 4 ausencia de 

movimiento durante el paso. 

Todos estas pruebas y valoraciones se realizaron 

previamente a los experimentos con el fin de determinar los 

valores basales de cada animal y posteriormente al tratamiento 

transcurridas 0.5, 1, 2, 4, 6, 24, 30, 48, 54, 96 y 102 horas. 

Adicionalmente, las muestras irradiadas se evaluaron también 



145 

30 minutos después de cada irradiación (24.5 horas y 48.5 

horas). 

3.2.4. Sacrificio6 

Todos los animales fueron sacrificados con dióxido de 

carbono tras la última evaluación, esto es transcurridas 102 

horas desde la administración.  

 

6 El sacrificio de los animales fue realizado por la doctora Gracia 

Mendoza. 



146 

4. Resultados y discusión 

La capacidad analgésica y anestésica de los sistemas de 

liberación desarrollados en los capítulos III y IV se estudiaron 

tras la administración intramuscular de las respectivas dosis de 

200 μL o 50 μL en la raíz del nervio ciático y la posterior 

activación mediante irradiación con un láser NIR (800 nm, 630 

mW/cm2, 5.5 minutos) en el caso de los materiales del capítulo 

III. En los grupos irradiados, se repitió la irradiación a las 24 y 

48 horas con el fin de estudiar la posibilidad de múltiples 

activaciones.  

4.1. Evaluación de los materiales desarrollados en el 

capítulo III 

4.1.1. Evaluación de la efectividad del tratamiento 

respecto a la bupivacaína libre 

Para evaluar el efecto de los tratamientos, se realizaron 

diferentes ensayos cuantitativos y cualitativos destinados a 

valorar el bloqueo nervioso sensitivo y motor. Estos estudios 

cuantitativos consistieron en el ensayo de tolerancia en placa 

caliente (determinación del bloqueo nervioso sensitivo) y el 

ensayo de distribución de peso (determinación del bloqueo 

nervioso motor), complementados con los estudios cualitativos 

de paso y aparición de contractura de los músculos flexores 
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además del análisis de los reflejos de reacción de empuje y 

retirada de la pata. 

En el caso de los grupos no irradiados, los resultados del 

estudio de bloqueo nervioso sensitivo mediante el ensayo de 

tolerancia en placa caliente (Figura 35) mostraron un claro 

efecto anestésico de la bupivacaína libre tras la inoculación. Este 

efecto se prolongó durante las dos primeras horas, lo que 

concuerda con los resultados publicados en estudios 

previos329,330. Por el contrario, la bupivacaína encapsulada en los 

(POEGMA)NGs@HGNPs no mostró ningún efecto 

relevante. Este hecho se puede atribuir a la lenta liberación por 

difusión a temperaturas inferiores a la LCST315, y al decaimiento 

de la concentración local debida a la biodistribución del fármaco 

tras la administración331,332. Estos dos factores favorecen que la 

concentración local no supere el umbral para producir un efecto 

anestésico relevante. 

Respecto a los controles (control, control salino y 

(POEGMA)NGs@HGNPs), los resultados fueron los 

esperados, no observándose efectos significativos en ningún 

caso. 
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Figura 35: Bloqueo nervioso sensitivo de las muestras y controles sin irradiar. 

En los grupos irradiados, los resultados fueron similares 

a los obtenidos en los grupos no irradiados tanto para la 

bupivacaína libre como para el resto de los controles (Figura 36). 

Los (POEGMA)NGs@HGNPs cargados con 

bupivacaína mostraron un claro efecto anestésico tras la 

irradiación. Este efecto fue ligeramente menor al producido por 

la bupivacaína libre, lo cual puede ser atribuido a que la cantidad 

de fármaco liberado tras un ciclo de irradiación es menor a la 

cantidad inoculada en el caso de la bupivacaína libre. Asimismo, 

se observó que la duración del efecto era más prolongada en el 

tiempo. Esta mayor duración puede ser explicada por el efecto 

de la difusión del fármaco observada en los estudios de 

liberación presentados en el capítulo anterior. Una liberación 

sostenida puede favorecer que la concentración local de fármaco 

disminuya más lentamente333. 
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Tras 24 h desde la administración, se realizó una segunda 

irradiación para determinar la capacidad del material para ser 

reactivado. Los resultados muestran un ligero incremento del 

bloqueo nervioso sensitivo que sugiere la capacidad de 

reactivación, aunque con menor intensidad que tras la primera 

irradiación. 

A las 48 h de la administración se realizó la tercera y 

última irradiación. Transcurridos 30 minutos no se observó un 

incremento significativo del bloqueo nervioso, sin embargo, sí 

se observó un ligero incremento en las 24 h y 48 h posteriores a 

esta irradiación. Una posible hipótesis para este 

comportamiento es que la cantidad de fármaco liberado tras esta 

tercera activación no fue suficiente para alcanzar el umbral de 

concentración local necesaria para producir un efecto anestésico, 

pero tras la liberación por difusión producida en las horas 

siguientes, la concentración local aumentó hasta alcanzar dicho 

umbral. Previamente se ha observado en literatura que la 

bupivacaína encapsulada en sistemas de liberación controlada 

pueden no producir efecto anestésico hasta transcurridas varias 

horas desde la administración, mientras que el efecto de la 

bupivacaína libre es prácticamente inmediato233. 

En cualquier caso, los datos no son concluyentes y no es 

posible confirmar que se haya producido una tercera 

reactivación. 
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Figura 36: Bloqueo nervioso sensitivo de las muestras y controles irradiados. 

Los ensayos de bloqueo nervioso motor mediante 

análisis de distribución de peso no mostraron ningún efecto 

significativo tanto en los grupos sin irradiar (Figura 37) como 

en los irradiados (Figura 38). Esto se debe a que las 

concentraciones de bupivacaina usadas están por debajo de la 

dosis mínima efectiva para producir bloqueo nervioso 

motor233,334. 

 

 



151 

0

0.
5 1 2 4 6 24

24
.5 30 48

48
.5 54 96 10
2

0

20

40

60

80

100
B

lo
qu

eo
 n

er
vi

os
o 

m
ot

or
 (%

)

Tiempo (h)

 Control
 Control Salino
 BPV libre
 (POEGMA)NGs@HGNPs
 (POEGMA)NGs@HGNPs/BPV

 
Figura 37: Bloqueo nervioso motor de las muestras y controles sin irradiar. 
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Figura 38: Bloqueo nervioso motor de las muestras y controles irradiados. 

Los resultados obtenidos tras analizar los reflejos de 

retirada de pata y de reacción de empuje (Figura 39) concuerdan 

con los obtenidos en el ensayo de tolerancia en placa caliente. 
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En el caso de los (POEGMA)NGs@HGNPs/BPV irradiados 

el efecto de la segunda activación no fue visible en el reflejo de 

retirada de pata, lo que puede indicar que tras la segunda 

activación el efecto anestésico fue menor. En ningún caso se 

vieron signos de la tercera activación en ninguno de los reflejos. 

 
Figura 39: Evaluación de los reflejos de retirada de pata y reacción de empuje. 

Del mismo modo, se observó una alteración del paso y la 

aparición de contractura en los músculos flexores de la garra en 

los grupos tratados con bupivacaína libre y con 
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(POEGMA)NGs@HGNPs/BPV irradiados y en el grupo 

tratado con bupivacaína libre sin irradiar. Este efecto fue visible 

durante las dos primeras horas para la bupivacaína libre y 

durante las cuatro primeras horas para los 

(POEGMA)NGs@HGNPs/BPV. En este caso no se 

observaron efectos tras la segunda y la tercera irradiación, lo que 

concuerda con los resultados anteriores y parece indicar que, 

aunque hay indicios de una segunda activación, la cantidad de 

fármaco liberado es menor que tras la primera irradiación. 

El conjunto de resultados obtenidos indica que el sistema 

propuesto experimenta una transición hidrófila-hidrófoba que 

favorece la desorción de la bupivacaína debido al calentamiento 

provocado por las HGNPs acopladas a la superficie de los 

nanogeles335. Tras el calentamiento, el sistema recupera su 

estado hidrófilo y proporciona una liberación sostenida por 

difusión que incrementa la duración del efecto233,336. Además, la 

reversibilidad del sistema315 permite una reactivación tras 24 h 

lo cual representa la demostración de que es posible desarrollar 

un sistema activable bajo demanda. 
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Figura 40: Evaluación del paso y aparición de la contractura de los músculos 
flexores de la garra. 

4.1.2. Efecto de la dexametasona en el tratamiento 

Estudios previos han demostrado que la administración 

de dexametasona en combinación con bupivacaína prolonga en 

el tiempo e incrementa el efecto analgésico337–339. En base a estos 

estudios, se inoculó a un grupo con una dosis de 

(POEGMA)NGs@HGNPs/BPV combinados con 15 mg de 

dexametasona como coadyuvante con el objetivo de incrementar 

el efecto y duración de la bupivacaína liberada. Los resultados 
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del ensayo de bloqueo nervioso sensitivo (Figura 41) mediante 

tolerancia en placa caliente mostraron un claro incremento en el 

efecto anestésico y una menor pérdida de efectividad durante las 

cuatro primeras horas. En este caso, además de la reactivación 

tras la segunda irradiación, se observó un incremento 

significativo 30 minutos después de la tercera irradiación. Esto 

confirma la capacidad del sistema de reactivarse una tercera vez, 

aunque con una menor liberación que únicamente produce 

efectos significativos en combinación con dexametasona. 

Respecto al bloqueo nervioso motor, la administración 

de dexametasona incrementó el efecto de la bupivacaína hasta 

producir bloqueo motor tras la primera irradiación, el cual 

desapareció transcurrida una hora. 

 
Figura 41: Efecto de la incorporación de la dexametasona en el bloqueo nervioso 
sensitivo y motor. 
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Los reflejos de retirada de para y reacción de empuje 

también se vieron ligeramente incrementados por el efecto de la 

dexametasona. En línea con los resultados anteriores, se observó 

una mayor alteración del paso, así como una mayor presencia de 

contractura en los músculos flexores de la garra en el grupo 

tratado con dexametasona (Figura 42). 

 
Figura 42: Efecto de la incorporación de la dexametasona en los reflejos, el paso y 
la aparición de contractura flexora. 

Retirada de pataRetirada de pata Reacción de empuje

Contractura flexoraContractura flexora
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Estos resultados suponen una mejora relevante del 

sistema propuesto en lo que respecta a la intensidad y duración 

del efecto anestésico acorde a lo descrito previamente en 

literatura340. 

4.1.3. Efecto del ángulo de irradiación 

Con el fin de determinar las mejores condiciones, se 

evaluó la influencia de la irradiación oblicua (45º). Los 

resultados de bloqueo nervioso sensitivo no mostraron 

diferencias significativas tras la primera irradiación, sin 

embargo, tras la segunda irradiación, se observó una reducción 

considerable del efecto anestésico. Los resultados de bloqueo 

nervioso motor no mostraron ningún efecto significativo tras 

ninguna de las tres irradiaciones. 

 
Figura 43: Efecto del ángulo de irradiación en el bloqueo nervioso sensitivo y 
motor. 
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Los resultados obtenidos, tanto en la evaluación de los 

reflejos como en el análisis del paso y la aparición de contractura 

de los músculos flexores, no mostraron diferencias significativas 

tras la primera irradiación, pero sí una ligera reducción tras la 

segunda y tercera irradiación. 

 
Figura 44: Efecto del ángulo de irradiación en los reflejos, el paso y la aparición 
de contractura flexora. 

Los resultados obtenidos indicaron que una irradiación 

oblicua disminuye el rendimiento del sistema. Una irradiación 

Retirada de pata Reacción de empuje

Análisis de paso Contractura flexora

Retirada de pata Reacción de empuje

Análisis de paso Contractura flexora



159 

oblicua implica un recorrido mayor a través del tejido y por tanto 

una mayor atenuación y dispersión hasta alcanzar el material. 

Esto resultados coinciden con lo publicados en literatura341. 

4.2. Evaluación de los materiales desarrollados en el 

capítulo IV 

4.2.1. Evaluación de la efectividad del tratamiento 

respecto a la bupivacaína libre 

Con el fin de evaluar la efectividad de los materiales 

desarrollados en el capítulo IV y compararla con la 

proporcionada por la bupivacaína libre, se inyectaron dosis 

equivalentes a 2 mg/mL de bupivacaína en la raíz del nervio 

ciático de las ratas. Al igual que en el punto anterior, evaluó la 

efectividad mediante el ensayo de tolerancia en placa caliente 

(determinación del bloqueo nervioso sensitivo) y el ensayo de 

distribución de peso (determinación del bloqueo nervioso 

motor), complementados con los estudios cualitativos de paso y 

aparición de contractura de los músculos flexores además del 

análisis de los reflejos de reacción de empuje y retirada de la 

pata. 

Los resultados del ensayo de tolerancia en placa caliente 

(Figura 45) mostraron que las tres formulaciones de bupivacaína 

proporcionaron el mayor valor de bloqueo nervioso sensitivo en 

la primera medida, 30 minutos después de la administración. 
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Tras dos horas, el efecto de la bupivacaína libre y de los 

BPVNCs comenzó a disminuir, manteniéndose en su máximo 

sólo el efecto producido por los NGs/BPVNCs. En los grupos 

tratados con bupivacaína libre y BPVNCs, el efecto desapareció 

por completo transcurridas entre 4 y 6 horas, mientras que el 

efecto de los NGs/BPVNCs de prolongó durante al menos 8 

horas. Estos resultados mostraron que la diferencia de 

efectividad entre la bupivacaína libre y cristalizada no es 

significativa, probablemente debida a la rápida solubilidad 

derivada del pequeño tamaño de los nanocristales. Este 

resultado es coherente con el estudio de liberación presentado 

en el capítulo IV. Por otro lado, se observó que la bupivacaína 

encapsulada en los nanogeles produce un efecto entre 1.5 y 2 

veces mas duradero. Estos resultados sugieren que los nanogeles 

de P(MEO2MA-co-OEGMA) pueden favorecer la retención 

de la bupivacaína en el entorno del nervio ciático. Una posible 

explicación a este fenómeno es que el colapso parcial de los 

nanogeles una vez alcanzada la temperatura fisiológica crea una 

capa hidrófoba sobre la superficie de los nanocristales que 

actuando como barrera de difusión y reduce la tasa de 

solubilidad. 

Respecto al bloqueo nervioso motor, los resultados no 

mostraron un efecto significativo. Únicamente se observó un 

ligero efecto de la bupivacaína libre, que desapareció 

completamente transcurrida 1 hora desde la administración. 
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Figura 45: Efecto en el bloqueo nervioso sensitivo (izquierda) y motor (derecha). 

 Los resultados obtenidos en el análisis de los reflejos de 

retirada de pata y reacción de empuje refuerzan los obtenidos en 

el ensayo de tolerancia en placa caliente, al mostrar una 

tendencia similar. En ambos reflejos se observó una mayor 

duración del efecto producido por los NGs/BPVNCs, que se 

prolongó igualmente durante al menos 8 horas.  
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Figura 46: Efecto de los tratamientos en los reflejos de retirada de pata 
(izquierda) y de reacción de empuje (derecha). 

 Los tratamientos también tuvieron efecto sobre el paso 

de los animales y la aparición de contractura de los músculos 

flexores de la garra (Figura 47). La bupivacaína libre produjo 

una alteración más intensa del paso que desapareció por 

completo transcurridas 4 horas desde la administración, 

mientras que los NGs/BPVNCs produjeron una duración más 

prolongada del efecto. Respecto a la aparición de contractura de 

los músculos flexores de la garra, se observó su aparición en los 

grupos tratados con bupivacaína libre y NGs/BPVNCs. En el 

caso de la bupivacaína libre se mantuvo este efecto entre 2 y 4 

horas, mientras que en el caso de los NGs/BPVNCs, este efecto 

se prolongó durante al menos 8 h. 
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Figura 47: Efecto del tratamiento en el paso (izquierda) y en la aparición de 
contractura de los músculos flexores de la garra (derecha). 

 El conjunto de resultados obtenidos es coherente entre 

sí. Estos demuestran que la bupivacaína cristalizada y 

encapsulada en los nanogeles de P(MEO2MA-co-OEGMA) 

produce un efecto anestésico más prolongado que los BPVNCs 

o la bupivacaína libre. La hidrofobicidad de la base libre de 

bupivacaína, comparada con la del hidrocloruro de bupivacaína, 

probablemente favorece su penetración a través de la membrana 

celular, así como su enlace con la bicapa lipídica, minimizando 

su difusión a la matriz extracelular y por tanto su lavado. 

Además, a 37 ºC los nanogeles se encuentran parcialmente 

colapsados, proporcionando una mayor hidrofobicidad a la 

estructura342,343. Este fenómeno puede reducir la tasa de 

solubilidad y difusión de los NCs encapsulados en su interior, 

así como favorecer la permanencia en el entorno del nervio 

ciático. 
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5. Conclusiones 

Los (POEGMA)NGs@HGNPs/BPV inyectados cerca 

de la raíz del nervio ciático e irradiados con un láser NIR 

producen un bloqueo nervioso significativo, así como una 

reducción en los reflejos y una alteración del paso. La duración 

del efecto es de al menos 6 horas frente a las dos horas de la 

BPV libre, sin embargo, la intensidad del efecto es ligeramente 

menor. 

El uso de dexametasona como coadyuvante en el 

tratamiento aumenta la duración e intensidad del efecto del 

tratamiento, permitiendo la reactivación a 24 h y 48h. 

El ángulo de irradiación (90º, 45º), no produce 

diferencias significativas en el efecto del tratamiento. 

La bupivacaína nanocristalizada en tamaños de entre 40 

y 90 μm no proporciona diferencias significativas en la duración 

del efecto anestésico respecto a la bupivacaína libre. 

Cuando los nanocristales de bupivacaína se encuentran 

encapsulados en el interior de nanogeles de P(MEO2MA-co-

OEGMA) se produce un efecto con una duración entre 1.5 y 2 

veces superior a la proporcionada por la bupivacaína libre o por 

los mismos nanocristales de bupivacaína sin encapsular.
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Capítulo VI: Conclusiones generales 
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1. Conclusiones generales 

El principal objetivo del trabajo desarrollado en el 

transcurso de esta tesis doctoral ha consistido en el desarrollo de 

un sistema de liberación controlada para aplicación en el 

tratamiento del dolor. Del trabajo realizado y la experiencia 

adquirida se pueden extraer las siguientes conclusiones: 

 Los copolímeros basados en oligo etilenglicol metileter 

metacrilato (OEGMA), y más concretamente los 

copolímeros de MEO2MA y OEGMA presentan una 

temperatura crítica de solubilidad inferior (LCST) que 

puede ser fácilmente ajustable dentro del rango 

biológico. Asimismo, muestran una transición de fase 

estrecha. Esto, unido a la baja citotoxicidad observada, 

lo convierte en un polímero termosensible adecuado para 

aplicaciones de liberación controlada de fármacos. 

 

 La fotopolimerización radicálaria controlada se presenta 

como una alternativa viable a otros métodos basados en 

ATRP para la síntesis de P(MEO2MA-co-OEGMA), 

al proporcionar un alto control de la polimerización. La 

baja concentración de catalizador requerido es una 

importante ventaja a la hora de producir copolímeros 

para aplicaciones biomédicas, mientras que la sencillez 

del proceso de síntesis en un paso, la disponibilidad 
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comercial de todos los reactivos, la baja sensibilidad al 

agua y oxígeno, la alta cinética de reacción y el sencillo 

proceso de purificación, pueden facilitar potencialmente 

su adaptación a procesos productivos industrializados. 

 

 La fotopolimerización radicalaria controlada en 

miniemulsión inversa se ha mostrado como un método 

simple y eficiente en la producción de nanogeles de 

P(MEO2MA-co-OEGMA). Permite obtener 

nanogeles termosensibles con un bajo índice de 

polidispersidad y un alto ratio de deshinchamiento tras 

la transición de fase. 

 

 El uso de un iniciador disulfuro para ATRP y su 

posterior reducción a grupos tiol, permite el 

acoplamiento de nanopartículas de oro, obteniendo un 

material híbrido final con respuesta opto-mecánica. La 

disponibilidad comercial de diversos iniciadores 

funcionales para ATRP abre la puerta a la obtención de 

otras combinaciones de nanopartículas con el fin de 

obtener otro tipo de transducción. 

 

 Los materiales híbridos compuestos por nanogeles de 

P(MEO2MA-co-OEGMA) y HGNPs mostraron una 

alta biocompatibilidad y capacidad de carga. Además, 
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con el fármaco empleado (Bupivacaína), presentaron la 

capacidad de combinar dos tipos de liberación: una 

liberación basal por difusión y una liberación bajo 

demanda a través de un estímulo con luz NIR. Este 

doble perfil de liberación es especialmente interesante en 

el tratamiento del dolor crónico, ya que permite 

mantener una liberación sostenida para tratar el dolor 

basal y la posibilidad de liberar bajo demanda una mayor 

cantidad de fármaco durante los picos de dolor. 

 

 El método de polimerización radicalaria por 

precipitación permite encapsular nanocristales de 

bupivacaína de pequeño tamaño en nanogeles de 

P(MEO2MA-co-OEGMA). 

 

 Debido a la reversibilidad de la transición de fase durante 

el enfriamiento, y a la ausencia de histéresis, los 

nanogeles de P(MEO2MA-co-OEGMA) y HGNPs 

permiten múltiples activaciones y sus consiguientes 

liberaciones, lo que refuerza su potencial aplicación en 

sistemas de liberación controlada bajo demanda. 

 

 El tratamiento con P(MEO2MA-co-OEGMA) y 

HGNPs cargados con bupivacaína cerca del nervio 

ciático en un modelo de rata, y su subsiguiente 
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irradiación con láser NIR, producen una disminución de 

la función nerviosa sensitiva sin afectar a la función 

nerviosa motora. Su efecto es ligeramente menos intenso 

que el de la bupivacaína libre, pero más prolongado en el 

tiempo. El uso de dexametasona como coadyuvante en 

el tratamiento incrementa su intensidad y duración, al 

tiempo que permite al menos dos reactivaciones. 

 

 El tratamiento con nanocristales de bupivacaína 

encapsulada en nanogeles de P(MEO2MA-co-

OEGMA) cerca del nervio ciático producen una 

disminución de la función nerviosa sensitiva sin afectar a 

la función nerviosa motora. Este efecto tiene una mayor 

duración en el tiempo en comparación con el 

tratamiento con bupivacaína libre o con bupivacaína 

nanocristalizada sin encapsular. 
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