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Intreduccion General

Capitulo 1: Introduccion general

1.1 Portadores de farmacos

Ung de los avances mas importantes y fascinantes de la ciencia, es el
desarolo de nanomaternales gue se caracterizan por presentar al menos uno
dmensién a nivel nanomeéatico. Esta caracternstica les otorga propledades
fisicas vy guimicas inusuales, entre ellas una alta reactividod v areo superficial
[1]. B aovonce de o nonociencia vy, en especial, del disefo de
nanomatericaies, ha levade a ampliar su raongo de aplicacién en dierentes
greas, como la medicing y los sectores energetlico, agricola, alimenticio,
industrial, entre tantos olros [2]. En la actudlidad, la “"nanomedicing” &5 un
grea de gran interés, que, seglin el Instituto Nacional de Salud [NIH, por sus
siglas en inglés) de los EEUL, se refiere a una intervencion meédica aftamente
espacifica a escala molecular para el diagnéstico, la prevencion y/o el

tratomiento de enfermedodes [3)].

En los sistemas  teropéuticos convencionales, el prncipio
farmacoldgicamente activo se libera rdpidamente, sin control sobre la tasa
de liberacion vy lo fluctuacion en los niveles de farmoco en el torente
sanguineo vy en oifros drgancs, incluyendo el tejido objete del frafamiento,
Ademds, |la mayora de ellos sufren procesos de degradacidon guimica o
er@matica, asi como presenfan escasa  solublidad en aguo. En
consecuancio, es nacesario usar altas dosis de farmaco, lo qua puede causar
una diversidod de efectos odversos [4-4]. Es osi, como los sisternos de
administracién de famocos nonométfricos o "nonoportodores de farmacos™
constituyen una porcion significativa de la investigacién actueal v s& han
dedicado asfuerzos significafivas para su desarollo [7-13].
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Los nanoportadores ofrecen muchas ventajas en la administrocion de

famaocos, cenfrondose principalmente en mejorar la seguridad v la eficocio
de los principios farmacolégicamente actives. Por ejemplo, proporcionando
unga wvehiculizacién dingida hoacia un tejido especifico, mejorando o
biodisponibiidad, extendiendo el efecto terapéufico en el tejido objetive y
mejorando la estabilidad de los ogentes terapeuticos contra la degradocion
quimica/enzimatica [14].

Los nanoportadores se pueden clasificar de acuerdo al material que los
constituyen. Principalmente, existen dos grupos: 1) moferiales orgdnicos,
como polimeros naturales v sintéticos © 2) motericles inorgdnicos. como
solidos lominares, mesoporosos, metdlicos, entre otros [15]. Sin embargo, estos
materiales se pueden combinar para sintelizar nancportadores con diferentes
propiedades, geomefrias y configuracionas. Asimismo, se pueden recubri
con agenles de direccionamiento y/o marcado molecular v celular, que
permitan el seguimiento. lo deteccion o la adminstracion sitic-especifica del
farmaca [16]. Conceplucimente, esta modularidod ofrece una mafriz infinita
de nanoportadores con diferenfes propiedades, lo que hace que estos
sistermas ferapeulicos sean mas versafiles que los convencionales parg
redlizar funciones complejas dentro de los sistemnas fisiologicos [17].

Dentro de los matenales inorganicos estudiados para la vehiculzacion
de farmacos, s& encuentran los hidroxidos dobles laminares [LDHs), gue han
despertado un interes creciente en su estudio como nanoportadaores, Este
inferés, se debe o su faci obtencidon en el loboratorio, baojo foxicidod,
solublidad selectiva, alta copoacidad de carga y proteccion del farmaco., A
s vez, la posibilidod de medificar su composicion v sus propiedades
superficiales permite modular el fiempo de circulacian v contfrolar la

interoccion con las celulas [18-23).
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1.2 Hidroxidos dobles laminares (LDHs)

Los LDHs son compuestos naturales o sintéticos con estructuras laminares,
andlogas a la hidrotolcita, por lo que en la literatura clentifica se les conoce
también como compuestos tipo hidrotalcita, orcillos aniénicas o arcillas
sinteficas [24]. La historia de los LOHs comenzd con el descubrimiento del
minerd hidrotalcita, un hidroxicarbonato de Mg v Al con formula general
[MgeAl|OH)) ICOs)2(H20]]. reglizado por Hochstetter en Suecia en 1842 [25].
Los primeros estudios sobre la sintesis vy caracterizacion de estos sélidos fueron
recalizados por Feitknecht en 1930 [24]. Sin embargo, sélo hasta la década de
1960 se lograron entender sus principates caracterishoos estruciurales, gracias
a los estudios de difraccion de rayes X en polvo realizados por Allmann vy
Taylor [27].

Con los afios, las investigacionss v el conocimiento acerca de los LDHs
fue creciendo exponencialmente, lo que se ve reflejodo en el creciente
numero de publicaciones en diterentes areas comoe medio ambiente [28-30].
catalisis |31-33], electroquimica [34-34]), materiales [37, 38] y medicing [39-
41]

1.2.1 Aspectos estructurales

Lo estructura de los LDHs se describe a partir de la estruciura del
hidréxido de magneasio, MglOH)z, comunmente lomodo brucita. En la brucita
las unidades bdsicas son ldminas con cationes Mg®™ localizados en el centro v
coordinodos con seis grupos HO-. Los estucturas octoedricas resultantes
estan conectadas enfre si para formar [Ominas gque s& apidan de farma
ordenada para dar como resultado una estructuro bidimensional [42]. Cada
cafién Mg comparte sus cargas con sais aniones por los gue aporta +2/46 =
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+1/3 de cargo, mientros que cada HO- estd coordinado con fres centros de
Mg vy oporta -1/3 = -1/3, lo gue resulta en una carga electrostatica totaol

[+1/3-1/3 = 0] nautra [24].

Los LDHs son el resultado de la sustitucidn soméhica parcial de cationes
divalentes [M**) por tivalentes (M*|, generando un exceso de carga positiva
entre las laminas. Esto carga positiva, se neutraliza localizando aniones que
comparten el espacio enfre las laminas con moleculas de agua. La estructura
de los LDH: se& manfiens mediante interaccion electrostatica v entaces de
hidragenao entre las laminas v las especies interlaminares [43]. En la figura 1.1

e esquematiza la estructura de fos LDHs.
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Figura 1.1 Esquema de |a estructura de los hidroxidos dokles laminares,
mosfrando ordenamientos [A) hexagonal v (B) romboédrico, modificodo de

la referencia |44, £5].

Lo estruciurg crisialing de los sdlidos se describe g fravés da la celda
unidad, gue es el ordenamiento fridimensional de sus gtomos gue se repite
periodicamente en el espocio vy las dimensiones de o celda unidod estan

dodos por los porametros g, b v ¢, Los LDH: pusden presentar dos tipo: de
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estructuras cristalings, ya que las ldminas se pueden apilar bien sea an un
ordenamiento romboédrica [3R) o bien en un ordenamiento hexagonal [ZH).
En el ordenamiento romboédnco, el pardmetro de celdo unidad ¢, es igual a
tres veces el espacio basal, mientras gue en el ordenamiento hexagonal, c es

igual al doble del espacio basal [figura 1.1) [45].

En general, las dimensionss de los LDHs se describen mediante la
distoncia entre dos léminos consecutivas de cationes mefalicos, denominado
espacic basal, como se indica en la figura 1.1. Esta distancia esta
conformada por el espesor de una lamina (4.8 A;l y & espacio enfre ellas, que
dependen de las dimensiones del anién interlaminar v de su conformacion
enfre los [Gminas. Los aniones como, CF, NOs o COz, son pequefios ¥ no
ccupan muche espacio enfre los laminas. Por lo tanto, estos LDHs fienen
volores de espacio basal bajo, entre 7.0 v 80A. Por ofro lado, si el anidn
presente entre |os laminos de LDHs es de mayor tamafio v complejidod
asfructural, s& cbserva un desplozomiento de las laminas, gue resulta en
volores mayores de espacio basal [44]. Por ejlempio, los volores para LDHs
infercaloedos con los anidn NOx o CTOs son de 80y 7.7 A, respectivamente
[47]., mientras gue. la infercalacion de fenoximefilpenicilina [48], acido |-
hidroxetilidena-1,1-difosfonico [4%] o vitamina E [50]. presentan valores desde
18,7 A, 24,0 A hosta 53.8 A, respectivamente,

La formula general de tos LDHs puede escnbirse Como;

[M2* )1y M3 [ OH ] A MHZO [1.1]

Donde, M2* y M** son cafionss metdlicos divalentes y frivalentes,
respaciivamente, y Ar es un anién intefaminar con carga n. La fraccion x del
cation trivalente determina la corga de los laminas x= M3/ [M3*+M3) [42],
Estos compuestos tienen una composicion con amplias vanaciones segin la

naturaleza de los cafiones y |as relaciones molares M2 /M3, asi como el tipo
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de anidn [24]. Bl rango de 0.2 <X £ 0.4 se considera generalmeante adecuade
para lo sintesis de estos compuestos; &3 decir, la relacion de M#* /AM* debe ser
entre 2:1 v 41, Cuando x>0.4 la canfidad de M3 conduce o la formacion de
MIOH) 1 De manera analoga, los valores de x< 0,2 resultan en la precipitacian
de M[{OH)2 [25, 42].

Para la sintesis de LDHs, se puede usar cualguier cation M2 o M+
siempre y cuando se mantenga la relacion carga/radio adecuada, puesto
gue o partic de radios idnicos mayores de 0,8 A la estructura se hace mas
inestable [51]. Los caficnes metdlicos divalente: mas ulilizados son: Mg, In,
Co, Mi, Fe, Mn. Entre los frivalentes; Al, Cr, Co, V, Fe. Y. Mn. Ga vy algunos
lantanidos [52].

Asimiemo, exste uno gron variedod de aniones gue se pueden
incorporar a la estruciura de los LOHs, ya sea en el espacio interlaminar o an
la superficie de los laminas. Como ya e menciond anteriormente, (o
naturaleza de estos aniches va desde iones simples a complejos & incluse
macromoléculas [52). La relocion tamafio/carga del anidn es  muy
importanfe, ya que un anién da gran fomafo con bajo carga no puedse
intercalarse homogé&neamente entre los [dminas cargodas positivamente.
Para los aniones no esfercos, v muy especialmente cuonde los aniones
contienen cadenas largas [carboxdlatos o sulfonatos con largas cadenas de
alquilo). son posibies vanos areglos o conformaciones enfre las laminas. Se
pueden presentar monocopos o bicopos porolelas g los lamings, como
también monocopas ¢ bicapas con diferente dngulo de inclinacién con
respecto a laos lominos [25, 53]. Por ejemplo, Wang enconfrd diferentes
conformaciones para &l S-flucrouracio intercalado entre las Idminags de LDH,
dependiendo de las condiciones de sintesis, en la figura 1.2 se esquematizo

dichas conformaociones [54].
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Figura 1.2: Representacion esguematica de las conformaciones para el
anién S-flucrouracia intercalads enfre las IGminas de LDH: (d) monocapa de
dispaosicion horizontal, [b) monocapa de disposicion vertical, v (c) bicapa,

modificado de la referencia [54].

Es importante mencionar en este punto gue los macromaléculas, como
las proteinas v polimeres, generalmente no pueden ser incorporadas en la
region interlaminar oungue fienen alta ofinidad por la superficie de los LDHs,

ya s5ed por inferacciones elecirostdlicas, hidrofébicas o puente hidrogeno
[45].

1.2.2 Rutas de sintesis y proceso de maduracion

Los estructuras fipo hidrotalcita son poco comunes en la naturaleza,
aunque a nivel laboratono & indusirial su sinfesis es relativameante sencilla v de
bajo costo [24]. Existen diferentes rutas por las cuales se puede preparar LDHs.
La mas utifizada es el método de coprecipitacion, seguida del método por
intercambio anionico y, en tercer lugar, la reconstruccion, o como también

g5 lamado, efecto memaoria. Iguaimeante, s& ha reportado la sintesis de LDHs
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empleands métodos electroguimicos, sol-gel, sal-Oxido, ufilizondo wea v
praceso de nucleacidn rdpido, entre ofros [53]. Algunas veces, se& emplean
procescs de maduracion adicionales, como el fratamiento hidrotermal,
ultrasenide o microondas, que prncipalimente, permiten mejoror o
cristalinidad de estos solidos [24].

El metodo de coprecipitacion es la principal ruta de sinfesis utilizada
para la preparacién de LDHs en el presente frabgjo de tesis. En este meétado,
una solucion acuosa de sales que confienen los cafiones M y M3, v una
solucién alcaling se mezclon de forma confrolado parg producic unag
suspension. B anion a infercalar enfre las laminas puede estar contenido en
cualguiera de estas soluciones, Generalmente, luego de o sinfesis, o o
suspension  resultante se le redlizon procesos de moadurocion en las
condiciones elegidas para meajorar |as propiedades cristalings v morfoldgicas
del sdlido obtenido [25]. Hay varas formas de llevar a cabo el proceso de

coprecipifacian:

a) pH constante; este método fambién se conoce como de baja
sobrasaturacidn v consiste en la adicion lenta de una solucidn de las sales de
los cafiones M2 y M3en una solucion que confiene al anidén a intercalar, Bl pH
se montiene constante durante toda lo sintess, mediante |la adicion
confrolada v continua de una solucién bdsica, Una ventaja de este méiodo,
&5 que las condiciones de baoja sobresaturacion suelen dar lugar o
precipitados con mayor cristalinidoed en comparacién con los sdlidos
obtenidos en congiciones de alta sobresaturacidn, Esto se debe a que la fasa
de crecimiento de los cristales es mavor gue la tasa de nucleocion [55].

b) pH varable: este meétodo tambien s& conoce comao meatodo de alto
sobresaturacion e implica la adicién de una solucion de |los sales de los

cationes M#* y M+ a una sofucion alcaling mediante una agitocion vigorosa,
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el anién a intercalar puede estar disuelto en cualquiera de las dos soluciones.
Este método generaimente da lugar a sdlidos menos cristalinos debido al alto
nimero de nicleos de cristalizacian [§5]. S5in embargo. presenta la gran
venfaia que los tliempos requendos para la sintesis son menores gue los
necesanos para la sintesis a pH constante. En la bibliografia, s propone,
odemas, un menor tamafo de particula de los LDHs sintelizados por este
método, debido pincipalmente ol procese de nucleacidn [44],

La formacion de los crstales de LDH y de los solidos cristalinos en
general, implica dos etapas. La primera etapa es la nucleacién, en la cual los
nicleos de cristales de LDH se forman por medio de la reaccion guimica. La
segunda etapa, involucra el crecimiento de los nicleos, fambién conocido
como proceso de envejecimientc o maduracion [55). En muchos casos, se
hoce necesarno favorecer o estos procesos poara mejoror el proceso de
tormacidn y crecimiento de los cristales para preporar solides altomente
crisfalinos [5&]. El frafomiento hidrotermal [TH) generaimente as el proceso de
maduracion mas ulilizado para este objefivo. Este proceso, se basa en el
aumento de la presion gue se produce en &l sisterma con volumen constate

cuando se aumenta la temperatura en presencia de vapor de agua [42, 57).

1.3 LDHs come nanoportadores de farmacos

La facil preparacién de los LDHs, su composicion flexible v las diversas
propiedades fisicogquimicas que presentan esfos sdlidos, hacen que seon
dtiles para una amplia variedad de aplicaciones, Por ejemplo, debido a su
excelente copacidad para almacenar & inmovilizar anicnes, los LDHs se han
utilizade como adsorbentes [58. 59] o en sensores electroguimicos [40, &1].
Tambien se ha reportodo su uso en campos tales como caldlisls, remediacion
ambiental, productos farmacéuticos ¥y como reforzantes en la preparacion
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de plasticos [62]. En parficular, en cuonio o su wso en formulaciones
farmacauticas, la biocompalibiidod de alguncs LDHs [formados por Mg? v
Al*, por ejemplo) v sus propiedades dcido-base hon conducido a productos

comerciales como antidcidos (Talcid® vy Almax®) [43, &4],

Una de los creclentes aplicaciones informadas en ko bibliografia para los
LDHs, es su uso come nonoportadores de famaocos [1]. 5& ha propuesto
utilizar nonoportadores basados en LDHs para administrar principios activos
como anfinflamatorios [65]), anfibicficos |64], reguladores de la resorcion Gsea
[&7], antihipertensivos [48]. onficancerdgenos [49], entre ofros. Ademdads, se han
incornporado biomaoléculas, como vitaminas, dcidos nucleicos y proteinas [3F]
[52, 70, 71]. El desarrllo de las LDHs como nanoportadores de farmacaos ha
adguirido gran interés grocios a las ventajas gue presenta este solido frente a
ofros. sisgfamas porg su aplicacidn en o nanaomeadicing. Los LDHs ofrecen alia
eficiencia para lo carga del tarmaoco, asi como una excelente proteccion de
los rmoleculas cargadas contra la degradacion (fotoguimica o enzimaticay).
Ademas, la estructura laminar de estos compuestos permite la incorporar de
moteculas, tanto en el espacio inferlominar como en la superficie de los
laminas. Igualmente, los estudios toxicoldgicos han demostrodo que los LDHs
formados con Mg, Ca?*, In®* o Al* son biocompatibles [44], especiaimente
en comparacion con otros nanoportadores amplicmente utiizadas, como
Gxido de hiero, slica o nanctubos de carbang [72]. Ofra gran ventaja que se
encontrd en la vehiculizacion de farmacos con LDHs, es un mayor efecto
teropeutico. Por ejemplo. la moyoria de los onficancerigencs presentan
pobre sclublidad en agua v baja biodsponibilidad. Al ser vehiculizados en los
LDHs, se enconfrd un oumenic en lo tosa de mortalidod de los células
cancerngenas. Bio se traduce en mayor efecto terapéutico, debideo a una

mejor penetracion celulaor del nonoportador (73], lgualmente, s= ha
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demostrade que el potencial tdxico de vanos farmocos puros, disminuys
después de ser vehiculizodo [74].

Un factor muy importante para tener en cuenta en el disefio v desamollo
de nonoportodores, ademds de la capacidad de hospedar v brindar
proteccidn a los agentes actives (farmaces, biomoléculas, genes, efc.), esla
copacidad para modificar el perfil de liberocion dependiendo del medio
[75]. Los LDHs presentan tres meconiEsmos de liberacion de aniones an
general, v de férmocos, en particular: a) intercambio ignico [altamente
dependiente de los aniones del medic), b)) disolucion [altfamente
dependiente del pH del media) v ¢] desorciton (dependienta del pH v de lo
composicion del medio)[74]. A pH neutro o ligeramente acido, el farmaco se
libera por un mecanismo de intercombio onidnico si en al medio se
encuentran anicnes con alla ofinidad por los LDHs. Por el confrario. en
condiciones acidas el farmaco se fibera principalmente por 1o diselucidn de
las laminas de LDH [54, 77). Finalmente, la desorcidon puede ocurir tanto en
presencia de aniones del medio con aolta afinidad por los LDHs como por
cambios de pH o fuerza idnica de la selucibn en contacte con los
nanoportadoras,

B intercambio anignico, consiste en e remplazo de los aniones
interlarminaras de los LDHs, por los del medio de liberacion. La posibilidad de
este infercambio estd dada por la afinidad gue presenfen estos aniones por
las laminas de los LDHs. En este sentido, aniones con mayor densidad de
carga y menor famafo, presentan alta ofinidod por los Kaminas y se
intercambian faciimente por aniones de menor densidad de carga, como es
el caoso de los iones ClI y WOs, generamente ulilizados como aniones
precursores para la sintesis de los LDHs [78]. Este proceso, generglmente, se
describe mediante o siguienfe reaccion:
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[LDH-Am i + X messS [LDH-1X™ ) sm] ot A ey [1.2]

Como se indicd anteriormente, A™ representa al anidn intedaminar {farmacao,
en el coso de los nonoportadores) v X™ un anidn del medio  [fluidos

bioldgicos, por ejemploa) con mayor afinidad por las lKamings.

Bl segundo mecanismo de liberacidn, se refiere a lo disolucidon dal
nanoportadar vy supone la erosion dcida de las l[dminas. Esta erosion se
produce mediante la protonacion de los gupes hidroxilo de |la superficie de
los LDHs, lo cual debilta el enlace M-O, hasta la liberocién del catidn
metdlico desde la lamina hasta el seno de la solucién [79]. Tanto la
solubiidad coma la velocidaod de disolucion de los LDHs dependen
fuertemente del tipo de anidn interlaminar. Por ejemple, los LDHs intercalados
con ibuprafeno son mas solubles y tienen una mayor velocidod de disolucian
en comparacion con los LOHs infercalados con CO:% [79]. Este proceso se
puede describir de forma general mediante el siguiente equilibric [80]:

[LDH-A] + H oo S A™ aart Moot M* a0+ HaOy [1.3]

Finalmente, la desorcidon supone la iberacién de especies superficiales
gue puede ser causada por un cambilo de pH, cuando las interacciones son
electrostaticas entre el farmaco v los LDHs, ¢ por lo presencia en solucidén de
especies con actividad superficial. De manera general, estas reacciones

pueden representarse como;

[(LDH-Ar} @8] + Hjag) S [LOH-A™] 1y #+ HBiagi [1.4]

[[LDH-AM}@B] 15 + Yioe 5 [LDH-A™]@Y;) + Brryag|1.5]
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Donde B representa a la espacie adiorbida e Y una especie en solucidn con
actividad superficial.

Estas reacciongs generales que representan distinfos mecansmos de
llberacian, muestran claramente una de las principales ventojas de los LDHs
como  portfadores de farmoacos: la pasibiidod de dbergar aniones
interdaminares [A™) ¥ de funcionalizar su superficie con distintas moléculas (B),
De esta manera, optimizando los condiciones de sintesis, es posible incorporar
farmaocaos en la regidn interlaminar para su proteccion, fransporte y liberacién
en condiciones fisiclégicamente odecuoadas. En paralelo, se puede
funcionalizar la superficie con ligandos adecuados para inducir sifio-
especificidad hacia un determinado tejido.

1.3.1 Eficacia de los LDHs como nanoportadores de farmacos.

la eficacio de los nonopertadores de famacos es oltomente
dependiente, en primer lugar, de su capacidod para alcanzar el lugar de
accién terapéutico desde el lugar de inyeccion, evitando ser eliminado por
&l sistema fagocitico mononuciear (5FM) en el torrente songuineo [81]. 5& ha
reportado que los nanoportadores de farmacos con carga positiva o
hidrofobos, son mas propensos a producis citfotoxicidod o o ser eliminodos
rapidamente por el 5FM, parficularmente en el higado y el bazo. Los
nanoportadores con lamafos menores a 8 nm son excraefados por 1os rifones,
mientras que el higodo v el bazo remueven parficulas con famafos mayores
a las 2580 nm. En consecuencia, los nanoporfadores de farmocos con carga
nagafiva, hidrdfilos v con tamafos entre 50 vy 250 nm, presentan mayor
probabiidad de aumentar sus fiermpos de circulocion en el torente
sanguineo (figura 1.3) y. por ejemplo, ocumularse en tejidos tumorales

mediante mecanismos activos, como la funcionalizocien especifica, o
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pasivos, como g producida a fravés del efecto de permeacion y retencidn
mejorada (EPR] [82]. Por lo tanto. la hidrofobicidad, el tomaofo v la cargao de

los nanoportadores son los factores determinantes de su respuesta in vivo[B3].

W oy —
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Figura 1.3; llustracion esguematica de las principales propiedades gue
afectan la eficacia de |os nanoportaodores de farmocos,

Una vez gque s olcanzo el organo objetivo, existen fres bameras para
lograr una accidn farmaceéutica optima: traspase de la membrana celular,
biodegradacion del nonoportador v liberacion de rmaco. En témminos
generales, luego de la endocitosis, los nanoportodores pueden seguir dos
wigs: exoclfica (endosormas-aparato de Golgl) o endocitica (endosoma
tempranc-endosoma fardio-isosoma). En este Glfime caso, la presencia de los
nanoportadores acliva la bomba de los iones H' desde el cltoplasma y el
endosoma tardio se fusiona con el lsosoma (pH 5.0-5.5), transfiiendo su
contenido para su degradacion por enzimas lisosamales [84). Ambas rutas son
comunes en &l fransporte. almoacenamiento, liperacion v degrodacion de
maléculas en los célulos. Sin embargo, la via lsosomal, es indeseable para
fines de administracion de farmacos, ya gue las enzimas contenidas en los

lisosomas suelen degradar al farmaco.
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Los propiedades feicoquimicaos de los nanoportadores basados en LDHs
permiten superar la mayoria de los barreras descritas anferiomente [Fgura
1.4). En general, el traspaso de la membrana celular estd mediada por
clatrina [esta proteina se encarga de formar las vesiculas de membrana
celular, meadiante el reconocimiento especifico de lipoproteings de la
membrana [85]). Ademds, la via de degradacion. por enzima lisosomales,
esfa confrolada por las propiedades particulares de los LDHs. Los iones H* que
se hbombean desde el cilosol, disuelven parcialmente 108 nanoportadoras an
el endosoma ftardio, 1o gque manfiene el pH endosomico enfre 5 y &
dificultade la via lisosomal [B&). Mas imporfante adn, esta reaccién de
neutralizacion da como resultado la erosion del nanoportador con la
consecuente liberacion de iones Mg, APy farmacos [71][87]. A medida
gue avanza la reaccion de disolucion, un nomero creciente de lones se
iberan dentro del endosomo, causando que los moléculas de ogua,
impulsadaos por la fuerza osmotica, enfren del citoplasma al endosoma. Esto
da como resultodo un aumento de la presion osmdlica de la vesicula
endosomica, gue evenfuaimente se rompe v libera su contenido en el
cloplosma [88], En este coso. la liberocidn del farmaco se produce,
entonces, mediante la disclucién de lo matrz. Este mecanismo de liberacion
presenta, odemas, la ventojo de evilar lo occumulocion de  los
nangpaortadores, observada con offos fipes de nanoparficulas inorganicas
[64].
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Figura 1.4; llusfracicn esguematica de la endocitosis v el fraspaso de los
nanopartadoras de LDH por la membrana celular. [1] Los LDHs se adhieren a
la membrana celular y se da lo endocitesis mediada por clatriing; (2) Bombeo

ce iones H* en el endosoma; (3) Disolucidn de los LDHs; (4) Enfrada de

moléculas de agua y ruptura del endosoma [44].

En esta direccion, el estudio de lo interaccian de los nanoportadornes
con los fluidos bioldgicos &5 de gran importancia para comprender su
comportomiento como nanoportaodor v opfimizar su eficacka,. Cuando os
nanoportadores enfran en un fluido bicldgice desamcllan una nano-
biginterfaz, que comprende los Interacclenes Micoguimicas enfre o
superficie de los nanoporfadores vy los componentes bioldgicos del medio,
como proteinas, polsacandos, acldos nucleicos v lpidos, en un entorno de
alta fuerza iGnica [87). Por lo tanto, los profteinos odsorbidas en  los
nanoportadores, como la aboming, forman un recubrimiento biologico
conocido coma corona proteica, que es la que, en definitiva, determina las

propiedades fisicogquimicas de los nonoportadores [P0]. Lo formocién de esta
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corona proteica define suidentidod bicldgica que es diferente a su identidod
sintética [70][?1]. De este modo, la idenfidad sintéfica comprende tanto las
caracteristicas fsicoguimicas de los nonoportadoras recien sintefizados como
los modificaciones postenores a la sinfesis, redlizadas en condiciones in vifro,
antes de estar en contacto con los fluidos bioldgicos [72]. Por ofra parte, la
identidad biolégica se relaciona con las propiedades de los nanoportadores
an confacto con los fluidos bioldgicos, una vez farmadao lo corona proteica,
Solo los nanoportadores con un tamofo ¥y quimica superficiol adecuadaos,
después de la formacién de la corona proteica, no serdn reconocidas por el
SFM v mostraran un aumento en los fiempos de circulacicn [93], condicién

imprescindible para su posterdor acumulacion en &l sifio de accidn,

Como ya & ha mencionado, & han realizads varios astudios sobre LDHs
como nanopoladaores de famaocos oncoldgicos. Sin embargo, la mayora de
estos estudios se han realzode in-vifro, relaciononds as propiedades
fisicoguimicas de la identidad sintética de los LDHs con su comportamiento
frente a la inferaccién con células, sin tener en cuenta la inferaccion de los
nanoportadores con los fluidos biologicos. Especificamente, estudios en
relacion directa con el objefive de esta tesis doctoral no han sido reportados
en bibliografio. Choi ¥ colaboradores recopilaron varios estudios tanio in-vitro
como in-vivo donde se incorpora el agente oncoldgico metofrexato en los
LOHs para lo administracién en diferentes lineos celulares, tal como se detalla
en las tabla 1.1 y 1.2 [94]. En primer lugar es importante destacor gue solo dos
ce estos estudios contemplon la funcionalizacion de la superficie de fos LDHs.
En &l primero, se funcionaliza la superficie de los LDHs con dcido félico, un
igondo especificoe pora células cancerigenas [?3]. En el segundo, se realiza
un mecubimiento de dcido poli [loctico-co-glicolico) para aumentar |a

biocompatibilidod del nanoportador [¥4]. En ninguno de estos estudios, se
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relocionan las propiedades interfaciales {tomofo, carga, efc) de

idenfidad biologica de los nancportadores con su respuesta celulor.
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Continta siguiente pagina.
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Tabla 1.2, Estudios in-vivo de nonohioidas MTX-LOH,
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1.4 Objetivos y Organizacion de la tesis

sobre lo base de los antecedentes expuestos, en los cuales se indican
los ventojos de los LDH: como portadores de farmacos, osi come la
necesidad de mantener el tamafc de parficula en un intervalo acotado ¥
dirigir &l agente ferapautico a un determinado fejido, &l objetive general de
este traboje de tess doctoral es sintetizar nancportodores de farmacos
bosados en LDHs pora o odministraocidon  sitio-especifica de agentes
oncolbgicos en tejido oseo, Tdl como se ha mencionado, no s& han
reporfodo previomente estudios sobre la funcionalizocion de los LDHs para el
direccionamiento de agentes oncolégicos en tejide dsea. En este marco
genercl, e pretende reclzar una confribucidn racional a lo creciente
necesidad de desarrcllar nuevas terapias mas eficientes y seguras, a partir de
un estudio fundamental relacionadoe con la sintesis v oplimizacidn de estos
nonoporiadoras,

En este sentido, para alcanzor este objetivo general s& plantearon wuna
sarie de etapo: de estudio que definen los obietivos especificos del trabajo
de tesis doctoral, como se esguematiza en la figura 1.5 Uno de los puntos
mas criticos, se refiere o la sintesis de portodores basados en LDHs qgue
mantengan su tomofo nanométrico, no solo en los condiciones de sintesis
lidentidad sintética) sino también en los medios de relevancia fisioldgica
lidenfidod biclogica). El segundo desafic se relaciona con la funcionalizacion
de los nanoportadores para alcanzar sitic-especificidad en tejidos dseos. En
este coso paorticular, se ufilizo rsedronato [Ris), un bifosfonato con alta
afinidad por los LDHs v por la hidroxiapatita presente en los huesos, para
preparar nanohibridos funcionales. Finalmente, | incorporacion de un
farmace oncolégico. como el matoafrexato [MTX]. representa la ulfima etopa
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paro la preparacion de noncportodores de famocos bosados en LDHs. Por lo

tanto, los objetivos especificos de esta tesis doctoral implican las siguienfes

actividodeas:

52

sintetizar v coracterzar nanoportadores basodos en  LDHs
(nonolDH] funcionaiizados con Ris  [nanolDH@ERis) para lo
adminisiracion sitio-especifica en fejidos Sseos.

Sintetizar vy caoracterzor nonolDH intercalados con el farmacao
oncolégico MTX (nanclDH-MTX] para la administracion  sifio-
especifica en fejidos Gseos [nonolDH-MTX@ERIs) v estudior los

rnecanismos de liberacion in vitto del famnoco.

Estudiar los propiedodes interfaciales v fisicoguimicos de los

nanoportadores en condiciones de relevancia fisiolégica,
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Figura 1.5: Esguematfizacion de los sistermnas de LDHs estudiados en la

cual se indica &l nanoportador en ausencia de farmaco antes [mnanolDH) v

después de |a adsorcion con Ris (nancLDH@RS] v en presencia de fdrmaco

interlaminar previo (nanolDH-MTX) v posterior a la funcionalizocion con Ris
[nanolDH-MTX @Ris).

La descripcion defalioda pora el desarodle de estos objetivos, tanio
metodologicos como de resultados obtenidos, se recopilan en este trabajo
de tesis doctonal alo large de |08 cinco capitulos siguientes, cuyos contenidos
s& describen o continuacidn;

El Capilvio 2, consto de una descrpcion de los aspectos metodologicos
generalas que permitieron reclzar la caractenzocion qguimica, estructural,
moarfolégica & inferfacial de los nanoportadares y nanohibridos sintelizadas v
de su comportamienta en diferentes condiciones experimentales.

El Capitule 3, s& cenfra en opfimizor las condiciones para sintetizar
nanolDH con los propiedodes odecuodos para ser ufiizodoe como
nancportadores de farmacos. Ademas, se presentan distintas estrategios de

funcionalizacion con Ris pam preparar nanolDH&Rs de tamano adecuado y
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con su afinidad intacta por el tejido dseo en distintos condiciones de
relevancia fisicldgica.

El Capitulo 4, se focaliza en las diferentes estrategios empleadas para
sintefizar nanohibrdos, nanolDH-MTX v nanolDH-MTXERis, con propiedades
dptimas para  ocmocenar v transporfar fdrmacos. De manera
complemeantana, se muestran los estudios de liberacion in vilro del MTX

utiizando condiciones gue simulan distintas situaciones fisiclogicas.

El Capilulo 5. s& dedica a describir la interaccion de los nanoportadores
con fluidos biologicos, empezando con lg inCorporacion de una proteing,
hosta  fluidos mas complejos, como el suero fetol bovino, Como
consecuencia de esta interaccidn, s& analiza el procesa de formacion de Ia
corong proteica vy s impocio en las propiedodes fisicoguimicos de los

nanocportadares,

Para finalizar en el Capitule 6. se resumen las conclusiones gererales
dlcanzados en el desarrolle de este trabgje de tesis doctoral, asi come las

proyeccionss v perspectivas futuras pora esta linea de investigacion.
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Capitulo 2: Tecnicas y métodos de caracterizacion

A o lorgo de esta lest doclordl, se ufilizaron disfinfcs técnicas v métodos que
permifieron reglizor la caractenzocion guimica, estructural, morfoldgica e interfacial
de los LDHs sintetizadaos y del comportamienta de astos en diferentes condicionas de
interés. En este capitulo se explican los métodos de corocterzocion empleoadaos para
el desamollo de lo tess. Por ofra parte, 1o metodologia ullizoda pora las sintess v los
expenrmeantos especificos de codo sktema estudiodo se detallardn en los respecivos
capitulos.

Las soluciones preporadas para los diferentes expermentos se realzaron con
agua (182 MO MIlIG, Sstema Millipore). Los soluciones de NaOH v HCl empleodaos
para los sinfesk v demds experdmentos fueron previamente valoradas, en un filulador
automdatico Metrohm, acoplodo con un eleciodo de pH de vidio.

Se utiizaron famocos y reactivos de grado analfico, adguindos comercialmente
0 excepcion del Madronato de sodio hemipentahidrato (Ris) gue fue donado por
WaX, Argenting.

A confinuacicon, se presenta una Bia con kos reactvos vy fammocos empleados
Con sus respeclivas morcos:

Parafarm: Metotrexato (MTX).

J.T Baker MoOH, KOH, NoCl, KHPO y EAHPO.

Cicarelli; Ho5C, HNO3 MgCle 6Hz0, NaHC O3 AlCE 6H:0, CHCOOH,
Anedra; KCl, CaCls, CHyCOOMa.

Merck: KEr.

Sigma-Aldrich: Aloomina de suero bovino, Hidroxiopaofito.

Nalecor: Sueroe Fetal Boving (SFB).
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2.1 Analisis quimico

B andligs guimico de una muesta comprende la determinacion cuditativa y
cuantitativa de los elementcs gue lo constituyen, Lo caractenzocian cualitafiva de
oz componentes de una muesha e puede obordor por vanas fecnicas
rstrumentales. Mienfras, o cuanfificacion, en la mayoia de los cosos; queda
imitoda o aguellos técmicos cuya sefol especifica es proporcional o o
concenfrocion de un determinode elements en kb muestra vy permite alaboror o8
comespondientes curvas de calbrocion.

Con & propdsito de detemminar la composicion de los LDHs sinfefzodos v lograr
sl proponer 1o fomula guimica comespondients, en esta lesis e empledaron
tecnicos como el andliss elementa de C v M, la espectrometio de absorcion
gtomica (3AA), especiroscopio de energio dispersiva [EDS), ondlsis eternantal,
andliss termogravimetrico (ATG], andlss fermico diterencial [DTA| v espectroscopio
Ultrenvicleda visibile (U.V-vi).

2.1.1 Analisis elementalde Cy N

El andliss de C v N se recizd empleando & método PregH-Dumas que consisie
en ko combushion de la muestra sobda en presencia de un excesc de oxigenc a una
temperatura de oprowmadamente 1000 °C, Al realzar la combushon, ocumen las
gousentes reacciones

Cpa # Ogg) & COuny)

2Hajg) *+ Oaig) 5 2H20
app + gy = 5009
$O0ng + Y% Ooig 5 50sg

Maig) + Oagi S 2 NOyg
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2MOg + Ogig) 5 2 Mgy

luege los producios de lo combusiion son exiraides de lo camaro de
combustién por la accidn de un gas portador inerte, como el helio y se pasan sobre
cobre caentado (o 400° C) de dio pureza. La funcion del cobre es eliminar todo el
oMigeno gue no e haya consumicio en la combustidn inicial y corvertir cualauier
dnddo de nitrdgeno en nifrdgeno gasedso. Los gases resultantes se pasan a traves de
trampas absorbentes pora dejar solo didsido de carbone, ogua, nirdgeno y didxido
de crufre. Analmente, la mezclo de goases se pasa o Foves de uno columing de
seporacion de cromatografia frontal v la determinocion de coda uno de estos goses
s& redliza con un detector de conductividod femica [1].

Esta i&cnica se levd a cabo para determinar &l contenido de © v N oe |os
LDHs sinfetizados: LDH-Ris, nonolDH, nonolDH@RiE, nonolDH-MTX y nonolDH-
hATHE RS, Bl ensoyvo se realizd en un anoliEador elementa Perkin—Brer 2400 Senes |
CHMS/O. Lo sustancia pafron ulilizada para cdibracion fue la acetanildo.

2.1.2 Especiromelria de absorcion atomica

La espectrometria de absorcion atdmica [3AA] se baso en lo absorcion
de radiocion por atomos libres en su estado fundomental. Lo longitud de
onda de la rodiocién absorbida es especifica para codao elemento, o que
pemite su identificacion. Mienfras que lo infensidad de la radiacion a esa
longitud de onda especifica es propercional a la canfidad del elemento
presente en o muestra.

La 5AA se divide en dos posos:

A) La conversion del andlito o sus atomos en fase gasecsa (otomizacion). Para
este coso se ulilizd un atomizodor de lama. En primer lugar, lo muesira se debe
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nebulizar mediante un gas combustible [acefiena] que posterdoments se mezclo
con un gas axidonte (are). Luego, este gos se diige hosta la lloma dornde se
produce la otomizacion.

B} La getemminacion de la absorcion de rodiacidn por estos dtomos libres para
su posterior cuanfificacion, La fuente de radiacién empleada fue una ldmpara de
catodo hueco de los metales o anclizar,

Loz electrones de los dfomos del analife en fase gaseosa, pusden ser
promovidos a orbitales atomicos de mayor energio mediante la absarcion de
la radiacion emitida por la lompara de catodo hueco. La lengitud de onda a
la gue se produce la obsorcidn aparece rodeada del resto de radiociones de
muttiples longitudes de ondo de cada elemento gue compona o muasira;
por tanto, se requiere de un monocromador, que se encarga de filtrar o
radiacion corocierstica del elemento a determingr. Esta radiacion debe ser
conducida desde la lampara hasta el monocromoador v desde aeste al
detector. Fnalmente. lo radiacion resultante debe ser detectada.

omplificada v medida por los componentes del sistema electronico.

La fuente de radiacién mas wsada s la ldmpara de cdtodo huaco,
gue emite radiacion con una sefial estrecha, lo gue proporciona sensibilidad
y selectividad [2].

El contenidc de Al y Mg de los nonolDH y nanclDHERE fue medido mediante
sal, Bl ersoyo e levd a cabo en un espectrametro Varian AAZ240. Los muestrae
solidas fueron disuettas en la minima canfidod posible de HNO; concenfrads v uego
fueron diuides con oguo hosta dlcorzor e rango de cdibracion  (limite de
cuantificacidn). Las curvas de calibracion se realizoron medionte disoluciones a parfir
de patrones de Mg v Al
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2.1.3 Especiroscopia de energia dispersiva

Lo Especiroscopio de Rayos X por Dispersion de Energia (EDS) s una &cnica
de microandisis gue pemmite detectar rapidamente los elementos presentes en ko
suparficie de una muestra, 3e ulliza como complemento de la microscopia
elecironica de bamide [SEM). Basicamente, consiste en bombardea una muestra
swolida con electonas de alta ensrgio en un mMicroscopio electdnico. Cuando o
muesina es mpactada por el haz de electrones, ios elechones de Ias copas extemas
prasentes en los atomos de la muestra son expukodos, EBfa carencio de elacirones
es abasiecida por la fronsicion de elechones desde un estodo elecirdnico superior,
generanda la liberacion de rayos X pora estobiizor o dferencio de energio entre los
dos estodos. Fngmente, se redizo lo deteccion de estos rayes X, que son
coroctersticos de coda elemento presente en la muestra, lo gue da informocicn
sobre su composicion elemental [3].

B conlenido de Al y Mg de 1os nanolDH-MTX v nonolDH-MTXERE fue medido
mediarnte EDS. & empled una pasiila de coda una de las muestnos, preparada por
compresion, que fueron suetodas al porfomuestras con una cinfa odherente de
corbono. Se ulizd un equipo SEM Cord Zeis Sigma equipodo con un sisterna de
deteccion EDE,

2.1.4 Analisis termico

se conoce como analisis termico a un grupo de fecnicas an |as que se
mide una propiedad fisica de una sustoncia y/o de sus productos de
reqaccion en funcidn de la variacion de temperatura, mientras la sustancia se
somete a un progromo de temperatura confrolado, Bl andlisis termico pemite
detectar y medir los procesos quimicos o fisicos que ocuren al calentar una
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muestra. En esta tesis se emplearon dos de estas técnicas, el andlisis
termagravimefrico [TGA) y analisis térmico diferencial [DTA).

La pnmera de ellas consiste en medir continuamente la masa de una
muestra en funcion de lo femperatura o el tiempo, Pora delerminar o
pérdida o ganancio de masa, la muestra se somete a un programa de
temperatura controlada en wna determinada almdstera. Los graficos
obtenidos, donde se representa la masa o el porcentaoje de masa en funcién
del fiempo o la temperoturg, se denominan lermogramas o curvas
termogravimeéftricas. Asi, el TGA brinda informacion sobre 1o estabilidad
termica y la compaosicidn de la muasira onfginal v de los intermediarios que se

puedan formar, al igual gque la composicion del residuo de la muestra [4).

Por otra parfe, e DTA se bosa en regisirar lo temperatura de una
muestra en comparacion con la de un material térmicamente inerte, ambos
calentados a una velocidad constante en una atmosfera contrelada, Los
combics de temperatura en lao muestra con respecto a la referencia se
deben a los procescs exotérmicos o endotérmicos gue tienen lugar en ellg,
como los producidos por: fusion, ebullicion, sublimacién, voporzacidn,
cambios de fose, inversiones de estructura cristaling, procesos de adsorcion,
reacciones guimicas de deshidratacion, disociocion, descomposicién,
oxidacion, reduccién, efc. Fendmenos como los de deshidratacian,
reduccion o cambios de fase, daran lugor a efectos endotérmicos, mientros
gue reacciones de oxidacién, descomposicion o procesos de adiorcion
produciran eleclos exolémicos. Como consecuencia de esfos procesos se
obtfiene un termograma diferencial en el que se registra lo diferencia de
tempearatura enfre o muestra v la referencia en tuncién de la temperaiura
del sistema. Los procesos exotérmicos, en los que se desprenda calor de la
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muasira, provocan un aumenio de su femperatura con respectio a la
referencia y dan lugor a maximos en el termogramao. Por el confrario, los
procesos endotermicos originan minimos en la curva come consecuancia de

la absorcion de calor por parte de la muestra [3].

Los reguisitos instrumentales bdsicos para el ondisis témico son; una balarnza
de precEon, un homo gue esta programodo pora un aumento lined de o
temperctog con & fempo v los fermocuplas gue se encargan de regisirar la
temperatura fanto del matendal de referencia como de la muestaa. igudmenie, se
reguiers un gos o8 purga gue fluye o traves de lo balormo poro confrolar la
atrisfera, Este gos puede ser inere, [nitdgena, argdn o helio), cxdante (aire u
axigena) o reductor (8 - 10% de hidrogenc en niindgeno) [4].

For un lodo, e TGA se ulizd para determingr el confernido de agua
intedarminar, mienfras gue la pérdida de pesc total fue Ulizodo para establecer ko
farmula quimico de los sdlidas. B DTG se empled pora idenfificar los procesos
rmvolucrades en esta degradacion fammica.

Los ensayos fueron levados o cobo en o muesira sdlido, empleando un
equipo Shimoadny DTE-40. con un flujo de aire a una velocidod de colentamiento
de 10%C mir v un infenvalo de femperatuna enire 30y 100092,

2.1.5 Espectroscopia ultravioleta visible

Lo espechroscopia UNV-ViE estd basoda en el proceso de absorcion de
radiacién electromagnética en &l intervalo UV-VE [longitud de onda comprendida
enfre los 140 y 780 nm} [7]. Los energics que corsfiluyen esta regidn del espacio
slectromagnético, son del oden de | a 25 eV. Btas producen frarsiciones
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slecironicas en ks dtomas v moléculas desde el estado fundamental o estodaos
eleckonicos excitodos, odemas se producen camizios en la poblacian de los niveles
vibracionales y rotacionales.

El especiro de absorcion UV-Vis de un compuesic se debe por lo
general a tres ipos de fransiciones:

- Transiciones producidas por electrones M. o v n.
- Transiciones producidas por electrones d y f.

- Tronsiciones producidas por fransferencia de carga,

Dado que parle de la energio de una frecuenciao determinada s
absorbida por &l analito, la infensidad de |la radiacion disminuye, lo que sirve
a efectos praclicos paro lo idenfificocion o cuantificacion del andlito,
empleando ia ley de Lambert-Beer [7].

Lo especiroscopia UV-Vis fue utiizoda para cuantificar especies cromdiongs
ncorporadas a los LDHs, como albomina [Alb), Bs y MTE. Asmismo, s empled pora
detemminar lo establidod de lo funciondizacion renfe ala desorcion en ks diferentes
condiciones de esfudio. Eslas determinociones se llevaron o cabo en los
sobrenodontes de los diferentes sdidos dipersas, previomente cenbifugados v
fitrodas. luege se calculd la concenfracion de ke especies, comparands
concentracion remanente en los sobrenadontes con la concentrocion inicidl, Los
concenfraciones de R, Alb y MTX se deferminaron ¢ 262nm, 278 nm y 370 nm
respacivomente.
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El equipo empleads fue un especiofotdmetre Shimadau UWIF00, Phoma

spec. Los soluciones emplecdas para construr las diferentas curvas de calibracion se
preporaron en buffer fosfato pH 7.4,

2.2 Analisis estructural

El analiss estructural se recdize medionte o uso de técrcas como la diraccion
de rayos X de polvo (DRXF), espectroscopia Inframoia con Transformada de Fourier
[FIR} v espectroscopia Romon. Los técmicas sspechoscopicas proporcionan
informaocion de los especies presentes en los muestres v el modo en que
imferaccionan con la estuctura del sdido, Lo DRXF pemite idenfiicor ke foses
prasenies en una mueastra sdlida cristaling, conacer su simetia, los pardmetros gue
describen lo estructura cristaling y los defectos que puede presentar esta estructura.

2.2.1 Difraccion de rayos X

La fuente de rayos X se onging cuando una paricula oceleroda con
suficients energia colisiona con un atomo, su energia es absorbida por este, v los
eleckones de Ios capas intemnas son desplczados, llegando incluso a provocar su
ionizacion o expulsion dal eleckdn del dlomo. De este mado se genera una vacanie
en o estructurg electrdnica del atomo, B dtomo excitaodo es inestable, ya gue se
encuentra en un estodo de energia elevado y por fanfo fiende a decoer a s
estado elecidnico fundamental o de minima energia. Para ello un elechdn extemo
de la estructura elechronica del atomo ocupa la vacanie v el aformo emite un fotdn
de rayos X caractenstico del atomo del que procede.

La DRXP se bosa en lo copacidad que tienen las estructuras cristalinas

de difractar estos royos X. Las interferencios constructivas de los ondaos
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asociados g esta radiocion dan como resultodo pafrones de difraccion
caracteristicos para cada solido. Por elio, la DRX es una técnica ampliamente
ufiizada para la caractenzacion de materiales crstalines. 52 ha aplicado
tradicicnalmente pora la idenfificacidn de foses en una muestra vy, en
alguncs cosos, para su andlisis cuanfitativo, Igualmente, brinda informaocian
sobre la estructura cnstaling, el ordenamienta de los atormos, simetria v los
parametros gque describen la celda unidad de salidos cristalinos (8]

Las medicionss fueran redizodas en un intervalo de (5° a 70° 28, en un
difractémetro Prilios X'pert Pro con una lampara de Cu Ka (h=1,5408 A] o 40KV v 40
maA y 5& ulilezd un pase de (0,057, 1.25).

2.2.2 Espectroscopia Inframoja

La espectroscopia infraroja (IR} permite estudiar la interoccidn entre o
matera v la radiacion infraroja, radiacion que comesponde a la region del
especiro electromagnético comprendida enfre 400 y 4000 cm!. Esla regidn
se subdivide en R cercana, infrarrajo medio @ IR lejano, Lo especiroscopia iR
&5 sensiole a lo presencia de grupos funcionales en unao molecula, lo gue
permite identificar especies quimicas a fravés de la determinacion de la
frecuencia [numero de onda) a la gue los distintos grupos funcionales
presentan bandas de absorcion en el rango IR,

El espectro IR se orging por la absorcién de fotones con la energia
comespondiente a una fransicion vibracional de la malécula en lo regien del
infrarojo. En lérmings generales la absorcion de fotones IR genera uno
trarsicion o un estodo vibrocional de moayor energio dentro del estoado
slectronico en gue se encuentre esa sspecie. En moleculas paligtdmicas
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pueden distinguine dos categorios basco de vibraciones: de tension y de
flexion. Una vibrocidn de tension supone un cambio confinuo en la distancia
interatémica o lo large del eje del enlace enfre dos dtomos, Los vibraciones
de flexion se caracterizan por un cambio en el dngulo enfre dos enlaces v
son de cuatro tipos: de fijereteo, de balanceo, de aleteo y de torsion [11].

Lo especiroscopia IR s viizd porg identificor s bondos de  absorcion
coractedsticas de los LDHs, o que pemitio venficar lo presencio de diferentes
especkes. Los especios fueron obtenidos ullizando una pastila de KBr [proporcion 1:
200 relacion de Muestra: KBr] en un equipo Bruker IFS28. Se hicieron 32
oCumulacionas, en un rango de medician enfre 400 v 4000 cm-!.

2.2.3 Espectroscopia Raman

La molécula excitada puede decaoer d estado fundomental de dos maneras.
Valviendo al estado energético fundarmental en el gque s& encanfraba o poblando
un estodo energefico diferenta. 5iregresa al estado energéfico fundamental en &
gue se encontraba, se libera una energia igual a lo absorbida, Esto sucede en lo
inmansa moyoria de los inlerocciones y constituye lo dispersidn eldstica o de
Randeigh, Sin embargo, si la molécula no regresa a su estado inicial, la energia
iberoda serd distinta de o absorbida, de modo que ha ocumido un intercombio de
energia, gue resulta en la dispersidn ineldsfica gue caracterza ol fendmeno Raman.
Morrmaimeante, la molecula acaba en un nivel energatico mds elevado, de modo
gue la energia que se libera es menor gue la gue se absorbe, Esta dispersion Raman
se denomina Stokes. Por & confrario, si lo molécua acaba en un nivel energéfico
infenor, s libera mas energia que la gque se absorbe. Bta dspermon Faman se
denaming ant-itokes,
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Aurgue las espectoscopias IR ¥ Roman se basan en los cambios de energia
vibrociond, 10 hocen desde perspectivas diferentes, va gue en R se estudia lo lue
abeorbida mienfras gue en Borman o luz dspersada. En Bormon o mwesira se modio
con un hae laser cuva longibed puede ser cudlguiera enfre ulfrovioleto, visible,
infrarojo cercano o inframojo. Lo luz dispersoda, presenta und fecuencia gue
cambia con respecto alaluz ncidente. De modo gque en la espechoscopia Raman
sa abfienen los frecuencics vibrocionoles como un desplazamiento entre 1o energio
del haz incidente y lo energia que es dispersada por la molecula, Esta diferencia con
respecto a la luz incidente no depende de ko longitud de onda que se radia sobre
lo muestra. De modo gque, s el desplazomiento Raman e nomalza respecto a la
frecuancia del haz incidenta, se obfiene el mismo valor de frecuencio en las bandas
Romon observodas, independientermante de la Lz usada pora modiar la muesira.
De este modo, se pueden medr desploromientos Romaon (vibrociondles) sin usar
radiacién inframoja (la caroctensfica de las ransicionses vibracionales| [11].

Er esto tesis se empled ko espechoscopia Romaon para idenfificar o espece
presente en los LDH-RE y nonolDHERS. Los espechos Raman se midieron sobre (o
muestras siiicdes en un Microscopio confocal Raman LABRAM-HE, Horba Jobin-Ywon.
Las fuentes de excitocitn ullizades fueron de &33 y 514 nm, 3e hicieron 50
acurrulnciones, en un rango de medicion entre 50y 4000 crmy!,

2.3 Analisis morfologico e interfacial

H conocmiento de ks propledodes inferdfockdes, ademds de bos
caractersticaos como la foma v el fomoafio de los nonoporadores, Son de vital
importancia  para lograr  enfender e comporfomientc gue  tendron los
noncportadores en un ssterma bioldgico. Con ede propdsito se empled microscopia
glecironica de bamdo [SEM) para el eshudic morolégico mienfras gque la
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Téenleas y méladas de caraclerzacidn

caracterzocion interfocid se reaizd medionte técnicas como la dispersidn dindmica
de labuz [DLS) v despersian de uz elechoforética [ELS).

2.3.1 Microscopia electronica de barrido

Un microscopio electrdnico de barmido (SEM). forma imagenes topograficas
de alta resolucion a partir de los elecirones generadaos por la infergccon de un hoz
de electones con la muestra. Bsta técnica hao sido ompliomente ufiizoda para
conacer ko propedades morfoldgicos ocerca de a8 porficulas de  sdlidos
inorgaricos [12].

B haz de electrones se onging en el cafidn elecirdnico, donde un flamento
de tungsteno, al ser calentodo elécticomente hosta su incandescencio comienza a
emifr elechones gque son condesados para formar & haz, el cual es difgido hacia la
muesita, a la que mpacta, bomando w supericie. Cuando & hoz elecironico
impacta sobre la muestra ongina dstintos ipos emisionsas quea escapan de la muesirg
boo o forma de slectrones secundarios, radiacion X, electrones refrodifundidos,
radiocian visible, eleckhonss Auger, entre ofras. Coda modo de emsidn corstituye,
potencialimente, una sefial o parr de lo cud se puede crear ung imogen. Para elo
el "deftector se encorga de recoger ios emisionas secundanict emitidas detde |la
muestra v los transforma en una senal elechica gue se amplifica v procesa dando
como resuitado una micrografia SEM.

Lo moyonia de [as muestros caractenzadaos por SEM deber ser metalzodos
previamente, para ko gue se depasita sobre o superiicie de ko muestra una delgoda
capa de metal conductor |de clrededor de 100 -E.:I. E metdizodo magura una
adecuada conduciividad eléchica y la fomacion de una superficie que pueda
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emitir un gran nuomeno de elechones secundarics fros el bombardeo con el haz
incidente [13].

En esto tesk se ufiizd SEM pora conocer la maorologio que presentaron los
diferantes LDHs sintelizados. Las imagenes se obtuvieron mediante un microscopio
electronico de homdo de emisidn de campo FE-SEM Carl Tesss Sigma (BHT = 5 kv,

Las misestras fueron preporodas o parfir de los dspesiones de las muesiras
comespondientes, las cuales se diuyeron 12 100 en efanal, Una gota de o dispersidn
diuida se colocd en un soporte de siicio v se dejd secar. Finalmente, fueron
metdizodos con copa de cromo,

2.3.2 Dispersion dinamica de la luz

Lo dspersion dinamica de luz (o DLS por sus siglas en inglés) es una fecnica
empleada pam la determinacion de o diskibucion de tamanos, asi como & rado
hidrodinamico |d} de porficuls en dispesion, o macromcieculas en solucion toles
coma profeinas o polimenos, Esta técnica, pemrnite el cdlculo de los coeficientes de
difusicn osociodos con &l movimento browniano de parficulas depersos en medics
igquedos. Este cdlculo se realza madiondo una muesira con un haz de luz [dser v
analizando las fiuctuacione: de intfensdod de 1o uz depersoda por los particulas.

El movimiento browniano es &l movimiento de paficuios coawssodo por las
colisones aleatonas con moéculos de liguido en que s& encuentran suspendidos.
Una caoractenstica mportorte del movirmiento browniano con respecho a o técnica
DLs &5 que s parficulos pegquefias s& mueven mas rapido que las poarficulas mas
grandes. En otras palabras, el coeficente de difusion fraslocional (D) de las parficulos
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estd inversameants relocionads con s famofio, coma ko muestra la scuacian de
Stokes-Bnstein:

D=— [2.1]

Donde, k a5 la constante de Boltzmann, T es la temperatura en Kelvin, ny
es la viscosidad del medio de dispersion v d as el digmefro hidrodindmico de
ta particula [14].

La tecnica de DLS fue utilizoda para determinar los valores de didgmefro
hidrodindmico (o). Junio con las imagenes 5EM, permitid estudiar tanto el
tamafic de las particulas individuales v el grado de agregacion de los
nanoportadores suspendidos en los diferentes medios de estudio. Estos
medicicnes s& realizaron en un equipo Delka Nano Beckman Coulter, para la
obtencidn de |os volores de d se realzoron 50 acumulaciones y 3

repeticicnes.

2.3.3 Dispersion de luz electroforética

Para entender |a técnica de dispersion de luz electroforética (o ELS por
sus siglas en inglas) asociaoda a las medidos de potencial zeta [J]. es primordicl
cefinic a lo doble copa eléctrica, Este concepto se usa para describir la
estructura gue comprende la region de transicion entre dos fases, en este

coso solido/liquido.

Las superficies de la moyora de los particulos dispersas en un liguido
tienen carga positiva o negafiva. En la fase liquida, los iones gque tienen carga
opuesta g la superficie de lao particula se ocercan a la superficie v los de la
misma carga se alejan, tal como se esquematiza en la figura 2.1.
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Figura 2.1: Representacidn esquemdalica de la doble capa eléctrica.
distribucion de iones posifivos ¥ negativos alrededer de lo particua cargada

nagativamente.

De acuerda a este esauema. o concantracidn de los contralonas es
alta en regidn cercana a lo superficie de lo particula vy disminuye
grodualmente con la distoncia, Asd, la concentraciin de iones positivos vy
negatives confiuye a los del senc de la solucion lejos de la superficie de la
porticula, para mantener lo elecironeutralidad. Este modelo de distnbucion
de lones & denoming "doble copa eléctica’, gue puede dividirse en dos

regiones:

* La region de iones cerca de la superficie de la particula se denoming
"‘Copa de Stem”, en la cual [os iones de carga opuesta estan fuertemente
afraidos por la superficie. En esta region, la caida de potencial eléctrico es

ineal con la distancia desde la superficie hacia el seno de la seducidn.
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» Lo regidn externa a la capa de Slem se denoming “capa de Gouy-
Chaopmaon™ o “capa difusa”, El espesor de esta copa depende de la fuerzo

ignica v la caida del potencial eléctrico tiene forma exponencial [15].

Descripta la doble capa eléctrica, se define { como eguivalente al
potencial eléctrico en el punto donde s& unen las copas de Stem v la difusa
[14]. Cuando se oplica un campo eléckico a la suspensidn, las particulas
cargodas s mueven hacia el electrodo opuesto a su carga. Lo velocidad de
este movimiento [movilidad electroforética, pe) &5 proporcional al valor de €
de acuerdo a la ecuacion de Smoluchowski (valida para fuerzos idnicas

relativarmente altas y suspensiones monadispersas):
= % U 22

Donde, £ v E:representan la constante disléctrica del agua v del vacio
respectivamente ¥ N la vecosidod del medio. Esta ecuacion permite
determinar &l valor de { en distintas condiciones. La ELS &5 &l métaodo mds
frecuantemente ufiizado para determinar la movilidad eleciroforéfica de los
particulos suspendidos en solucidon ocuosa. Fara determinar lo velocidad del
movimiento de las particulas, estas se imadion con luz laser, vy se detecta la luz
dispersada por las parficulas. Debido ol efecto Doppler. la frecuencia de o
luz dispersada se desplaoza respecto a la de la luz incidente. Esta vanacion
depende de la velocidod del movimiento de los partficulas, lo que pemite
determinar la movilidad electroforética de las parficulas v el potencial zefa

[£].

Cuando se desea determinar el valor del £ en superficies solidas

macroscopicas se ufiizan medidas de streaming potential. Esta es una

87



técnica electrocinética que consiste en medir la diferencia de potencial
electrico, producida en lo superficie sdlida, cuando se fuerza por madia dea
prasion hidraulica a pasar una solucion de elecirolitc con carga nefa o través
del sGlida [17].

Lo ELS se empled para determinor los valores de f de los LDHs
sintelizodos. Estos mediciones se realizarcn en un egquipo Dela Nano
Beckman Coulter, &n &l que los valores de [ se obfuvieron mediante 3
repeficiones. Por cfra parie, se determind el valor del £ de la hidroxiapafita
mediante medidas de streaming potential en un analizador electrocinético
SUWPASS 3 [Anton Paar).

2.4 Andlisis de composicién de la corona proteica

Los nonoportadores recién  sinletizodos  presentan  determinadas
propiedodes  fisicoguimicas que enagloban su identidad  sintética.  5in
ambarga, ung ver gque esle nanoportador este en contacto con fluidos
biolégicos es cubierto por biomoléculas gue forman una corona proteica. Las
caracteristicas fisicoguimicas que presentaba el nanoportador, cambiaran vy
ahora estan determinadas por dicha corona proteica gue ademas define la

identidod bioldgica del nonoportadar [18].

La coracterizocidn de la corona proteica permite comprender lo
interaccion entre el nancportaodor vy los sistemas biologicos. Con este
propdsito, se ulilizd un enfoque protedmico para identificar laos moléculas de
la corong proteica medante cromatografio liguido ocoploda a
espectrometia de masas, Ademds, mediante ung heromienta
tiginformdtica s& estudid la interaccion proteina-proteina.
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2.4.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida

La slectrotoresis en geles de poliocrlamida [SD5-PAGE) e uno de los
métodos mas ulilizados para lo puificacidn, andlisis v caracterizocion de
prateinas. Esta 1&écnica se basa en o separacion de moléculas en funcion de
su carga elecinca, de acuerdo a su movilidad electroforética. La movilidad
gleciroforetica se define como la velocidad de desplozamienta por unidod
de campo elécrice. En unds condicionas determinadas de elechoforesis, la
diferente moviidoad de cado molécula define su comportamiento vy
separacion en el espacio, Es decir, cada molécula tendra su respectiva
moviidad electroforética en un medic determinadc.

La electroforesis se leva a cabo sobre un soporte inerfe, generalmeante
sobre geles de poliacrilamida |[FAGE). Cuando la electroforess se lleva a
cabo en presencia de un agente desnaturalizante, como e detergente
anicnico dodecilsulfato sédico [5D5), se denomina S05-PAGE. En este caso el
SDS 2 uwune a las profeinas, rompiendo inferacciones hidrofébicas
produciende su despaluralizacion, Las proteinas desnaturalizadas de o
muestra adoptardn una estructurg en forma de bostoncillo con una sere de
moléculas de D3 corgodas negativamente a lo largo de la cadena
polipeptidica. Lo carga corginal de lo molécula estd completamente
enmascarada por la carga negativa del 5D5. Debido a que la cantidod de
505 gue se une a las proteinas es practicamente proporcional a su tamanho,
los complejos SD3-proteings presentan un valor carga/masa constante v por
lo tonto, se separan de acuerdo 4 su tomano cuando migran desde el

catodo al anodo a una velocidad relacionada con su peso molecular [19].

Esta técnica se empled para reglizar la separacion de |las proteinas que

formaron la corona proteica de los nanolDH y naonolDH@Ris. Las
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electroforesis se llevaron a cabo en un gel de SD:3-poliacriamida al &%,
durante 2 minutos o 200 V. El colorante empleade fue azul brilante de
Coomassie -250. El equipo ufilizodo fue Mini-PROTEAN ([Bio-Rad).

2.4.2 Cromatografia liquida-espectrometria de masas

La cromatografia liquido ocoplada o especirometrio de masas |LC-
M3}, ofrece una poderosa técnica analifica que combina la cromatografic
de liquidos como fécnica de separacion, v la espectrometia de masas como

tecnica de deteccion, identificacién v cuantificacion.

Luego de separar los componentes de la muesfra por HPLC, pasan al
espectrormetro de masas, a froves de una inferfoz, donde son ionizodos, Los
gquipos de LC-MS pueden ftener dos fipos distintos de interfaces que se
incluyen denfro de lo denominada ionizacicén a presicn atmosférnca [API);
electrospray (ESI) & ionizacion quimica a presion aolmosfernca [APCI). Los iones
generados en la inferfoce son acelerados hocia un analizador y separados
en funcidn de su relocién masa/carga [m/fz] meadiante o aplicacién de
campos elécticos, magneéticos o simplemente determinando el tiempo de
legada a un detector. Los iones que legan ol detector preducen una sefial
glectrica gue es procesado, amplioda v enviada a un ordenador. El registro
obtenido e denoming especto de masas y reprasenta las gbundancias
iGnicas obtenidas en funcidn de o relocien mosa/carga de los iones
detectados [20].

Esta técnica se ufiizd pora lo seporocion e idenfificacion de las
profteinas gue formarcn 1o corona proteica de los nanclBH v nanolDHEEs.
Los muestras se analizaron mediaonte nanolC-M3/ME en un especiromatro de
masdas Thermo Scientific G-Exactive v $& ionizaron por elecirospray con EASY-
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SPRAY. Lo idenfificacién de los profeings se redlizé mediante el software

Profeomeliscoverer 1.4 (Thermo Scientific].

Estos andlisis se redlizaron mediante un servicio prestado por &l Sistema

Nacional de Espectromefria de Masa en CEQUIBIEM-LUBA,

2.4.3 Interaccion proteina-proteina

S8 ha establecido que la tormacién de la corona proteica en los
nonoporfodores esta medioda por interacciones fisicos no especilficos como
Vander Waals, slectrostatica, entre otras. 5in embargo, las interacciones
proteing-proteina [PPI) involucran dominics gue reconocen espacificamente
secuencias en ofro polipéptido. As, la PPl también juega un papel importante
en la determinacidn de la composicidn de la corona proteica [18]. Ademnads,
Las PP permiten analizar un fenomeno bioldgico en conjunto del total de sus
componentes con propiedades del sistema dadas v las interacciones entre
gllos, Lo comprension de los interacciones que una proteina tiene con las
maleculas de su enforno, es fundamental para una plena comprension de los
procesos en los gue dicho proteing esta involucrada, asi como de los

mecanismos por los cuales se reguia [21).

Medionte una heramienta bicinformatica como STRING es posible
construir dichas redes de Interaccion. Los paramefros estadisticos que
caracterizan a la red incluyen: el nOmero de nodos e interacciones, el grado
promedio de los nodos [representa cudnias inferaccioneas fiene una proteing
an promedio en la red], el coeficiente de agrupamiento [mide la conexidn
de los nodos en la red), el ndmero esperado de interaccionas (indica el
numers de interacciones gque se esperan si los nodos se seleccionaron al
azar) v el enviguecimiento PPl p-valor (indica si los nodos no son aleatorios v

gue &l nimero observado de interocciones es significative) [18].
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Una vez identificadas las proteinos presentes en la corona de los
nonolDH y nanolDH@RES v el ofgen de estos. Mediante la heramiento
bicinformatica STRING [hemamienta de busqueda para la recuperacidn de
genes [/ profeinas interactivas) (hitp: // sting-db.org/) se construyeron las

redes PPl de estas proteings.
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Capitulo 3: nanolDH y nanolDH@Ris

3.1 Introduccion

En los Uifimos afios, ha habido un gron inferés en el desarolo de ruevos
sistemas de odminshacion de famaces wando nanomalendles, esio se debe
principaimente a gue sus coroctenrsticas como tamafio, forma, composicion v
propiedades de superficie se pueden controlar duranie el proceso de sinfesis [1]. La
funcionalidad superficia juegao &l rol mas imporfante, ya que los sifios superficidles de
los nanoportadores de famacos, se pueden unir con gran vanedod de compuesios
y asl otorgar diferentes propiedodes segin los requardmientas [2, 3]. Por gjemplo, se
puaeden unir con determinados ligondos para dor especificidad hacia ol fejido
celuor deseado, con ciertas moksculas que pemmite qua los nanoparfadones sean
sensibles o diferentes estimulos. como termperatura, pH, fuerza idnica, bz, compos
magnéticos, efc. [4-4]. o incluso para mejorar su biocompatibiidad v asl aurmentcr
las fempos de croulacidn en sangre [7].

Especificomente, en los LDHs se ha estudiodo o intercalacion de  varios
farmacos: anfinflamatorics [8], antimicrobianos [7]. anficancengenos (10, 11], enfre
otes [12], o biomoléculass como Acidos rucleicos (13, 14]. Iguamente, se ha
estudiodo la funcionalizacién de su superficie, se han unido diferentes moléculas g
os LDHs como: agentfes de confraste pora hacer estudios de biodefibucion [15],
poiimeros como  acido  pol-fiocticocoglicdico) (PLGA) o ocrdato de
dimefiominoetic DMAEMA pora cumentar ko biocompaoficlidod de  los
nancpotodores (16, 17], también se han funcionalizeds con maéculas parg
producir 1o especificidod hocia determinadas células [18]. Oh v coloboradores
reclizarcn o funcionaizacién con éeide fdlice pora oumentar la infemalzacicn de
los LDMs por célulos furmnorales con sobreexpresion de |os receptores de folalo [19].
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Ademads, se ha reportado ko funcionaizacion con albdming [20, 21], pobocilato [22] v
paliefienglical [23, 24] para mejorar ko estabilidod coloidal de los LDHs.

Tonto ko especificidod hocia tejido dsec |ostecespecificidad), como o
rtemalizacion celuor eficiente de los famacas, son dos dasafics pora &l ralamiente
de enfemmedodes musculcesqueleficas, como la ostecporosis o el cdnoer de hueso.
Se han deefodo voncs agentes terapéuticos para este fin pero la mayoria de ellos
presenton boja o insignificante dsiibucidn especifica en & tefido dseo, ko que resulta
en una alta towcidad v probdemas para el paciente [25). Lo liberocidn sitio-
especifica de estos fdmaocos brindana nanoterapics dsecs mds eficientes v sexguras
|26]. Para esto, s& pretende funciondizor a los nanoportodores con maoléculas que
brinden osfecespeciiicidod como son ks bifosfonatlos [BPs).

Los BPs son una famiia de famocos ompliomente usoda en &l fratamiento de
diversas enfermeciodes que afectan &l sisterna dseo, incluida o osteoparcss,
meidstasis dseq, lo enfermedod de Poget, enfre ofras. Sue  propledades
farmacolbgoos especificas incluyen la coptocion selectiva en tejido dseo v o
supresion de la resorcion dsea mediada por osteoclostos [27, 28], Los BPs son
onalogaos estables del pirofosfato natural, estes confienen dos grupcs fosfonaio
unidcos a un solo atomo de cabone, pora dar una estruciura P-C-P, donde el
carbono central puede ser maodificado por diterentes sustituyentes [ver tabla 3.1).
Cenfro de los bifcefomatos, los onfitesorives mas potentes son aguelos gue
confienen un anile heterociclo nifrogenado como sustifuyente  (por ejemplo,
medronato v zoledronato). La esfuctura cenfral P-C-F as la resporsable de |0 fuerde
cfiniclad de los BPS por el tefdo dseo [29, 3], los atomos de axigenc presentes en los
grupos fosfotos pueden unise smUtaneamente con méds de un sifio de colcio en o
hidromiapatita, mineral consfiluvente del fejido dseo [31].
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Debido a lo alta afnidad qgue presentan los BPs por ko hidrosdapatita, se ha
rtentads conjugaros con s ssternas de adminstracion de famocos v asi bindares
osteoespeciicidod, pora aurmmentar g efectvidad v dismminuir los efectos odversos
gue puedan cawsar estos fratamientas [32]. Bsta estrategia ha sido uliizoda en
sisterncs poliimérncos [33]. en nonoparficulos de fosfote de calcio y nonoparticulas
metaiicas [34]. Denfro de la fomiia de los bifostonotos se encuenta & medronato
{Ris], un bifosfonates de lercera generacion, cuyo potencial de inhibicidn de o
resorcion Seaa es diez veces mavor gue el del cdendronafo o demas BFs de segundao
generacion [31]. Uno de los objetivos especificos de esta tesis doctoral es “sintefzar v
coracteizor nonoporiadores basoados en LDHs [nonolDH) funcionalizodos con Ris
Inanol DHERE] para la administracion sific-especifica en fejidos dsecs”, Previomente
se han reparodo estudios de ko ntercoaiockin de BPs como alendronato [35) v dcido
eficdrdnico [34] en los LDHs. Sin embargo, no se encontd esfudios sobre o
funcioncizockon de los LDHs con BPs,

Tabla 3.1. Estructura guimica de los bifosfonaios v sus respeciivos sustituyentes.

Bifosfonatos | Ry Rz
Clodronate | —CI 1
Efidrcnato | =0OH ~CHs
SR D
W_H_E;w Risedronale | —OH _@Q
¥ .
Estnectura general | Ibomdronato -'-"1"|:-‘~‘-‘Hr—-~PJll

fer eH,

-OH

de [os Bifosforoios el
Alendronato | =0OH | —CH—CH—CH—MH:

—H

ey

Ioledranate

—owl(J
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En la figura 3.1 se presenta lo estuctura del doido nsedrdnico (HsRis*) v sus

equilibrics dcido base. Debido a su naluraleza polipedtico, el Ris puede disociar hosfa
cinco protones o medido gue el pH oumenta, cuoino protones de ios grupos PAOH y
un protén unido al atomo de nirdoeno dal anilo pridinico [37, 31].

pka.= 1.6 pla;ﬂ 2.8
S—
e
LS [ 8

HyRis® H,Ris pkag= 5, 3
pka,= 10,5 phta.,. 6,7
—
Ris* MRty ! HyRis?

Figura 3.1; Estructura guimica y equilionos ocido-bose del risedronato.

Lo rca reaclividod dcoido-base gue posee & RE. ademds de biindor
ostecespecificidod, pemmifina obtenar nonolDH sensibles of pH. Modular | respuesta
frente al pH de los nanoporfadores es una de los estrategics mas ulilizodas en o
vehiculzocion de famacos hacio céluas fumorales,

El pH extracelular de tos tejidos normales, ademds del pH de la sangre
as de 7.4 mientros gue e pH intracelulor es de 7.2, 5in embargo, en 1o
mayona de los lumores gl pH puede varar entre un range de 3.7 a 7.8

dependiendo de la histologia y el volumen del fumor, 3e ha demaostrado gque
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cuando los noanopoardodores se combinan con mecanismos de liberacion
activados por acidez endosomal o lisosomal, estos son mdas eficientes vy

legran superar la resistencio o madifiples farmacos que presentan algunos
tumiores [38, 39].

For lo tanto, ka funcionalizacion con R puede proporciona nanolDH con
espechcidod hacia tumores Gseos,

En esie capitulc, s presenia lo sinfesk de nanoporadores basados en LDH
imanolDH) v su funciondlizocién con Ris  [nonolDHERE) para inducr lo
oslecespeciicidad de los nonoparadores sin alferar su famofo nanometico. Por
una parte, se estudiond lo distrbucion de tamaofios de l0s dispersiones, tonto de los
nonolDH, como los nanolDHERs en diferentes condiciones de relevancia
fisiclogica. Por otra parte, se estudiard lo estabiidad de o funciondizocian frente o ko
desorcion en esios condiciones. Fndimente, se comoborand lo ostecespecificidad
cpe fienen los nanolDHERE por la hidroxicpatita (Hao),
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3.2 Metodologia experimental

3.2.1 Sintesis de nanolDH

Se defterminaron ks condiciones optimos pora preparar nanclDH  de
magnasio y auminig infercalodos con clourn, Con este propdsito, se sintetizaron
LOHs por coprecipitocion a pH constante en diferentes condiciones, de tal manera
gue fuera posble estudior variables de sintesk, tales como la relacidn Malal, el pH vy
la concenfracion de estos cofiones ver fobla 3.2).

Tabla 3.2. Condiciones de sintesis pora preporar nanolDHs.

LDH Mg/Al  pH [AT] (ol /L)
| ¥l | 80 0,2
] 3 80 0.2
[} X1 20 0,2
1 &1 80 0.2
v X1 2.0 0.6

Las condiciones opiimas de sintesis se establecieron en funcidén de lograr: |
una Unica fase de LDH se comprobd mediante diffoccidn de rayos X), b) particulos
monodspersas, con diometro hidrodinamico aparente [d) de arededor de 100 am
[s& comprabd mediante DL v ¢) patencial zeta ) mayores a 30 mV [se comprobd
medionte determinociones de ELS). Los condiciones gue cumplercn <on bos
anfenones especiicacionss son las empleodas en o sintesis general gue se describe
& confinuacion en o figura 3.2
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HaldH

Figura 3.2: Esquama de sinfesis de nanolDH,

Se fornaron 0,11 de una solucidn conteniendo a los cationes metdlicos (MgClz
v AICE v se ogregoron gofta o goto o 0.2 L de una solucion de WNoll 40 M
manteniando el pH corstante por la odicion confrolada de NoOH 2,0 M. La sinfesis
s& redlizo en fiujo confinuo de MNa para evitar ko contaminacién con carbarnatos por
la presencia del CCy de lo atmdsfera. Una vez sinfetizados los LDHs se agitaron las
sUspeEnsiones por una horg, Bl sdlido fue separado del ogua de sinfasis medionie
centifugacion, se lavo dos veces y se dsperso, estos procesos se realzaron con
ogua descarbonatada, La dispersion de LDH se dejo en agitacion toda la noche ¥
s& redizod su moduracion bojo condiciones hidrotemrnales (o B0°C por 146 honos) [40].

Se deferminaron los valores de d v £ de las parficulas en suspensidn durante los
diferentes posos del proceso de sinfess, asi como la composicidn quimica, o
coractenzacion estructural y morfologica de la muestra sdlida final iofilizada,
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3.2.2 Preparacion de nanolDH@Ris

se estudiaron distintas estrateqios paro preporar nanolDH funcionolizados con
Ris; es decir, nanoparticulas con una mdxima adsorcidn y minima intercalocion de
Ris. sin perder su tomafio nanomeéinico (nanolDHERE).

3.2.2.1 Sintesis por coprecipitacion a pH constante

Estar sinfesis se redlizd de acuerdo o procedimienio descripto en el item 3.2.1,
reemploczando ko soiucion de NaCl por una solucian de Be 0,023, 3 determminaran
los valores de d v { v lo compasicion quimica de las particulas cbtenidas [LDH-Ris).

3.2.2.2 Funcionalizacion de nanolDH con Ris

La funcionalzocidn de los nanalDH se redliznd empleando 1o sinfess por
intercamigic anicnico. Para elegr las condiciones adecuadas de sinfesis, primero, se
reqlzo el estudio de |la inferoccion de Be con nanolDH. Con este cbjetivo, se ufiizo
ura disperion de 1.0 g/l de nanolDH con concentraciones crecientes (0,1- 60 mi)
de Ris o pH 9.0 v e equiibrd durante 24 horos, La dispersidn resultante se centrifugd v
fitrd, B sobrenodante se ufilizd pora determinar ko concentracidn de Ris libre
medionte especirofctometno UV-VE o 282 nrny por diferencia calculor lo cantidad
de Ris incompoarads (M of g). Asimisrmio, se determinoron |08 valores de d y { de las
porficulcs en suspension. Finalmente, una parfe de las muesings fueron bofilizodos
pora ablener 1o patrones de DREX,

De ocuerdo a los resullados del expermento anterdor, 52 eligieron kos
condiciones opfimas pora realizar la funcionalizocion: se agregs 0.1 L de solucion de
Ris [0.0218 a pH 2.0) a 1,01 de dispesion de nanclDH |57 gil) v se equiibrd durante
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24 horcs, Finalmente, se deferming o composicion quimica v se redizd la
caractenzacion estuctural, mordoldgica e nterfacia de la muestra nal ver figura
3.3 [41].

narad DA
nannpoet arins
funcimaiaedo

Agura 3.3: EBsquera de preparacion de nanclDHERE.
3.2.3 Caracterizacion

Lo caracteraocion guimica, estuctwd, morfclogica e interfackd de les
nanoportadones se realizs como se describe en &l copitulo 2

3.2 4 Estabilidad de la funcionalizocion y tamano en condiciones

de relevancia fisiologica

3e determing la estobilidod de la funcionalizocion, medionte el estudio de Io
desorcion de Rs adsorbido sobre nonolDHE@RE g diferenies condcionss de
concenfracién de los nanoporadores funcionalizados, la fuerza idnica v & pH, Para
estos expenmentos, se determing el porcentgie de Re desorbido (% Ris) mediante
espectofotometia UV-Vis, emplecndo la ecuacion 3.1,
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P
WRis = fﬁﬂﬁ £ 100 [3.1]
kls od

Donde Mewas &5 1o confidod de Bi, expresoda en molandaod, presente en los
nanolDHERE inicialmente y Medes 8% lo diferencic enfré Mesad: ¥ Meseq ko canfidod
de RE presents en &l sobrenodante después de equiibrar los nanolDHERE en cada
condicidn, Es decir.

Mﬂ'.u..d::' = Mpisaas — Mﬂu.rq' [32]

Ademds, se determinaron los valores de d v de { de las dispersiones tanto de
los rinalDHE como os ronolDHERE en estos condiciones.

3.2.4.1 Efecto de la concenfracion

e estudid el efecto de la concentfrocion de s nonclDHERE sobre o
estaiolidod de la funcionalizacion. Ademas, s& evaud &l efecks de la concentracion
en los tamanos y potenciales 2eta de los dispesiones tanto de los nanolDH como los
nanolDHERs. S redizoron diucione: en ogua de o dispersionas de nanallH y
nonolLDHERs (3 g/l hasta 0,05 gfl). Despuss de equiibrar toda la noche se
determing & pH vy 108 valones de d, £y Mesge. expresado como RS,

3.2.4.2 Efecto de la fuerza iénica

Se evalud el efecto de la incomporacidn de elecioltos como &l Na* v Clen el
medic de ios nonolDHERE sobre lo establidad de la funcionalzocidn. Ademds, se
evalud el efecto en los valores de d v £ de o5 dsperiones tanlo de los ranolDH
coma los nanolDHERS. Se ufilzoron dispenionss 1,0 g/L de nonolDH v nanolDHERE
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con cencenbracionas crecientes da NaCl [0 - 250 mM). Despuas de equilibrar foda ka
noche se defermind & pH v los valores de d, © v Mewss, expresodo como %RE.

3.2.4.3 Efecto del pH

Porg estudiar el efecio del pH sobre la estabilidad de la funcionalzacion y an
los valores de d vy { de las dispersionas tanta de los nonolDH coma 1os nanclDHERE
sa recizoron dos expenmentos,

For una parde, & evalud el comportamiento de la funcionalzacion de los
nonolDHERE frente o pH. S5e realizoron dispersiones 1.0 g/l de nonolDH v
nanolDHERE con concentrociones crecientes de HCl (0 - 40 mM). Después de
equiibrar toda la noche, se determing &l pH v los valores de d, £ Y Mesdes, EXDresaso
coma %Ris.

Por otra parte, s& estudic la estabiicad de la funcionalzacion a valores de pH
de refevancia fisoldgica mediante cinéficas de desorcian en buffer fosfato [pH 7.4) v
buffer acetato ipH 4.7). B pimer madio se uliizd con &l fin de reproducir &f pH del
plasrma sanguinen en presencia de iones fosfalo, un anidn con una aita ofinidad por
los LDH [42]. B segundo medio prasanta un pH Gcido que se ha asociado al pH de
los organelas de kas celulas, como &l endosoma tardio, lisosoma v mitocondnia [43].
a2 emplearon dispersiones de 0.5 g/l de nanolDHZRE en buffer fosfoio (0SS M apH
7 4] v buffer acetalo (005 M a pH 4,7, s& dejoron en agitocién por 8 horas, Coda
cierto iempo se sacaron muesias que se cenfrifugaron v filiraron para detemminar la
contidod de Re desorbido en funcidn del fiempa.
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3.2.5 Especificidad por hidroxiapatita

Para evauar la especificidad que fienen loe nonolDHERE por ko Hop, se
detemmind la capacidod de unidn de los nonclDHER con kos iones Ca?, ya sea en
solucion o como parte de la Hap.

En pimer higar se ufiizd una dspersion 1.0 g/l de nonolDHERE con
concenfraciones crecientes de CaCl [(0-3 m) a pH 9.0, Después de equibrar por
24 horos se determing el pH y los volores de d, Yy Mekge, expresodo coma TRk

En segundo lugar, se evaud la afinidad de los nanclDH v los nonolDHER! por
o Hop. realzaondo medidos continuas de streaming potentfial, Pimero, se detemming
el valor gde { de la Hap, Con este propdsito, se infercdald Hap en polvo entre das
membranas, ufiizondo uno sclucion de KCI 0.5 M como eleciroliito de medida.
Fosteromnente, se hicieron posar depersiones de nanolDH v nanalDHERE de 1.0 g/l
o fravés de la muesira de Hop v se midieron los comespondientes valores de £

Fncimente, se fomaron micrografics SEM de la Hop en contacto con los
nanolDH v los nonolDHERES. Para esto, se prepararon tres pasfilas de Hop, por
compresion, Uno de eflas, se sumergid en una dspersidn de 1.0 o/l de nanolDH y
ofra en una dispersion de 1.0 g/l de nonolDHERS. luego de 10 segundos de
inmeson, se refroron de los dsperiones v se iavoron cuidadosomeante, Lo lercerng

pastilla de Hap se resernd coma referencia.
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3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Sintesis de nanolDH

Se gntefiwaron LDHs por coprecipitacion o pH constante a los diferentas
condicionas indicadas en lo tabla 3.2 |LDH V). En la tabla 3.3 se presentan los
valores medicdos de d v { de esfos depesiones, antes vy despuss del rotamiento
hidrotemnal [TH].

Tabla 3.3. Valores de d, € e indice de polidspersidad [P} determinados con ks LDHs
gntefzodos en las diferentes condiciones, anfes v después del fratamiento
hidrotemmal [TH].

Sin rofomiento TH Con fralamiento TH

] [2£1)x 108 1.0 14+2 10941 0,1 4543
i [722) %108 1.9 1322 REEY 0) 5744
[Tl (7+2)x10° 2.5 12+ 4 100+ | 02 35t
R (44 1)x108 1.7 1645 12241 04 5815
v (I5£1)x 108 4.4 & %8 37 £ 2100 Q5 52+

Se puede observar gue los LDHs sinfetizodos a los diferentes condiciones sufren
un cambio drastico en los valores de d v { luego de realizor &l proceso TH. Los valones
de d dsminuyen desde el orden de los micras a valores enfre los 100 y 300 nm.
Ademds, s cbserva gque e indice de polidspenidod (LP] y los volores
comespondientes a las incertezas fambién disminuye. Mientros, gue los vaores de £
aumeantan desde los 10/15 mv hasta valores airededor de los 50mVy.
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Basicameante, durante el TH o proceso de madurackbn, lo gque ocurre es la
disolucion de |los LDHs amorfos, luego se forman nuesvamente con ung
estructura cristaling mas definida grocias a las condiciones de presion y
termperatura, esto evita lo aglomeracion de las particulos. Ademads, e TH
pemite al crecimiento individual de los crisfales, mienfras gue los caticnes
metalicos (Mg y Al#] se distribuyen de manera mas uniforme en las [dminas,
dondo lvgar o LDHs con estuctura mas cristoling ¥y con mayor carga
superficial, Por lo tanto, la repulsion elecirestatica entre las porticulas de LDH
es mayor, o gque impide la aglomeraciaon, disminuye lo polidispersidad v

manfiene la suspension estable. [44]
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Figura 3.4: Difractogramas de rayos X de las muestras de LDHs sinfetizados o los
diferantes condicionas [I-v] (A) anles v (B] después del fratomiento hidrotermal
(TH), ¥ fate no deseada de MgAlz[OH|e.
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En i figura 3.4 se muestran los diffacfogramos de rayos X anles v despues del
TH de estos solidos. Los difactogramos presentan las seficles caracleristicas
para los LDHs [45]). Los picos de menor anguio ¥y moyor intensidod
comesponden a las reflexiones amonicas de los plongs (003), [0048) v [012). La
reflexion corespondiente al plano [110) se presenta @ mayor dngulo y con
menor intensidad. Sin embaorgo, en los diffactogramas corespondientes a los
LEHs | [antes del TH) v los LDHs Il y IV [después del TH), se observa la presencia
de otra fase no deseado de MgAllOH]e, un hidroxido doble sin estructura
laminar (identificade con Yen el difracio grama),

A partir de estos resulfados, se encontid que para obtener una Unica fose de
ranallDH de tamafio adecuado, la sinfess por coprecipiiacion se debe redizar o pH
2.0. con una relacion 31 de Mg/Al v lo concentracion de Al* debe ser 0.2 M [LDH Il
ver tabla 3.2). B pH se debe gjustar o un valer de pH donde la precipitacion de
MGIOH]z se haya complelado. De lo confranic, la disclucidn parcial de Mg[OH)z
durante los posos de lovado v moaduracién cousa la formacion de la fase de
M@AlZ{CH)s [46].

Asi mismo, como muestra la figura 3.5, poara lograr poriculas monodispersas
con famafos de oprodmadomeante 100 nm, &5 necasaro regizor 2 lavodos con
agua, con el fin de disminur el exceso de NoCl producto de lo sintesk, Lo presencia
de MNaoCl oumenta la fuerza ionica del medio, lo que produce ko dsminucion del
aspesor de 0 doble capa eléchica vy 1o compersacion de las cargos que conduce
a un aumento de lo aglomeracion de las particulcs, lo gue se ve reflefodo en ka
disminucian del valor da £ [47].
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Figura 3.5: Distibucion de tamafio v valores de { durante los diferentes posos dela
sintess de nanclDH (LD Il

Como s& ve an lg figura 3.5 los valores de d de los LDHs disminuyeron
corsiderablemeante luego del TH, En comnsecuencia, para aobltener nanolDHs
resulta necesanio, ademds de realizor lovados, someter los LDHs a un process

de maduracion.

Por ora pare, el potencial zefo es una maner efective de monitorear &
comporamiento de ko suspensicn coloidal. Ya que puede dor uno idea de lo carga
de la pardicula v las ueras de repukion enfre las coloides [48]. B ordenamiento gue
se produce en las ihminags de LDH despues del TH, produce un manyar nomerns de
cargas en ks bordes, 1o gue se ve refliejaodo en el aumento del valor de £ (400 + 1
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mv]. De este modo, s& genera moyor repukicn enfre los parficulos y se logran
suspersiones con alta estabiidod coloidal. Incluse despues de un afig, se redizaron
medidas de d v £ y sus vadores se mantienen drededor de 100 nm y 40 mV,
respeciivomente,

3.3.2 Preparacion de nanolDHERIs
3.3.2.15intesis por coprecipitacion a pH constante

Mediante |a sinless por coprecipitacion a pH constante, se obtuvo LDH
ntercolado con Ris [LDH-Ris), que se ufizo como muestra de referencia en cuanio o
composicion y estructura con respecto a un LDH con Ris adsorbico (nonolDHERIS).

Por este método de sinfess el Bis ocupa el espacio merdaminar v e objetivo e
la funciondizacion de los nonolDH, es decir que, el Ris ocupe la superfice de los
nanolDH y el espacio infedamingr esté ocupado por el famoco gue se desee
lioerar,
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3.3.2.2 Funcionalizacion de nanolDH con Ris

Las condicionss opfimas para funcicnalzar nanolDH se cbiuvierocn mediante

&l estudiode la inferaccién de Bis con o nanolDH va famados,
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Figura 3.&: |A) Incorporacion de Ris a los nanolDH. Adsorcion de B [Tr) sobre

normolDH en funcion de la conocentrocion en equiibnio de Fis [Risles. (Bl enelejedela

rquierda { [cuadros) v en &l sje de la derecha d (circules) en funcidn de e v [C)

patrones de DREX de muesias o diferentes valores de Mk,
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Se determning la cantidod de Fis mcomorado en funcion de su concenfrocion
an equilibrio [[Risleg). como s muesia en ia iigura 3.6 A, Ademas, s& determinaran
los valores de d v £ [figura 3.4 B) v los pafrones de DRX (figura 3.4 C) o medida que se
incorpora Bis enlos nanolDH.

Fara la incorparocion de Ris en los nanolDH, s2 observa un marcado
rcremento en M 0 bopas [l Bste comportamienta indica una dta adsorcion de
Eis sobre los nanolDH, ¥ en consecuencia, una gron afinidod det onicn por o
superficie de los nanolDH. Para valores de My enfre 0.3 mmolfg v 0.6 mmol/g se
presenta und disminucion de la pendienie. Fnalmente, para wolores de e = 08
mmiolfg se aconza un platedy, o gue ndica que se produce ko saturacion de ka
superficie, por lo que el RE se incormpora enfre las kaminas de nanolDH (figura 3.4 A).

Por ofra porte, los patronas de DRX (gura 3.6 C| muestran los picos (O0),
comespondientes o una fose de LDH infercolada con iones clonurg, bien defimidos v
con infersdod smilar hasta lNes arededor de 0.3 mmol/g. 50 embargo, o infensicod
de |as sefaes deminuye para valores mas altos de M.

Por Ultimo, el incremento de M produce cambios fanto en los valores de d
como en los de ¢ (figura 3.4 B). A medda que aumenta Ne hasta 0,3 mmol/g, se
observa una dsminucion confinua en los valores de { [de 40 o -40 mVY) ¥y luego se
alcanza un valor constante, A su vez kos valores de d aumentan desde 100 nm
{nanolDH) hasta unos pocos um para N < 0.3 mmal/g v dsminuyen hasta su valor
inicial pora moyores N

A partr del estudio de inleraccidn de Fis con s nanolDH, se puede deducr
gue a bojos concentracionas de R se puede presentor o intercolacidn, sin
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embxargo, se favorece ko odsorcion de Ris sobee los nonolDH, yva que, el Ris presente
s@ incompaor faclmente a la superfice de bos nanclDH.

Para valores de Me> 0.3 mmal/g la repulsion eleckrostatica entre los aniones Ris
presentas en ko superficie incrementa v se ve fovorecido o infercalacidn entre ke
larmings de nanolDH. Este hecho se ve refleiodo en la disminucion de la intensidod
del pico (00). Ademds, disminuye lo pendiente de Ne v, [Rilegy NG vanian 108 valores
del,

= +a0 £ 1mV = nanolDH
= -G%1mV LOH-RIS
= -4 = 1mV = nanolDHERis
—
]
=
=
W
:
10 100 1000 10000 100000 1000000
d (nm)
Figura 3.7: Disfribucian de tamafo y vaores de £ de nanoLDH, naonolDHEEE v LDH-
Rlis.
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En la figura 3.7 se presentan los dishibuciones de foamanios v los valores de

comespondientes a los rnonolDH, nanolDH@RE [funcionalzado) y LDH-RE
[intercalado).

Se puede decr que. poa lograor ko funcionolizocidn sin perder las
caracterdticas de los nanclDH, esto se debe redizar de tal formao gue se presente lo
mdéedma adsorcidn vy la minima intercalacdn de BE. Las condiciones opfimaos
enconfrados tueron para vaores de [ = 0.4 mmolfg. Donde s noanolDHERE
presenion tamanio smilar g kos nanolDH, arededordelos 10 nmy {=-40+ 1 mV.

3.3.3 Caracterizacion

Una vez obtenicdos fonto los nonolDH como los nonolDHERE, sa ufilzaron
diversas técnicas para reglizar el estudio comparative de su composicion, estructurg
y morfohogia,

S& realzd el estudio de la muestra LDH-RE, usoda a modo de referencia vy ol
comparar ia diferencia enfre un LDH con su superficie funcionaizoda (nonolDHERS)
¥ Uno con &l arion mayorntanamente intercalado [LDH-Ris).

Medionte especioscopia Raman s loord identiicar y coractenzor lo especie
adsorbida en los nanolDHERIs. Con este fin, como se muesia en la figuro 38, se
detemminaron os bondos coractensficos asociodos o Ris ibre vy al B presente en los
LOHs. Para el prmer caso, s tomaron los espechos del famaco comercial
(nsedronato sédico hemipentahidratado) a distintos valores de pH. Por ofro lodo, se
tormaron los espectros de LDH-Ris y de nonolDHERE,
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Los espactos de 05 especies HaRis (pH 4,2) v HRis* (pH %.0), representodos en
la figura 3.8 como la sal MaHRE v Na:HRis respeciivametne, presentan o bandas
coractenshcas de los gupos tosfonatos en el intervalo de 850-1000 cme! v 1150- 1250
ot [49].

ii!- nanolLDHERIs
1 i B
g2 M . -
EI LOH-Ris
- 3 A § 3
3 5.
g !E Ma HRis
§ E s M e =
5 NaH, Ris
=8
BE g g §
remncl DH
1200 1000 BOO

Corrimiento Raman [l:m"l

Agura 3.8: Bspecios Ramaon de las sales de isedronato, nanclDH y nanolDHERs.

Paora el especho de lo espece MNoHFs se observan los bandas
comespondientes a los grupes fosfonates a 841 cmt, 938 o, 937 emy!, 1196 ot y
1222 crm! [49]. Estas bandas presentan un comimiento en [os espectras fanto de lo
especie MosHRE como de nanolDHERE y LOH-Es. Por un lodo, ocume o
deprotonacion de los gupos P-OH o pH 9.0 Por ofra parte. alguna/s de lafs
espacia/t anionica/s de Re inferacciona/n con las kaminas de estos sdlicios,

Sin embargo, la diferencia mas morcoda enfre 1os espechos se observa an o
region ce 1000-1100 cmy', donde se encuentran los bandas caraciensticas del andlo
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pricinico [50][51]. B espectra de o especie NaH:Ris presenta dos bandas intersas o
1057 co! w 1028 cnv!, asociadas a lo deformacion del anile piidinico, la pimera
mE infernsa que la segundo. Para &l especto de la especie NosHRiE se observa un
desplozamiento. de st bondos o 1054 ory! vy 1089 cml, respeclivarnente.
Ademas, la intensidod de estas bondas e invierte, lo gue sugiere un cambio a nivel
etfructural del Bis en funcidn del pH de la solucidn, pasiblemante ocasionado como
consecuencia de ka pérdida del protin ubicadae en N del anille géiidinico,

El espechro de nanolDH no presenta bondes coroctersficas en la region
especird estudiodo. Por & conirano, los espactros de nanolDREEE v LDH-Kis fisaron
smilares o especho de la especie NaHRE, o gue indica gue este el anidn HRis*
inferaciia con los LDHs, Es importante recordar que este anién [figura 3.1) es ka
especie presente en loe condiciones de funcionalizocion de los nonolDH v de la
sintess de LDH-Ris (pH 2,01,

Por ofra parte se redizd e ondlis fermogrovimético de los
nanoportadores, los nonolDH y los nonclDH@RE. Las curvas de TGA, fueron de
utiidad pora determinar la composicion de las musstras, mientras que los cunvas de
OTA se emplecron pora identificar los procesos mvolucrados en ko degradacidn
termica de los nonolDH v los nonolDH@RS, estos resultodos se muestran a

contiruacian en la figura 3.9.
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Figura 3.%: Curvas de TGA/DTA corespandientes alos nanolDH v nonolDHERS.

Las curvas de los nanolDH v los nonolDHEREs (figura 3.9), mosiraron los
tres procesos principales involucrados en la degradacion térmica de los LDH,

deshidratacion, deshidroxilacion y descomposicion del anidn [52].

En el coaso de los nonolDH, s& observd una pérdicda de masa 1otal de
55% al calentar hasta 800 ° C. En las curvas TGA/DTA se exhibid el proceso de
deshidratacién hasta los 200°C aproximadamente, con un pico asociado o
un efecto endotérmico cenfrado en los 1153°C, Mientras que. la pérdida de
peso debida a la deshidroxilacien vy lo descompesicien del anién se produjo
entre os 300°C v los 450°C., donde el pico principal se registrd alrededor de los
400°C v fue de coracter endotérmico, Estos procesos también se obsarvaron
en las curvas comaspondientes para los nanolDHERIs, sin embargo s& observo
un pico adicional, centrado en los 492°C aproximadaomente, de caracter

exotermico, esté pico se designd a la descompaosicidn del Ris presente en la
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superficie de los nonolDHEE. Por su parte, lo perdida de masa total de los

nanolDHERs fue de 58% al calentar hasta 800 ° C.,

Empleando un conjunto de técnicos como el andlisi elemental de C v N, o
especirometia de absorcidn atdmica, andlisis fermogravimetrico v espectoscopia
ultravicleta visible, se logrd determinar la compaosician guimica de las diferentes
rmiuvestras, estos resultados se recopilan en la tabla 3.4, A paortir de estos resultodos v o
fdrmuia general de los LDOHs se establecid ung formula gquimica para los diferentes
LDHs oblenidos.

Tabla 3.4. Andliss quimico vy elemental de los LDHs.

7oMg Al Mg/Al RC TN T HO Formula Guimica
nanolDH [N IS N 134 MoomAom {OH)2Cl- 059 HIO

nanolC 196 90 24 47 046 146 MoonAsOHERSkeClux 076 HIO

198 A 3F [ S e Mo Ak OH{RIS) 0 032 MO

Lo capocidod de intercambic anidnico [Cla), es decir, lo confidod de
aniones gque & puede incoparar medionte interaccion electrostatica a los LDHs,
estd doda por el cafion fivalente (en este coso &l Al) y &l exceso de carga posifiva
Que este genera en los laminas de LDH [53]. La fémmula quirmica de los nanolDH se
cdculd bajo la simplificacion gue los iones Cr estan ocupondo e 100% de los stios
posibles en el nonolDH. Se espera que por cada mol de AR, se incompore un mol de
Cral tener sdlo una carga negafiva, Por ofra parte, se espera gque por coda mol de
AP se incorpore 0,33 mol de HRE* al presentar fres cargas negativas, s ocupara el
1007 da los sifios infercarmbialles de las nanolDH. Sin embargo, 52 obsernvo gue en el
coso de oz nanclDHERS & HRis* s0lo ocupa & 41% de esfos stios. B resfo se supone
ocupado ya sea poriones Cl o iones COs?, como lo indican los espectros de IR [sa
presentan mds adelonte en la figua 310). B COs* puede intercalarse enfre los
laminas en pequefics cantidodes producto del COx; de la atmésfera,
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Para &f LDH-Ris se enconfrd que el HRis* s presenta en exceso ya que ocupo

el | 25% de kos sifics infercombiobles. Ademds, el valor negofive de £ para el LDH-Ris
indhca gue este anidn se uica fanfo en el espacio intedaminar coma en la superficie

del sdlido. Este exceso puede debemse o interacciones diferentes o los
alectrostabicas, como fuemas de Van der Woals o puentes de hidrogeno, Asimismo,
la conficod de agua en & LDH-Ris es menor que en los nanolDHERs, debido a gque
el HRis* estd en moayor proporcion, ocupa gran pate del espacio intadaminc v
desplaza alo modculas de agua.

La incomparacion del anidn en los LDHs puede dore tanto por la adsorcidn
como por la infercaocion del anidn. En aeste esfudio con B v en ofros estudios con
diferentes anioneas, se ha encontrado qua cerca del 2056 de o ClA corasponce alos
sifics que e encuentran en kb superficie de los nanclDH [22]. En base a lo
COMmposcion quimica y a los valores de £ medido para los nanalDH@RE v LDH-RE, e
verficd gue ko incomporaciin del HRs* se da fonto por adsorcion como por
irtercalacion en el caso de LDH-RE. Mientras gue para o8 nanolDHERE sdlo se
produce und minima infercalocicn de este anion, delondo sifios lbres que pusden
ser ooupados por ofro anidn (por ejlemplo, el famMmoco que se desea vehiculzar).,

Por ohra parte, los difractogramas pemitieron determinar la presencio
de fases de LOH vy los parametros de celda unidad de las mismaos. La mayoria
de los LDHs naturales v sintélicos presentan un sistema cristalinge con celda
unidod de geometria hexagonal & romboédrico, sus parametros de celda
sona = bic, = =907 y=120° [45].

Los LDHs presentan difroctogramos caracteristicos, donde las
reflexones de menor Gnguloe (28] comesponden a |of indices de Miller (D0},

estos brindan informaocion del parametro de celda unidad ¢, corespondiente
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a la distancia entre las ldming: paralelos gue conforman la celdao unidad. Lo
intercalacicn de aniones de gran tamafio en los LOH, hace desplarar estas
reflexiones o menores dngulos, Por otra parte, los indices de Miller (hkQ) se
presentan a reflexiones de mayor angulo v brindan informacion  del
pardmetro de celda o, que se refiere a la distancio entre los cationes
metdlicos denfro de la misma lamina [54]. Ademds, mediante el perfil de los
picos presentes en los difractogramas se puade oblener informacion de la
cristalinidod del sdlido. En general |os sdlidos cristalings exhiben una estructura
bien definida con olta pericdicidad, dando como resultado difractogramas
con picos muy aestrechos vy de alta intensidad.

Er o figura 3.10 se presentan los diffactogramas de raves X para los nanalDH
v nanolDHERE que presentan los seficles caroctersticas para los LDHs [45]. Lo
presencia de picos intersos v bien definidos en los reflexiones  ammdnicas
comespondientes a los planos (003), [004) v (012) es evidencia de la crstainidod de
estos sdlidas, Los nonclDHERE presenion picos menos definidos gue los nanolDH,
comoborando asi gue este solido perdic un poco de oistaindad al incorporase &l
anidn orgarico. Ble esullads concuerda con &l esiudio de inferoccion realzodo
antericmnente (figura 3.4. C). a mayor incorporacion de HRis* se dsminuye o
cristaliniciod de la muestro,
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Figura 3.10: Difractogramas de rayos X de ranolDH y nanolDHERTS, 1os picos
idenfificados con %) perfenecen d aluminio del porta muestras.

Sin embargo, se siguen manteniendo las caractenticos de los nanolDH puaes
no se presenta desplazamientos de los picos, ni cuments del espacio infedaminar, ni
ningun camibic en kot parameinos de celda (fabla 3.5), uego de la incorporacion del
HRis*,
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Tabla 3.5. Parameiros de celdo para los nanoportadonas.

Angulc20 Planode d(A) afA) cfA)

reflexién
2z 003 7,267 21,801
24 QOé 3812 22872
&2 o 1,508 3014

En ko figura 3.11 se presentan los espechios inframojo pora los nanolDH

nanolDHERs. Estos espectros son muy similares, presentan los bandas caractersticas
de los LDHs [55].

nanoLDH@ERIs
HI" f- %r m"ilr.x“k

-4 (- =8I \N
%l N
2| ® 2
E
5 nanolDH
o
4000 TR0 2400 1800 800

Namero deonda  (cm™ 1)

Fgura 3.11: EBspecios inframojo para los nanolDH y namolDHEES.

125



o .;..-+ E Capitulo 3

En estos especircs se observa una bando ancha e intenso a 3478 cm!
corespondiente a los medos vibracionales de los gupos OH presentes. tanto en los
laminas de LDH, como en las molécuas de agua inferdamingr [56]. Asimismo, e
observa una banda de mencr infensidod a 1445 cny!, debido al modo de flexddn del
ogua [34]. Lo presencia de cabonato como impureza, s2 confima por la fuere
banda observada a 1371 cm' y lo débil banda a 451 cmy!, atibuida a vibraciones
simeticas de estiromients del enlace O-C-0 del cabonato. Por lo generd, en g
sinfesis de este fipo de sdlidos siempre sa presenta la incoporaciin de pequeiics
carfidodes de CO=*, debido o gque s un anidn gue presenta una alta afinidad por
Ios lamince v 22 encuenfra deponible en el aomibiente [14], Los bondas de intensidod
media, presentes en karegion de menor longitud de onda |enfre 1000 cmr! y 425 cmy
N, se deben g las vibracones M-0O vy o las fledores M-DH en kas kKaminas de los LDH
[57]. Los miodios vibrocionales de la red resuitantes de los enlaces ALO f Mg-0 / O-Al-
O/ O-MgO se observan en 4446 cm!, 431 em! y &51 !, Ofres bandos de
absorcion aparecen en 431 cm, 580 cm, 750 cm y 940 cmy! vy se asignaron o
movimnientos rotacionales de Mg / AHOH vy AROH. Enfre 400 cm! y 580 o' se
observa la deformacion de ALOH, ALCl v las vibraciones de esframiento de ACH/
MgCl se observan en 625400 cr' [57).

Mediante microscopia slectdnica de bamido (SEM), se comobord 1o
morfologio de los mueshkas obienidos. En ko figura 3.12 se presentan ks magenes
SEM de loe nanolDH v nonolDHERIE, 5u forma es de ldmings hexagonalas, con
tamanios menores a kos 200nm. Sin embarge, se oprecia que los [amings de los
nonolDHERE son menaos regulares y con bordes menos defirdos que o de los
nanolDH,
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Figura 3.12: Imagenses SEM de nanolDH v nanolLDH@Es.

Estos cambics =& deben o que esia muesina es menos cristalino, o gue
concuerda con los resuttodos de DRX. La morfalogio hexagonal, encontrada para
Ios nanolDH v nanclDHERES, s simdar a la informoda por ofrcs autcres para LDHs

ntercalodos con el armon CF [58]

3.3.4 Estabilidad de la funcionalizacion y tamano en condiciones

de relevancia fisiclogica.

3.3.4.1 Efecto de loa concentracion

Los LDHs se ven afectodos por eguilibrios de sclubiidad. 5ila concentracion de
los LDHs es muy boja podrian disclvarse v perder su estructura karminar, Bs imporanie

saber hasta gue concantacion e pueden diuir ks suspensiones de |os nanolDH v
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nanoLDHERS, sn perder su funcionaleocion, tamano nanoméefico v esfruchaa de
LOH.

En la figura 313 A se presenta la desorcién de Ris presente en los nanol DHERIs
en funcion de la concentracion de kos nonclDHERS. Lo varocion de los valores de £
v d o estos condiciones se muestran en la figura 3. 138 v C, respeciivamente,

W ranolDH @ rl.lrmLDI-IEth:

16000
100 fsa M )
K £
N ] o a [ |
o 100
- ED
= Bj
# gl 30 mn" - 2
Z ot
¥ L ]
FUE & -30 " L &
ik & il + T
. i} s & o 1 3 3
i 1 k3 3 LIOH [giL)

LOH giL)
Fgura 3.13: (A) Desorcitn de R, (B) potencial 2eta () y (C) didmetro hidrodinamico
aparents {d) para nanolDH y nancl DHERE en funcion de la concenfracidan de
esfos nonaporadonss,

Como se coeerva en la figura 3,13 A, se porle de una concenfracion de 30
a/L de los dspersiones tonto de nanolDH como de nonolDHERE v o diEminur ko
concenfracion de los nonolDHERS la desorcion de la funclondlizacidn fue minima,
hosta concenfraciones de 0.5 g/l se presentd una desorcién menor ol 20% de Ris
adstrbido en los nonolDHERE. A concenfraciones mas bajes de nanolDHERE, o
funcionalzacion se desorbid completamenta,
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Asi memo, se observd gue los valores de d y { tanto de los nanolDH, como los
nanolDHERs. salo se ven afectodos a bajas concentracionss,

Por una parte, se observd gue los valores de { medidos para los nanolDH se
manfizgnan constantes hosto concentracionas de 0.5 gl B punto soeléctico wa
presentd a una concenfracion de 0,1 g/l v poro concentrociones menares los
valores de £ fueron negativas. Produciendo o formacion de agregados, con valores
de d drededor de los um, o concentraciones < 0.5 g/L.

Por ofra parte, se observs que los valores de § medidos para los nanolDH@RE
no presentaron un cambio fan drastico, su valor combic de -30.0 a -200 mY. Sin
emborgo, s obsend la formacicn de agregados con valores de d alrededor de los
Hm, a concenfraciones <0.2 g/l

Este aumento an los valore: de d se debe o la dsolucidn de |os minas v an
consecuencia o pérdida de o naturolezo LOH; formando AHCH)ay v MglOH) .
productos de ko dsolucion. Los hidrdedos de Mg prasentan una alta solublidad en
agua (Kps = &xI10 %) mienfras que los hidrdxidos de aluminic no son muy solubles
(Kps = 3x 1034 [59, &0).

Segun jos resultados obfenidos, =& puede decir que el Ris adsorbido en los
ranolDH lombien aston coma profecior ante la disslucidn de |os KBminos. Ya gue
los nanolDHERE presentaron moyor esfoblidod gue los nonolDH. Lo minima
concenfrocidn en que se logrd lensr nonolDH funclionaizados dEpenos en aoud
fue 0.5a/L.
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3.3.4.2 Efecto de la fuerza idnica

Lo fuerzo idnica es e pinciod foctor que aofecta la estabilidod coloidal, yo
aue d aumentar la concentracidn de electalitos ia doble capa eléchica se hace
s pequeno. En consecuencio, la fuerza de atraccidén entre los parficulas aumanic
y enden o ogregarse [&1], Por afra parte, la funcionalzacion puede intercambiarse
con aniones del medio, 5 su afinidod por los nanolDH es mayor que 1o del B,

En la figura 2.14A se preserta lo descrcion de Ris presenie en los nanolDHERS
en funcidn de o fuerza Wnica. Lo vanocion de los valores de £ vy d o estos
cordiciones s2 muesiran en la figura 3.14 B v C respectvamente.

100 ot W nanolDe L] nmfﬂﬂ&
| A) ® $ o
]
80 - -
o
£1 o= ®
(]
g 10 _
L51]
40 - E)
J N = » " L | ]
i
aohsh A A0S > ¢ "
.r A0 a 8 &0 88 a
b7 T T £4 1 : -
0 50 100 150 ZDD 250 300 i 100 200 300
HaCl (mM) NeCi (m)

Figura 3.14: [a] Desorcidn de B, (B) potencial 2eta () v (C) didmetro hidrodinamico
aparente (d) para nanolDH y nanclDHERE en funcidn del [NaCl],
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Como se obsena en lo figura 314 A, o cumentar o fuerza iénico del medio
de los nonolDHERE o desorcion de la funcionalizocidén fue minima. Incluso para
valores altos de fuemo idnica [MaCl] = 250 mM la desorcion no superd el 25 % de Ri.
Cabe resaltar gue la fuera ibnica an al pigsma sanguined s de 1.30 mk [42].

Asi mmo, se observd gue los valores de d y { comespondientes a los nanclDH
se vieron fueremente ofectodos por e cumenfo de lo fuerza iGnico. B caso
confranc ocumo para los valores de d y { comespondientes a los nanclDHERE, estos
preseniaron una minima vonocion o aumentar i fuerza idnica.

Por una paorte, para los nanolDH se observd que o medida gue e
oumentaba la fuera iGnico los volores de § disminuion hosta alconzor vaolores
cercancs a 00 mV. En comsecuencia los valores de d aumentaron, es decrir, 58
favorecid la fomacion de oagregadas, incluso para valores de fuerra idnica
relafivarmente baojos, a [NaCl] = 75 mM, se observaron valores de d alededor de |os
L,

Por ofra porte, para los nonolDHERS los valores de { se mantuvieron en
vaolores cercancs a -300 mV a los diferentes concentraciones de fuerza idnica. Solo
52 presentt un pegueno oumento de los valores de d, el cual pasd de 120 a 300 nm.
cuando la fuerza idnica fue de [NaCl] = 250mM, gue comesponde a un vaor de
fuerza idnica mas aio del comaspondiante a al plasmo sanguineo,

Los resultades oblenidos indican que el Ri esta fuertemente adsorbiclo solore
los nanolDH. Lo pocao vanacion de los valores de £ v 1o bajo desorcion de Ris,
dermusasiran que la funciondizacion obtenida serda altfamente estable frente ala dia
fuerzo ionica presente en &l ploema sanguineo.
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3.3.4.3 Efecto del pH

La tuncionalizacion con Ris, al presentar una olta reactividad acido
bose. cademds de poder ser osteocespecifica, podria brindar nanolDH
responsivos d los combios de pH. Debido o esto se evalud el comporiamiento

de |la funcionalizacion de los nancLDHER s frente al pH.

En la figura 3.15 A se presenta el consumo de profones por parde de los
nonolDH v nonolDHE@EEE, odemds de o desorcion de Eis presenie en los
nonolDHERis en funcion del pH, Lo variacion de kos valores de  y d en eshas
condiciones se muestran en la figura 3.15 8 v C, respeciivamenta.

W ranglDH @ ranolDHERE
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Figura 3.15; [A] Consumo de protones (Tu] v desorcidnde Ris [a ). (B)
potencial zeta ({) v (C) didmetro hidrodindmico aparente (d) para nanolDH y

nanalDHERE en funcidn del pH.
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Coma sa obsarva en la figura 3.15 A, al disminur el pH del medio el consuma
de protones aumenta par parte fonfo de los nanolDH comao los nanolDHERE.

Paor un lado, se observa para los ranolDH que un igero consumo de protones
5 mmolig, produce una fuerte variacidn de pH, este pasd de un vaor de 90 a 50
Asirmismo, se observd que el mayor consumo de protones se presentd para valores
de pH cercanos a 40, donde éste se mantuvo constante. Debido d proceso de
asclucién de |as minas de nanolDH que acure a pH < 5,0 [63].

Por otro lodo, 58 observa gue el corsumo de protones por parte de ios
nonolDH@RE fue mas paulaling. B pH fue descendiendo gradualmente hosta que
doarzd un volor cerco de 40, Donde, al igual gue para los nanolDH, se presentd e
mayor consumo de protones. Pero en este caso, odemds de la desclucion de o
laminas se presentd la profonacion de la funcionalizacion, que pasa de ser un anion
ivalante [HREF] a un omidn monovalente [HaRis) con menor ofinidad por la
superficie de nanclDH. En consecuencia, a este valor de pH se enconird la mayor
desorcion de Bs. B % RFis desorbido aumentd del | 7% en pH 4.3 a &7% en pH 4,3, Este
recho fambién se ve reflejada en la inversidn ael £,

En cuanto, a los voiores de { pora los nonolDH, se observd gue se
manfuvieron estaies en todo el rango de pH (10,0 - 20), drededor de 40.0 mV. A
pesar de esio os valores de d incrementaron corsiderablemente para valores de pH
= 4,0, Lo gue a5 acorde con el comanzo del procese de disolucidn de kas [aminas de
los nanolDH y consecuente formacion de ogregados.

B coso confrano ocumid para los nonolDHERE, los valores de { se vieron
fuetemente afectadcs por ko dsminucion del pH. B vdor de { oumentd
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corsiderablemente, paso de un valor de -400 mY o un valor similor ol de los
nanolDH 40,0 mvy. Su punto soelécico se presentd arededaor de pH 7.0. En efecio
se prociuce o formacion de agregodos, con vaiores de d préximes o de los pm. Sin
embargo. los volores de d descendieron nuevamente al orden de los 100 nm a
valores de pH cerconos a 40, donde s& ha perdido la funciondizacion v los
nanolDHERs se comportaron come los nanolDH. Al igual que ocumid para los
nanalDH, o valores de pH < 4.0, los nanclDHERSS formaron agregados,

Juntc a los anteriores experimentos se realizoron las cinéticas de
desorcion de los nanolDHERE reclzadas en buffer fosfate [BF) y buffer
acetate  (BA), gue permifieron conocer el comportamiento de o
funcionalizacidn de los nonolDHERIE a valores de pH de interés fisioldgico;
como & pH del plasma sanguineo (7.4} v el pH de dlgunos organeslos
celulares {4,7). En la figura 3.14 se presentan dichas cinéticas.
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Figura 3.1&: Cingfica de desorcidn de Ris del nanalDHERE dspersd en buffer fostalo
(BF) y buffer acetalo (BA),
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Como se muestra en la figura 3.16 en bufier fosfalo |pH=7.4) la
desorciin de Ris presente en los nanclDHE&RIS es minima, menor al 10% de Ris,
inciuso despues de B horas de agitacion. Lo que demuestra o fuerfe
interaccion del Ris con la superficie de los nanclDH. Yo gue, a pesar gue los
lones fosfato presentan uno alta afinidod por los LDH [42] esfos no se
intercambian por el Ris adsorbido en los nanolDHERS,

Por el confrano, lo desorcion de Ris en buffer acetato [pH= 4,7) fue del 100 %
wego de una hora de ogitacion. A pesar de la poca afinidad que presenian los
ones aceloto por los LDH el Ris presente en oz nonolDHERE, se liberd
completamente en poco fiermpo. Por tanto se infiere que la liberacion del Ris se da
por la protoracion de HEE? o ko disclucidn de los nonolDH@RE. Bstos dos procesos
DCUren o valores de pH cercanos ol valor de pH eshudiodo,

Los resultocos obtenidos en esta sene de experimentcs, indicon gue la
funcionalizoacidn con Be permite oblener nanoporfodores sensibles a los cambios de
pH. Ademds, ko bao desorcion de Ris en buffer fosfalo, demuesta que ka
funcionalzocion de ks nonolDHERE seda afomente estable en el plosma

SONgLINEO.
3.3.5 Especificidad por hidroxiapatita

Aungue o copacidod de respuesta al pH de los nonolDHEREE es promiscria
pora la enfrega de famaocos o los células concerosas, no obstante, el principal
atjetive de la funcionalizacion con Ris es darle especificided al nanoportador hacia
el tejdo dseo. Bsta capacidad fue evaluada in vitro, estudiando la interaccion del Ris
unido a los nanclDH@RE con ionas Ca*, tario en solucidn, como en la superficie de
Hap. Bstos estudios son presentadaos en la figura 317, Por una parte, la interaccion
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con CaChen solucidn, en la figura 317 A se muesia o desorcidn de Ris, mieniras

gue, enla 3,17 8 los valores de d y {. Por ofra parte, la inferaccion con Co#* presente
&n o Hop sdlida se expone en bos figuras 3107 C y D, donde se musskran los valores
e { medidos por streaming potential y ricrografias SEM de la Hop y en presencia

de os manolDHE v nonolDHERS,
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Figura 3.17: |A)|Desorcidn de RS (%R presente en los nanolDHERIS, [B) potencial
zetfa [£. cuodros) en el eje de lo izguierda, diagmeho hdrodinamico aparante (d,
circulos) en el gje ge la derecha en funcion de [CaCly. (C) Potencial zeta ({) medido
por sireaming potential comespondiente a la Hap en KCI05 My en nanolDH v
nanclDHERSS, (D) Imagenes SEM de Hop antes y despues de ser sumengicas en

disparmanes de nanolDH y nanolOHERE.
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Como s& observa en la figura 317 A, la desorcion del Ris disminuye a
medido que aumenta lg concentracion de CaClz En otras palabras, los iones
Cao* incorporodo a los nonolDH@REE mejoron |la estabilidad de o
funcionalizacion evitando su desorcion,

Es posible evidenciar la inceorporacion de icnes Co®* a la superficie de
ios nanolDHERIs gracias a lo disminucion de los valores de {. Iniciolmente, su
valor fue de -40,0 mV, o medida gue se auments lo concentracion de CaCls,
los valores de { aumentaron hasto alcanzar valores de -10mY. Como
consecuancia, se formoron agregados con valores de d cercanos a los um
como e obsenva en lg figura 13.17 B, Los detarminaciones de Ris desorbido v
ias medidas de los valores de d vy { confirmaren la fuerte afinidod del Ris por
los iones Ca en sclucion,

Para la inferaccian con Cal presente en la Hap sdlida, se determind el
valor de { comespondiente a la Hop, mediaonte medidos de streaming
potential, este fue de -73 mV, lo gue concuerda con lo reportado en
literatura [51] [53]. Ademds, se observd que este valor combid o forzar &l
paso de |as dispersiones de nonolDH v nanolDH&Rs a frovés de la muesira
de Hap.,

En prirmer lugar, al interaccionar la dispersion de nanolDH con la muestra de
Hop, s& presanta un oumento en el valor de { que posa a -34 my. Claraomeante, este
cambio en &l valor de £, es debido a una fuerte nteraccion elechrostatica entre sus
corgos opuestas, ia Hap (-73 mv) v kos nonolDH [40 my].

En segundo lugar, d interaccionar la dspersion de nanclDHERE con la mismo
muetka de Hap, & vaor de £ decoe fuertemente a -132 mV. Es decir, que los
nanolDH@RE s& unen a la Hap  pesar de que 1o Hap |73 mY) v 1os nonolDHORES (-

137



- -
'h.‘-;‘ Capltuio 3

40 mV) presentan valores de £ negatives. Este hecho indica gue [a interaccion ya no
a5 eleckostdlico sno especifica, enfre &l HRis* adsorédo en s nanclDHERIE v los
iones Cof*aen o superficie de Hap,

Iguaimenie, o capocidad de unidn de los nanolDH v nanolDHERs con Hap
12 lustnd medionte los micrografics SEM de los comprimidos de Hap antes v después
de er sumenidos en dsperionas de |of comaspandentas nanoporfadones, como 8
cbservo en igwa 3.17 0.,

La micrografio de referencio [Hap sin ningdn frotamisnto] miosind particulas
globulares dispuestas imegularmente. Mientras que en ks ofras dos  imagenes e
observd gue lo superficie de Hop fue cublerda tarto con nanolDH como con
nanolDHERE, para ambos coscs se observaron parficulos hexagondles simelnicas oe
maorfologia fipica de los LDHs [23), en g superficie de Hap.

Lo tuerte union entre los lones Co? y el Ris ya se ho reportado en
lHeratura [44]. En este estudio se enconird que &l Ris s& une a los iones Ca &,
ya sea en sclucién o en la Hop, mediante la formacién de un enlace de

coordinacian tipo quelato, entre el Co™ y dos oxigenos de ot grupos fasfato,

Los resultaodos: obtenidos demuestran que existe una fuerte afinidad entre
los nanolDH funcionalizados con Ris v los iones Ca?, fanto en sclucion como
en la superficie de Hop. Por lo fanto, la funcionalizacion con Ris, ademas de
ser pH responsiva, tambien presenta especificidad hacia el tejido dseo. En
consecuencia, los nonolDHERis fienen propiedades promisorias para ser
ufilizodos como nanoportadores de farmacos con localizocidon especifica en
el tejido dseo |osteoespecificidad).
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3.4 Coenclusiones

se logrd sintetizar nanolDH de tamano, composicion y morfologia adecuada,
mediante sintess por coprecipitocion o pH 9.0, relacidn Mg/al = 31 y concentracksn
del caticn Al de 0,2 M. Una vez sntefizades los nanolDH se funcicnalzaron con Ris, un
bifosfonato con afinidaod por la hidroxiapafita v nca reactividod acido-base. La
funcionalizocion es opfima o bajas concentraciones de Re, proporcionands un
potencial zeta negative y tamano arededor de 100 nm. La especie fivdente [HRis*)
se incorpond prefediblemente en 1o supericie de los nonolDH vy con una minima
mtercalacion enfre los ldmings, lo gue permifiia o infercalocion de un anidn
lamaceuticamente activo.

Lo funciondizacian no se vio afectada por lo fuerzo idnica o por o presencia
de amones en &l medo. Solo sufid combios o baics concenfrociones de
nanclDHERES, donde se comenma o disolver el nonoportador, o a bajo pH, donde
odemads de la declucion de los laminas, el anidn fivalente se protona y se produce
la desorcion. Ademds, s enconfrd que lo funcionalzocion octlia como
estabiizonte. Los valones de d y § medidos para nonolDHERE no varion fanto como
los medideos para los nanolCH a las diterentes condiciones de concentracion, fuerza
iGnicay pH estudiodas,

S5e logrd demastrar ko fuerte afinidod gue presenta la funcionalizocion de
ios naonolDH con los iones Cat, fanto en solucion como en g superficie de

Hap.
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Por lo tanto, la funcionalizacién con Ris, ademas de ser sensible al pH
también presenta afinidod especifica por la hidroxapatita. Esto hoce que los
nanolDH@EE tengon una promisoria oplicacidn como  portadores  de

tamocos anticancerngenos para localizacion especifica en tejido dseo.
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Capitulo 4: nanolDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris

4.1 Introduccion

Aungue la quimicterapio es uno de los fratamientos mas empleados
contra el cancer, presentan numerosas 54 complicociones [1, 2], En o
mayora de los casos, las respuestas clinicos muestran que su eficacia
disminuye cuando se suministra durante larges pericdos de fiempeo, ya que las
célulgs concerosas desorollan resistencia a molliples farmacos. En
COonsecuencia; se requieren mayores doss de agentes anticancernganos, los
cuales también son citotéxicos pora células sonas v provocan efectos

secundarnios adversos en organos sanos [J).

B metofrexato [MTX). es uno de los guimicterapéuticos mas
ampliomente wsodos. Su eficacia ha sido demostrada en el totomiento de
desdordenes neoplasicos, fales como leucemia infocitica, infoma non-Hodgkin,
carcinomas de mama, lengua, fainge, tumores de vepga urnona, fumores de
cerero, neoplasmas  culdneos, coiocorcinoma, sorcoma osteogénico Y
ostecsarcoma [4, 4. Ademds, es e principal famrmaco empleado paro & afamiento
de ko orfritis reumatcadiea [5]. B MTX a5 un principo octive parleneciente d grupo de
los anfifolaios. Este famoco ochia inhibiendo compefivammente lao en@ma
dihicrofoloto reductasa (DHFR), lo que impide la formocidn de tetrahidrofoloto,
neceano para o sintess de puings vy prmidings v o consecuente forrnacion de
DMA v REMA. Este meconsmo evilo la proliferocidon celulr, propia de las
enfammedodes cancerosas [7].
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En la figura 4.1 se presenia la estructura del MTX v sus equilibrics Acido
bose. El MTX confiene un acido glutamice vy, por lo tanie, tiene dos grupos
carboxilatos en su estructura quimica. Para valores de pH por debajo de 2, &
compuesto presenta unc carga paositiva scbre un dlomo de nitrégenc del
anille de ptending. Bl MTX puede disociar hasta fres protones a medida gue el
oH aumenta, dos protones de los grupos carboxllatos [pXai= 2.9 vy pkaz = 4.4)
¥ un proton unideo al atomo de nifrdgeno del anillo pteridina [pkos= 6.6)[8] -

f“&j'uf

,Gi W pha;= 19
& = L AJ 1,
lel?m“* % 'L”J:ﬁi:j A

-

. e
" K s .
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Flgura 4.1; Estrucfura quimica v equilibrios ocido-base del Metofrexato,
modificado de la referencia [8].

Los mayores obstaculos para & uso del MTX como agente quimicterapéutico
san su pobre solubibdad, escoma biodisponiolidod vy esfrecho indice terapeéufico [7].
Dicho indice se refiere a lo relacion entre la dosis del farmaco que causa la muerta
[dosk letal o DU v lo doss que produce el efecto teropeutico deseado (dosis
efectva o DE|. Segin & sstemo de closificacicn biofamnocéutica, & MTX es un
famnaco clase IV, por fener bgja solubiidad acuosa y baja permeablidad [10] [11].
Desaforfunodaomente, s pocos alemafivas de ratarmienics efectivos confra el
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chncer, hacen necesono al uso del MTY a pesar de fodos los confroindicaciones
gue &ste produce. Para gue & fatamiento clinico sea efectvo, 1o mayoria de los
medicos prescribben dosis alfas de MTX [z 500 ma/mé). que podian conducr a
resstencia a medicamentos y tosicidades no especificos en célulcs de proliferacion
nommal,  Asimsmo, genera niveles elevados de fransaminascs sencas @ nsuficiencia
renal en kos pacientes [12, 13].

En este contexto, la vehiculzocion de estos agantes quimicterapauticos s una
estrategio gue pemitiia, no s&lo mejorar o eficocio del fratamiento contra el
cncer, sino fambién minimizor [os efectos citotdxicos que coausa la guimicterapia en
tefidos nomnales [14]. Enlos Ulfimos afios, se ha presentads un incremento nolale en
al desamolo de sslemaos de aodminsrocion de famacos naonomeéficos v se
encueniran cienfos de publicaciones donde se combinan ranomaterales con
agentes quimicterapeutcos [15-17].

Estudiios recientes han demostrado que los LDHs son porfadores eficientes para
o vehiculzocidn de fomacos anficancerigenas anidnicos [18]. Por gjemplo, se ha
estudiodo la infercalocion v el efecto famocologico de camptlotecing 19, 20, 5
flucrouwracio  [21. 27], doxorubicing  [23]), floxudding [24), dosifiunding [25],
metofrexato, [7, 13, 246] entre ofros, Bn fodos los cosos, se ha informodo mayor
eficiencia del ogente guimicterapeutico cuando se encuenito intercolado enfre s
laminas de los LDHs, Principaimeante debido a gue. al vehiculizor e agente
guimnicterapéutico, los fiempos de crcuiocion en sangre aumentan. Ademds, e
ooservd mayor  infemalizacidn  del fdmocoe en los células furmmordes. En
Corsecusncia, se requieren dost mds bajos v los efectos citoideicos en células sancs
son menores. Mo obstante, ninguno de estos estudios conternpla la infercdlocion de
MTX en los LDHs funcionalizodos con B y o8l lograr mayaor efecto ferapéutico en
anfenrnedades como ostecsarcoma o cancer de huese,
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En este capliulo, se describen las diferentes estrotegios de sinfesis empleadas
pora obtener nanchibridos; es decir, nanolDH con MTY intercclodo entre sus Idminas
[nanolDH-MTX) v su posteror funciondizocion con RE (nanolDH-MTXERS). Asimismo,
s& muesira lo caractenzacian quimica, esfructural, morfoldgica e interfacial, fonto de
los nanohiondos como de los nanchibndos funcionalzodos. Por Uimo, se presentan
05 estudios de liberacidn del fdmaco [MTX) desde los nanolDH-MTX v los nanolDH-
MTXERE mediante metodos que pemifieron estudiar la iberacion por ntercambio
cnionico, ka disokicion v la desorcion.
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4.2 Metodologia experimental
4.2.1 Sintesis de nanolDH-MTX

Se estudioron disfintce metodos de sintesis pora obtener nanolDH-MTX los
cudes debian cumplr cieras caracterisficas: o] mdxima intercalacion del MTX
(deterninoda mediante espectroscopia UV-Vis y DRX), b) particulos monodspencs,
con didmeto hidrodindmico aparente (d] de arededor de 100 nmn (detemninada
mediante DLS] ¥ ¢} polencial zeta €] mayores o 30 mY [determinado mediante ELS).

4.2.1.1 Sintesis por intercambio anionico

Para evaluor o obtencitn de nanolDH-MTE medante infercamibio anidnico
& reqizaron dos expenmentos por separade ullizando kos nonolDH v nanolDHERE

como precursores. (Lo sintesis de los precusores se descriioes previomente en &
capifuio 3),

je estudis o canfidad de MTX incorporado medionte este método Uiizanao
dipersiones 1,0 g/l del precusor corespondente con concenfracionss crecientes
(0.4 - 1.3 mM. comespondiente a 5 -100 & ClA] de MTK o pH 7.0, Ios cuadles se
equilibroron durcnde 24 horos. Una porcion de la depersion fue cenfifugoada v filirada
para determinar la concentracicn de MTX liore mediante espectolotometia UV-Vis
0 370 e [Caane, mimaly g, mienfras que an lo dispersion restonte se deteminaron los
valores de d v £ de los particulas en suspensicn. Este procedimiento se describe a
contruacicn en la figura 4.2,
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Figura 4.2: Esquema de preparacion de nanolDH-MTXERS.

4.2.1.2 Sintesis por coprecipitacion

Ofro ce los métodos de snfess evaluodos pora o ablencidn de nonolDH-
MTX fue la sintess directa por coprecipitacion, fanto a pH constante como a pH

wanakble.

4.2.1.2.1 Sintesis por coprecipitacion a pH constante

Lo sintesis por coprecipitacidn o pH corstante es &l método de sindess por el
cud sa obfuvieron previaomente los nanolDH y LDH-Ris (descrpto en e item 3.2.1 dal
copituie 3), Para lo oblencidn de LDH, infercalodo con MTX, se empled este método
de sintesis reemplazando la solucion de NaCl por una solucidn de MTX 2.2 mi. Se
determinaron los valoras de d v { |ver figura 43) como ung primera aprosmocion
poro optimizor las condiciones de sintesis.
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HHEOH

nanohibrido
Fgura 4.3: Esquemna de sntese de nonolDH-MTX por coprecipitocion a pH
corstante.

4.2.1.2.2 Sintesis por coprecipitacion a pH variable

Con el propdsito de determinar ks condiciones dpliimas pora preparar
nonclDH-MTX, =2 sintefizoron LDH-MTX por coprecipitocion o pH vaoioble en
diferentes condiciones, de lal manera gue fuera pasible estudiar vanables da sinfass,
tales como la relacion Mg/ Al aniones de |as sales de Al y Mg v lo concentracion de
MTX, expresado T ClA (lobla 4.1)

Tabla 4.1. Condiciones de sinfess evoluodas para preparar nanolDH-MTX.

Mg/ Al Anlones de las sales

de caltlones

&1 MOz 1005%
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B método de sntess consiste, como se describit anteriomenta, en la adicidn
de una solucion gue confiene el MTX v lo cantidod esteguiomeéfica de MaOH.
necesona para o precipiacion de los cabones metalicos, o una solucion de os

cationeas gue conforman Ias kaminags, Con &l obietive de determinar las condiciones
odecundas para la sintesis, en cuanto o la elacion entre los cofionas metalicos v los
HCr, s& redizoron ftulacionss potenciometncas dodo-base con NaCOH 1.0 M como
fitulante de ks scluciones [(S0ml] gue confenian fanto kos cafionas metdlicos, como
al formaco gue porficipa en |l sntess, Los soluciones tlulodos medionte este
metodo conterdan 0.6 mmol AP en fodos los cosos, ensayvandose relaciones Mo/Al
2l 0 3 vy contersdos de MTX comespondientes a 50y 100 % CIA [0,15 v 0,30 mmiol,
respectvamente).

Uno vez determinada la canfidad estequiometia de NaOH necasanda parg o
formacidn de los sdicos (filulociones potenciomeficas dcido-base), se procedic a
reglzar lo sinfesis de nonclDH-MTX por coprecipitacidn o pH varioble, bajo los
diferentes condicionas como & describe a confinuacian en la figura 4.4,

FLIWLE‘H'H1H Intarfacisl
Figura 4.4: BEquemna de sinfesis de nanclDH-MTX por coprecipitocion a pH

varnoble,
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e agreqd rapidameante una solucikdn doaling a 40 mL de uno solucion gue
contenia las sales de cafiones metdlicos {[Mg]= 0.3M, [APF]= 0.1M) v la cantidad de
ogua necesaia para completar un volumen totol de S0mbL bajo una fuerte
agitacion, generada por un agitodor Ulraturax T18 BASIC o 20000 mm durante 30
sagundos. Lo solucidn alcalina conteria la canfidoad estequiometica de: a) NalH
para precipitar los cafiones, dependendo de la relacion Mo/al empleada (3.7 mmal
para una relacion 21 v 5,1 mmol para una relocion 3:1), v b) lo confidad de MTX
comespondiente al 530 o 100% de la ClA,

B sdlido obferido fue separado inmediotaments del medio de sintess
mediante centifugocion, Se redlzoon una sene de lovados con aguo
descarbonatada, hasta que se observd furbidez en el sobrenodante. Finaimente, &
stlido se dispersd en 50 mlL de agua descorbonatada, Esta dispersion, se dejd en
ogitacion toda la noche v s2 realizd su maduracion bajo condiciones hidrotemnoles
la 90 °C por 4 horas). Se determinaron los valores de N, d v £ de las particulas en
suspersion. Una porcion del sdlido fue licflizode para redlzar ko corocterzocian
estructural de o msma medionte DRX.

Este procedimiento pemifio oblener los condiciones de sinfess opfimas para
preporar LDHs con los propiedodes adecuadas en cuanto a contenido de MTX v
distribucion de fomafo de parficula. Las muestras asl cbienides se ufilizaron pora
determinar la estabiidod frenfe o la agregocidon de los nanolDH-MTX en el iempo,
medionte lo determinocion de los valores de d, £ v MTX lbre o distinfos fiermpos
{durante 14 dias luego de la sintesis),

Finamente, la muestra de nonolDH-MTX que presentd mayor
estabilidad coloidal en el fiempe, se ufilizdé pora determinar su compaosicion

guimica y realizar la caracterizacion estructural y morfologica.
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4.2.2 Funcionalizacion de nanolDH-MTX con Ris

Lo funcionaizociin de ios nanolDH-MTX sa reclzd medanie o dspersion de
los nomohibridos en una solucion gue conlenia e anion HREE*. Pora elegr los
cordiciones adecuodas de funcionalizacion, se redizd el estudio de la interaccion
de Ee con nanolDH-MTX, Con este objefivo, =2 prepararon dispersiones (10,0 mL)
conteniendo 0,08 mmol de nanclDH-MTX vy concenfraciones crecientes [hasta 1.2
miid, comespondiente al 0% de ClA) de ks o pH ¥.0. Bios depersones se equilibrarcn
durante 24 horas, rascumido el fiempo ung porcion de la muestra se cenfrifugs v fitrd
para determinar lo concentrocion de MTX despiaradao de los nanolDH-MTX. Es decir,
o concantrocion de MTX que se lbera desde los nonolDH-MTY, luego de o
incorporacion de Re, en el sobrenadante. Con el volumen restante, se determinaron
ot valores de d v { de los porficulas en suspensidn, Bnalmente, [as muasiras fuaron
ioflizodos para proceder a la obtencion de los patrones de DRX.

De acuerdo a los resulfados del expenmento anfenor, se eligieron las condiciones
dpfimes para redlizor la funcionaizecion: se agregd 0.02 L de salucion de Ris [6.0 mi
a pH 9.0], comespondiente o 40% de ka ClA, a 007 L de dspersion de nanalDH-MTX
[50 g/l] v s& equibrd durante 24 horas. Fnalmente, se delerming la compasicidn
guimica y 52 realzd lo coracterzacion estuctural, modoldgica & interfacial de 1o
rigestra find [ver figura 4.5].

W
2%

Figura 4.5: Esquema de preparacion de nanolDHERIS,
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4.2.3 Caracterizacién

la corocterzacion quimica, estuctural, morfolégica e interfacial de los
nanolDH-MTX v nanal DH-MTXERs =2 reqlzo segln lo descrito en el capituto 2.

4.2.4 Liberacion del Farmaco (MTX)

se redizoron expenmentos pora estudiar los dos principales procesce de
iberacion desde los nonolDH-MTX v los nanolDH-MTX@RE: intercambio anidnico v
disclucitn del nonopanocor,

4.2.4.1 Intercambio anionico

Se redizoron cineticas de liberacion en dispersiones de 0,5 g/L de nanolDH-
MTX ¥ nanolDH-MTXERE en NaCl (150 mi o pH 2.0), bufier fosfato (005 MapH 7.4) v
buffer ocetato {005 M a pH 4.7 A fiempos predetemninados hasta 8 horas se

sacaron volomenes fijos de muestras, gue se cenfrifugaron y filtraron para determinar
la canfidad de MTX iberodo en funcion del iempo.

4.2.4.2 Disolucion

Lo cinéfica de disolucian en medic acido, de kos nanolDH-MTX v maonclDH-
MTXERE, 52 estudid en una solucion de HCI de pH 2% a la gque s le agrego la
muestra comespondents, de fa formo gue lo concentracian v volumen final fueran

O1g/ly Q1L respectivamente, La disclucién de la mohiz fue determinada medionie
medidas confinuas de pH, ullizondo un flulodor automatico (905 Metrobhm)
acopiado a un electrado de vidno (Mefrohm #.0242.100).
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4.3 Resultados y discusién

4.3.1 Sintesis de nanolDH-MTX

Con el objetive de obtener nanclDH-MTX con wng  maxima
intercalacion de MIX sin perder su tomafic nanométrico, se estudioron
diterentes metodos de sinfesis tales como: infercambio anidnico y sintesis por
coprecipitacion tanto o pH constante, como a pH variable. Los resultados

cbtenidos con coda uno de estos meétodos de sintesis se presenfan a
confinuacian,

4.3.1.1 Sintesis por intercambio aniénico
Lo dependencio de lo incorporacion de MTX a los nanolDH v

nonolDHERE con lo concenfracian del fdrmaoce, osi come g variacion de los

valores de d y £ de las dispersionas resultantes se presentan en la figura 4.6

W nanalDH @ nesol DHG s

140 B manolOH
00 % ik Al eo 5
120 : &
. 2.9 |
o s : [
= [ ]

0,80 -
‘E' E 04 = u E
Eﬂ.i'ﬂ- . o [ 100 5
o ® LI

0.40 a = [

e BF
020
. | o
0,00 . e 2 - & ' 4 - 0 'lr T T T T
0,8 0,3 o4 0.6 0.0 oA 0.2 0.3 0.4 0.5
[Iul'l':n‘,]“ immal 1L} Mgy (mmal ig)

Figura 4.6: (A) Incorporacion de MTX (Me) a los nanolDH v nanolDHERE en
funcién de la concenfraciin en equilibrio de MTX [MTXeq. [B) en el eje de la
izquierda { (cuadros) ¥ en el eje de la derecha d [circulos) en funcidn de T
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En lo figura 4.4A se representa lo cantidod de MTX incomporado (N en
funcidn de su concentracion en equilibdo ([MTX]eq) tanto para los nonolDH como
para las nonolDHERE. Ademas, se estudic lo vaniacion de los volores de dy  con
M pora ambas muesiras, solo se muestran, en la figura 4.4 B, los corespondientes a
los naeoLDH.

La incorporacion de MTX se produjo en dos pasos consecutivos, A bajos
concentraciones de MTX [[MTX]eq < 0,1 mmaol/L] s& presentd un marcado
incremento an Mue hasta valores de N = 0.4 mmel/g. Luego, parg valores
de [MTX]eq > 0.2 mmol/L se produce una disminucion de lo pendiente, hasta
aglcanzar un plateau a My alrededor de 0,4 mmol/g, corespondiente a un
315% de la ClA,

Este comportamiento también se vid reflejado en los valores de d vy {
como e observa en la figura 4.4 B. A medida gue aumento Mwix hastta 0.4
mmuol/g, se cbserva una disminucion confinua en los valores de £ de 40,0 mY
hasta valores alrededor de los -10.0 mV [Figura 4.6 B, donde se alcanza un
valor constante, Como consecuencea, los valores de d aumentaron desde

100 nm [nanclDH) hasta unos pm.

Por ofra parfe, los valores de Nue para ios nanolDHE@RES fueron
practicamente despreciables, esto no permitic el frozodo de las curvas en
funcidén de M. Mo obstante, se pudo comprobor gue los valores de £ ze
mantuvieron constantes alfededor de -20.0mY. sin embargoe no permific
mantener los valores de d delD) nm de los nonolDHER{s, aumentando &l

orden de los pm.

El incremento de Mo bajas [MTX]eq ¥ la disminucién de los valores de
£ que presentan los nanolDH, indicon gue e MTX se incorpora
prefarentemente en |lo supericie de los lamings por inferocciones
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electrostaticas, Es osi como, en los nanclDHERE, al estar ocupada su
superficie por el Ris lo incorporacién de MTX &5 minima, si bien suficiente para

producir una vanacien en el tamanc de particula.

Estos resultados indican que & metodo de sintesis por intercambio
anionico no es adecuado para cbtener nanolDH-MTX. B MTX, o pesar de
tener mayor densidad de carga gue el Cl, presentes enfre las laminas de los
nanclDHs  precursores, fombién es mos voluminoso y se dificulta su
intercolacalacion en el espacic interlaminar. Debido a esto se estudid oo
método de sintesis, donde el proceso de formacién de las ldminos e
intercolacion del anion & den en conjunto, como as &l caso de as sintesis por
coprecipitacian [27).

4.3.1.2 Sintesis por coprecipitacion

4.3.1.2.1 Sintesis por coprecipitacion a pH conslante

Se sniefizd LDH-MTX por coprecipitocion o pH consfante, empleando &l
metodo praviaments descrito para la sintesis de nanolDH v con la cantidad de MTX
necesana para ccupar &l 100% de los sitios disponities. En lo igura 4.7 se presenion o
distibucion de tamafio v el valor de § comespondientes a las porticulcs en dispersion
después dal tratamients hidroternal,
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Figura 4.7: Distribucion de tamafc y valores de { para LDH-MTX sintetizado por
coprecipitaciaon a pH constante,

En lo figura 4.7 se observa que las porticulas sindefizados bajo estas
condiciones presentan un valor de = -2.0 mY, insuficiente para lograr
particulas monodispersas, incluso despues del tratamiento hidrotermal, se
cbzerqan lo formacion de ogregodos con valores de d del orden de los pm.
Coma las parficulas obtenidas por este método de sintesis no cumplian con
lgs coroctersticas de tomafo vy polencial zefa, no e confinud con la
caracterzacién de éstas vy se procedic a estudiar la sintesis por
coprecipitacidn a pH varable, combinando una sere de voriables como se

describe a continuacian,
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4.3.1.2.2 Sintesis por coprecipitacion a pH variable

Antes de proceder con la sinfesis se deferming la contidod
estequiomeéfrica de MoOH neceszano para la formacian de los LDH-MTX bajo
las diferentes composicionss estudiacas. Con este propdsito, se realizaron
titvlaciones de los reactantes con NaOH, A modo de ejemplo se presentan
los curvas resuitantes de lg fitulacion de soluciones con una relacion de

Ma/lal 3:1 v MTX corespondiente al 50% de la Cla [figura 4.8).

12 =
g =1
10 —=— NO,

D
-!

’

!

Mg Al (OH } o MTX |

mol NaOH/ mol Al

o T T L T T LI = R I = =

3 4a6 6 7 840 10 11 12
il

Figura 4.8: Curvas de fitulacion comespondientes a las soluciones de
metales con sales de nitraio y cloruro en una relacion da Mg/al 31, y MTX
comespondiente al 0% de la ClA,
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Todos los cunvos de  fitudocidén obfenidos presentan un pedfi  similar,
caracterstico para la formacion de LDHs de Mg v Al, éstas presentan dos grandes
consumos de OH, En e prmero, comespondienta a la formacion de Al[OH): | se
consumen 3 moles de OH por cada mol AI* v se presenta entre valores de pHde 4 v
5. En el segundo. affbuido a ko formacian de LDH-MTX, se presenta enfre valores de
pH de 8 y 10, &l consumoc de CH depende de la relacion de Ma/Al ufilizada; para
wna relacitn 31 se camnsumen 5 males de OH por cada mol de A, mientras que
para la relacion de Mg/al 211 se consumen 3 moles de CH por coado mol de Al
Iguaimeante, el MTX prasenta un consumo de OH de | Oy 0.5 mol de OH por mol de
&l cuando se empled el 100% v 50% de la Cla, respecivamente. Este corsumo es
debido a la deprotonocion de los dos acidos carboricos presentes en la malécula.
A confinuacian, se presenian los reaccionss que desciben ko farmacion de LDH-
MT:

ANMG aetAl 2 e + 05MTHE 100 + B.50H a0 SMGQaANOHz)e MTXo s [4.1]
2Mg Migert Al jae + 0.5MTE? jpey + 8, 50H" [ooSMGzANOHz)s MTXg 50 [4.2]

Lareaccion 4.1 es la corespondiente para una relocion de Mg/fal 311 v
la ecuacion 4.2 para una relacion de Mg/Al de 2:1, en ambas reacciones se
utiliza MTX corespondients al 100% de lo copocidad de infercambio.

Obtenidos los confidodes estequiométrica de NaOH necesarias parg
la formacion de los LOH-MTX, se procedid con las sintesis bojo las diferentes
condiciones. Comao crterio para elegir las mejores condiciones para obtener
nanolDH-MTX, se ufilizaron los valores de d vy T obfenidos, estos resultodos se
presentan en o tabla 4.2,
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Tabla 4.2, Valores de d v { determinados con los LDH-MTY sinfefizados en las
diterentes condiciones, después del fratamiento hidrotermal [TH).

M-;'P.I;l

di{nm) | L{mV)
Cloruro  >ax10% * Clorurg >axi10? 1843
SALES SALES ;
Mitrato =>axaopy * Mitrato >1x10* 2341
dinm) |L(mV) dinm) | £{mV)
Clorure 108+4  s1+2
lorura *1 2342
SALES i 3 SALES
Mitrato > 1x10? 3111 Nitrato 13712 st

(¥} Por las caractansticas gue prasentd la muasira no fue posible delermincr
Ios volores de L,

Maglal 2:1

dinm) | L {mV)

Como se observa en ko fobla 4.2, el voor de £ a pesar de ser positivo, fue
rsuficiente para estabilizor electrosidficomente las dispersionas de los nanolDH-WTX
cuando s emplea una cantidod de MIXK comespondiente ol 100% de ClA, en

consecuencia, se obsenva la formocidn de agregados con valores de d por el orden
de los pm.

Por ofra parte, en lao figua 4% se pesentan os  difactogramas
comespondientes o las muestros sintefeodos boo uno confidad de MTX
comespondiente ol 50% de ClA, con relaciones de Mg/Al 211 y 31 uliizando fanto
sales de cloure coma de nifroto, Ademas, se presentan los diffactogramas de LDHs
irtercalodos con aniones Ty MO;3 -, los cudles son uflizodos como referencia para

war &l desplozomiento del espaciodo infedomenor cousado por la intercalocdn de
MATH,
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Figura 4.%: Difractogramos de ravos X de LDH-MTX sinfelizados con una
canfidad de MTX inicial corespondiente al 50% de ClA y con relaciones de
Mgsal 2:1 v 3:1. A Utllizando sales de clorwo v B| sales de nitrato. Ademas, se
presentan los diffactogramaos de LDHs intercalados con Cly NO: - gue son

ufilizades como referencio

Los difroctogromos obtenidos para los LDH-MTX sinfelizodos bajo los mismos
condicionss, empleands fanto scies de clonore coma de nifroto, presentaron senes
de picos o msmo valor de 2 8. Asimismo, se observd una diferencio muy marcada
ertre los difractogromas comespondientas g los LDHMTY sintetzodos bajo una
relocidn de Moral 31 v 21, Cucndo la redacion de Mg / Al es 2 1, los muesiras
presentaron picos a un anguio inferor de 28, evidenciondo ko presencia de uno fase
de LOH con espaciado interlaminar mayor, comespondente a la intercalocion de
MTX, como se explicard mas detaiadamenta en ifem 4.3.3 comespondiente a la
coracterzocion estructural de los nanalDH-TX. En cambio, para la relacion de Mg /
Al E 1 no se observoron estos picos, pero s picos ondloges a los de o muesta de
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referencia, lo gue indica gue no se produjo ko intercaacidn de MTX enfre los iaminas
de LDH.

Estos resultades concuerdan con los encontrados por Fenglin Gi v

colaboradores, ellos estudiaron el efecto de la relacién de Mg/Al sobre la
obtencidn de LDHs intercalados con MTX. Estos autores enconfraron gue o
intercalacion de MTX comespondic a 41% ClA para una relacion de Mg/al 2:1
mientras que pora una relacion de 31 no se presentd infercalacidn
significativa [28], Este hecho se debe o lo inlersa competencia enfre los
anionaes provenientes de lo sal y el MTX dentro de las laminas de LDH durante
la sintesis. Por tanto, lo formacién del LDH intercalade con el anién
proveniente de la sal da lugor a una fase LDH energéticomente mas
favorable que a la formada con MTX [29]. Principalmente, hay dos factares
gue pueden alectar la eslabiidad del LDH: cuanto mas cationes Mg?* se
sustifuyen por caliones Al¥, mas cargas positivas se producen en las laminas
de LOH, lo gque cenlleva a una union mas fuerte enfre las ldminas v el anién
interaminar vy, por lo fanio, a una fase LDH con estructura mas estable; por
ofre lodo, en la sustitucion de cationes, se infroeduciia energio adicional
deblda a la distorsion creada por la diferencia de tamafio entre los dos
cationes, B asi que se espera que la fase LDH mas estable sea la que tenga

una relacién Mg/Al que compense mejor estos los dos factores [30].

Los resultados obtenidos nos indican gue para obtener nanolDH-MTX con los
coractensficos adecuodas para este estudio. o sintesis s debe recliior por
coprecipitacion a pH vanable, ulizando una wolucidn de melales, ya sea con sakes
de nifrato o clorure en una relacicn de Mg/al 21, v MTX comespondiente al 505 de o
ClA.

Los nonolDH-MTX gue presentaron (0s mejores caroctesticos de tamafo v
potencial zeta fueron seleccionados para determingr e MTY incorporade ([T,
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esfos reuitodos e presenton en lo foblo 4.3, Ademds, se redizd & estudio de
estobiidad en cuanta a lomafio ¥ potencial zeta en funcidn del fempoe como s
describe mas adelante,

Tabla 4.3 Vdores de d, € v Nwne determinodos con o nanolDH-MTX
sinfefizodos empleando una solucion de metales de relacion de Ma/Al 21 con MTX
ol 50%, despuas del ratarmiento hidrotermal (TH).

Sales Lavados d (nm)

{ mmol/ g LDH)

Cloruro 108+ 4 41 1

Nitrato 3 13742 4441 0.45 7%

Los nonolDH-MTX sinfetizodos bajo una relocién de Mog/al 201, v canfidad de
T imcial comespondiente o 50% de la CIA, empleande tanto sales de clomuro
como de nirato, presenton valores de d y { similares. Asmemo, & MTX incorporado
en ambos casos as cerca del 40% de o ClAL Sin embargo, cuando s& emplean sales
de nitrato se necesitan menos lovados paro alcargor estos volores, Esto se debe ala
menor afinidod de los iones MOy por los [dminas de LDH comparados a los iones CF
[31], por 1o que se giminan de o wperice de ot LDH: con menor numers de
lervadics.

Aungue se observd gue ks nanolDH-MTX se mantenian dspersos al momenio
de la sintesis, se pudo constatar o ogregocion de las parficulos con el fiempo. Se

redizaron medidos de los valores de d v £ as como lo determinacion de la
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concenfracion de MTX libre en funcidn del fiempo en los dsperiones de los
nanolDH-MTX (figura 410,

Sales de CI Sales de (MO}
—a T dmw CEECE . —at ) TR} 0 T e
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Figura 4.10: Disfribucion de tomano, valores de ¢ y concenfraciones de MTX
libre en funcion del fempo, comespondientes a los depersionss de nanalDH-RTR
sintetizodas ulilzondo sales de clorurs v rifrato,

En los resuliodos obtenidos se presenio una dsminucion lanto de g
concenfracion de MTH ibre cormo en los valores de {, este hecho nos indica gue &
MTX libre s2 estd mcorporando an ko superficie de los nanclDH-MD Sin embargo.
cuando se emplean sdes de clouro la disminucion de los valores de { es mas
crdshca, se olcanzon voiores de £ de dmV luego de 14 dice de maniener i
dspenion v en consecuencia las pariculas fenden a agregarse. Por & contrario,
cuando se utiizan sales de nifrato, la deminucion de kos vdores de T es mas paulating
y &l efecto sobre las dispernsiones de nanolDH-MTX 25 menor, se observan valores de
d entomo o 100nm después de 13 dios. Por [0 fonto, o sintess de nanolDH-MTX e
reclizord ermplecado sales de nivato baio las condiciones ya establecidas.
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4.3.2 Funcionalizacion de nanolDH-MTX con Ris

Con el propdsifo de esfablecer los condiciones dpfimos para redizor ko
funciondizacion de ks nanolDH-MTX, se estudic lo imferaccion del Ris con los
noNOLDH-PMTX, Los resultados oblenidos en esfudio de la interaccion de R con los
nonolDH, descrito en el capitulo antedor (iterm 3.32.2], nos indicaron que o
funciondizacion de ko supericie de los nanolDH s logra o bojas concentraciones
de B=. B od como el presente estudio se realzd empleandcs bajos concenfrociones

ol R inicial {10 - 50%), expresado como &l % de CIA,

En este expeimento no fue posible determinar lo canfidod de RE incomorada
mediante espectroscopia UV-Vis. Yo gue el valor de coeficiente de absorfividod
molor comespondiente al MTX (7183 1/Mjecm) es mucho mds allo que el
comespondisnte o Eis (3536 1/M/fcm], en consecuencia, no se cbserve o curva
etpechral comaspondiente pora el Ris. No obstante, o incomporaciin de Ris se
evidencio indrectamente mediante los valores de £

173



- .!-.-..___i Capitulo 4
5 2

100

Aj
B4
lo
E 40
&
20 & -
g A 7
i} . ¥ ¥ ¥ T =
L] 1% i v 40 [+11] B0 L =
i ClA{Ris) E Ris ., = 25%CLA
% ClA[Ris} E v\L/—\

L 0 M 3 & W H.

m]
e
- N
dt:rnl-

i3 10 20 0

BT e % @ B e 28 (%)
%, CIARis)

Figura 4.11: (A] & MTX desplazodo, (B) en &l gje de ka zquierda £ [cuadros) y
an el eje de la derecha d (circulos) v (C) patrones de DRX de muestras en tuncion de
la concentracion de Re inicial [RCIA).

se geterming el % MTX desplozado en funcidn del Ris ogregado inicialments,
COmo e muestra en la figura 4100 Ademds, s& deferminaron los valores de d y £
[figura 4.11 B} v los pafrones de DRX [figura 4.11 C) a medida que se incorpora BE en
los nanalDH-MTX.

se chserve que a medida gue se aumenid [o concentracion Inicial de Ris, &
desplazarmenta de MTX aumentsd hasta alcanpar un valor constarte cerca del 25%
de MTY irfercalado imcialmente (figura 411 A). B cambio que sufre 1o superficie de
los nanol CH-MTX se ve reflejodo en los vdlores de d y £ Cuando se agregd el 10% de
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nanalDH-MTE ¥ nonolDH-MTXERE

ClA de Bk el vaor del £ disminuyd a un valor cercanc a 0 mV, lo gue produio la
agregocion de s particulos, en consecuencia se observd el aumento del valor de
d hesta ungs pocos Um. Unag vez gue o concentracion de Eis inicial oumnenta os
valores de { dsminuyen hosta alcanzor un valor cerca de -840 mY vy el valor de d
descendio hasta un valor de 200 nm (figura 4.11 B].

Por Oifima, pora lag concentraciones de Ris empleadas no se observaron
cambios en los patrones de DRX (figura 4.11 C}. La intensidod de |os los picos (O0).

comespondientes o o fose de LDH-MTX (se explicard mas odelante] no se ve
ofectoda por &l oumento de la concenfracion de Bk,

A partir de los resultodos obtenidos, la funcionalizocion de los nanolDH-MTK
se logra empleando una concenfracion de Ris entre &l 30 v 40 % ClA. De esta
manera se manfiene la mayoro de la caorga de MTX, las coracterisficos
estructurales de los nanclDH-MTX v se oblienen particulas con valores de d vy
fde 200 nmy {=-40 £ | mV, respectivamente, Por otra parte, e observd gque
los nanolDH-MTXERE se mantenian en dispersion durante mas iempo que las

particulos sin funcicnalizar con Ris.

4.3.3 Caracterizacion

Al cbtener tanta los nonolDH-MTX come los nanolDH-MTAERIS, se realizd el
esfudic comparativo de su composician, estructura y morfologia. Cabe resaltar, gue
pora o oofrmizacion de 1o sinfess se redizaron vornics sinfeds y una vez oblenidas as
condiciones, se prepard un stock con el cual se procedid o redizar toda lo
caroctenzocion y demas expermentos.
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S& reclz el andliss fermogravimetico de los nanohibridos, los nonolDH-MTX v
los nancLDH-MTA@RIE, asi como, &l del famaco MTX, Los curvas de TGA, fueon de
utlidad para determinar lo compasicidn de los nanohibridos, mienfras que las cunos
de DTA e emplearon para idenfificor los proceses involucrados en lo degradocion
termica de kos diferentes muestras, estos resultados se muesiran o confinuocian en o

figura 4,12,
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Fgura 4.12 Curvas de TGA/DTA comespondientes a los ranolDH-MTX y
nanolDH-MTXERE.

Las curvas de los nonolDH-MTY v los nonalDH-MTX@RiS, mostraron los
tras procesos principales involucrados en lao degradacion térmica de los LDH,
deshidratacidn, deshidroxdocion v descomposicion del anidn [3Z]. Mientras
aue, el perdil térmico del MTX libre, mostrd dos procesas, el pnmero con un pico
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cenfrado an los B7°C agproximadamente, de cardcter endotérmico, asociodo
a la descarboxiacion y el segundo an los 242°C debido o la descomposicidn

del metotrexato [33].

En el caso de los nanohibridos, se observe una pérdida de masa total del 38%
pora as NanoLDH-MTX v 4455 para los nanalDH-MTXERS of calentor hasto 800 °C. En
los curvas TGA/DTA se exhibieron los procescs de deshidratacion hasta los 200°C
aprodmadaments, con un pico asociodo a un efecto endotémico, Mientas que,
o pérdida de peso debida a la deshidrosiocidn y la descomposicion del anidn se
produjo entre kos 300PC v los 580°PC, donde &l pico pincipal se regstnd alrededor de
log S40PC v fue de cordcler exotémmica [12]. Lo termperatura de descompasicion del
MTX libre (262°C), se desplara a una temperatura mds aifa 540°C en kos nanohibrndos,
esto indica la infercalacian del MTX enfre 1as [Gminas de s nanalDH, debido a que
la interaccion electrostafica del MTX con [os lamincs mejora su estabdidod témica
[34].

Por otra parte. se ufilzaron los resultodos del ondlsis quimico v elemental
conuntamente con kos dalos obfenidos por ofres técnicos, tdes comao,
espectroscopio de energio dispersiva, andlisis fermogrovimetico v especiroscopio
vV para determinar o composicion de loe nanolDH-MTX v los nanolDH-MTXERs.
De este modo. se determing lo fémmula gquimica pora coda uno de ebos. Estos
resultados se recopilan en lo tabla 4.4,

Tabla 4.4. Andist quimico v elemental de los nanolDH-MTX v nanolDH-
MTXERE.

WAl MQ/Al WMC WM NHO  RMIX Fomnula Quimica
WY 17 170 72 123 05 MgeakllOHRMT K [Nk 079 HO

158 102 | P 13F &l 147 17.3 e b b O A TR [N g B o L D
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La formula quimica de los nanolDH-MTX v nonclDH-MTXERS se calculd
considerando la presencia de dos aniones [MTE v NOy) enfre las kaminos de LDHs.

De acuerdo a la compasicion guimica se observo gue el MTX presente en los
nanolDH-MTX ocupa e 32 % de o CLA, Bste valor es menor dl coienido previomente
en ko opfimzocion de la sntesis, ya que son sintesis diferentes, sin embargo & MTX
incorporado en las diferentes sintess siempre ocupd valones enfre 30y 40 % de la ClA,
Ademds, el valor posifive de { (44,0 mVY) medido para los nanolDH-MTX indica gue &l
MTX 52 encuenira infercaado enfre los kaminas, B resto de 1os stios infercambictias
58 sUpOnen ocupodos ya sea por aniones NO7 o aniones COs*, Por ofra parte, se
observd que el contenido de MTX en los nanolDH-MTXERE fue menor gue en los
nonolDH-MTX, ocupando 22 % de los sifics disponibles. La incomporacion de Ris en o
supericie de los nanclDH-MTX produce el desgplazomiento de uno pequefa
canfidad de! MTX presente en las Idminas.

La fdmmuka quimica establecida pora ambas muesstras indicd gue fan solo el
1B % de los sifios disponibles para el infercambic son occupades por BE, lo gue indica,
junto con el valor negativo de £ 400 mV) v el pegueno desplozomiento de MTX
que el BE se incorpora principaimente en o superficie da ios nonolDH-MTEERS,

En la figura 4.13 se presentan los difractogramas de rayos X para (os
nanolDH-MTX v nonolDH-MTX@RIS, Ademds, se incluyen los difractogromos
de MTX vy nanolDH intercalado con el aonion HCa, utilizados como referencia.
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nanclDH-MTE

Intmnaidad fu.a)

Intensidad [u.a)
Infensidad (u.a)

Figura 4.13: Difractogramas de rayos X de (A) nanolDH-MTX v nanolDH-
MTX@Ris y muestras de referencia y (B) nanclDH-MTX empleandeo un escala
mas amplia de 28.

Como se discutio previamente, (os difractogramas de fos nanolDH-MTX ¥ los
nanolDH-MTXERE no presenfan diferencia entre si. Bstos difoctogramos, en
conunto con el comespondiente a nanolDH, presenian o5 sefales coractensticas
paora los LOHs, con picos de mayor infensidod a bojos valores 28 [menor a 357,
comespondientes a los reflexiones [00l), mientros gue los [hkD), menos infensas,
oparecen a vdoes de 28 moayores [33]. din emborgo. porg los muestios
intercaladas con MTX se obsendd un desplazamiento de los pices [00) o valores de
mencr Gngulo respecto a las infercaladas con NOy, asl como una disminucidn en la
infersidad. Este comportamiento es caractenstico para la infercalacion de aniones
orgarecos an ias [Gminas de LDHs, Este fipo de anionas presentan mayor famafio v
en corsecuencia, producen &l oumento de la distancia entre las kaminas, asi como
o disrminucion del ordenarmients de las laminas  debido o una menor nteraccion
entre elos [34]. Ofros eventos que respaldon ko infercaackan del MTX en los
nanolDH, &8 o ousencia de picos comespondentes al MTX puro en esfos
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difactogramas, ademas del cambio gue prasentan los valores corespondientes al
espaciodo bosal y el pordmetro de celda ¢, como se describe a confinuacion.

La muestra de referencia intercalada con el anién NOy [nanolDH)
presentd un espocio bosal alrededor de 7.8 A y sus pardmetros de celda
fueron de c = 23.4 A v o = 3,04 A, Mientras, que para las muestras intercaladas
con MTX el espocio basal fue de 16,0 A v sus parametros de celda fueron de
c=480A va= 304 A. Si se sustrae el valor det agspesor de la ldmina de LDH
(4.8 A) de los espacios bosales calculados para ambas muestras, se obfienen
los valores de espociaodo inferdaminar 3.0 A para noanolDE v 11,2 A carg
nanolDH-MTX, Por ola parte. no se observaron cambios enfre los vaores gl
poramefro a [=d (110]), yo gue estd relocionodo con los radios de los cationes

lcrineres | Mg y AR [37])

De acuerdo al tamofio molecular del MTX, 21,74 de largo v 6.5 A de
ancho [38] |13], el espocio basal esperodo para los nanolDH intercalados
con MTX seria mucho mas gronde que el oblenido exparimentalmente | 140
A). Sin embargo, en la literatura se han registrade LODH-MTX con una gran
variedad de valores corespondientes ol espacio basal desde 14,9 A hasta
289 A [28, 34, 37, 39-41]. Debido al gran tamane y la compleja estructura que
presenta el MTX, esta molécuio puede adoptar diferentes conformaciones
dentro de los lamings de LDH vy dar como resultodo diferentes espacios
basales. Por ejemplo. Lofterni propone gue esta molecula e puede
acomodar en el espacio interlaminar con sus anillos aromatcos en forma
perpendicular o inclinada con respecto a las laminas de LDH y con sus grupos
corboxlicos apuntando allernativamente hacia las capas superior e inferior
formande una monocapa [42], Ofros autores [43, 44, 45], sugieren que los

aniones se localizan formando bicopas que adopfan diferentes orientaciones
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y distinto grado de inclinacion entre los capas, siempre con sus grupos
carbodlicos apuntando hacia las |[Gminas de LDH [40]. De acuerdo al
espacio basal obtenido en este caso, & MTX adopta una conformacion de
bicopa entre |as ldminas de nanolDH [figura 4.14). En esta conformacion, los
grupos carboxiicos apuntan hacia las [Gminas, ¥ [os anillos aromaticos se
encueniran proximos, o que conlleva a un gpilomienta T - ™, con un

consecuente aumento de la densidad electronica [392, 40].

W e e, O

Figura 4.14: Posibles configuraciones del anion MTX enfre las laminaos de LDHs,

modificado de |la referancio [41].

En la figura 4.15, se presentan Ice especiros inframojo para los nanolDH-
MATX v nanol DH-MTX@ERE, osl como los espechros comespondientes al MTX v nanolDH
intercalode con & anidn NOs, uliizados como referencia, Los especios de
nanolDH-MTX v nanolDH-MTHERE son muy smidores enfre s, vy coinciden con los
reporfados en biblografio pora LDHs intercalados con MTX [13, 12, 37].
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Fgwa 4.15: EBspecincs infrarojo para os nanolDH-MTX v nonolDH-MTXERE.

Fara los espectros de nanolDH ya sea con o sin famoco infercalodo,
s observaron los bondaos coractersticas de los LDHs, éstas ya fusron
discufidas en el capitulo 3 (item 3.2.3) [44]. B espectro comespondiente o MTX
ibre se distingue por lo presencia de una bondo infensa a 3419 cm-,
atribuida a la vibracion de estiramiento de los grupos MNH. Mientras gue en los
aspectos de los nanolDH-MTX vy los nanolDH@E RS, esta banda es substituida
por la ocbservada a 3480 cm!, alfbuida o los modos vibrocionaoles de los
grupos OH presentes, tante en las |dminas de LDH como en las molécutas de
agua inferlaminar [12]. De igual manera, en el espectro de MTX se presenton
las bandas o 1640 v 1505 cm! perfenecientes ol modo de estramiento
asimétrico v siméfrico del grupo COC. Por su parfe en los espectros de los

nanchibridos se observd el desplazamiento de estas bandas hacia 14610 v
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1452 cm! [28, 34]. Lo gque &5 alibuido a la ionizocién del MTX v la fuerte
interaccion electrostatica entre 10s oxigenos ferminales del MTX v las laminas
de LDH [2B]. Ademas, en el espectro de MTX libre se presentan bandas a 1200
v 1100 o' comespondientes g g frecuencia de estiramienta C=MN de Ios
grupos amina prmaria v ferciarios presentes en la estructura del MTX. En los
espectros de los nanohibridos la infensidod de estos bondas disminuye
drasticamente  [37]. Finclmente, lo. intercalacién del MTX fonto en los
nOnolLDH-MTE coma en |os nanolDH-MTXER, también se comobord por la
reduccién de banda de absorcién de dlla infensidad a 1384cm,
comespondiente a la vibracion asimeética del anion NOsx presente en el

aspactro de los nanalDH [3%).

Meadkante microscopia elecironica de bomdo [SEM|, se estudid lo morfologia
de los muesiros sintetizacas, fal como se presenta en la figura 4.14 para los nanolDH-
MTX v nonolDH-MTXERE.

Figura 4.14: Imagenes SEM de nanol DH-MTX v nanol DH-MTKERE,

Los nonolDH-MTX v nonolDH-MTX@RE exhiben umo foma de bminas
hexogonaies, con famafos menoras a los 200 nm. Se aprecia que las kaminas, fanio
e las nanolDH-MTY como de los nanolDH-MTXERE son moe imeguiores v con
bordes menos definidos gue los nanolDHs intercalados [47], Este hecha se debe ala

menor oistainindod de ks moestras de manolDH-AMTX v naonolDH-MTXERS. Lo
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marfologia encontrada parg s nonolDH-MTX v nanolDH-MTX@RE 5 similar a la
informodao por ofros autores para LDHs intercalados con MTX [28].

4.3.4 liberacion del Farmaco (MTX)

4.3.4.1Intercambio anionico

e reqlzaron cinéficos de liberacion de MTX [Figura 4.16) desde |os
nanchibridos [monolDH-MTX v los nanolDH-MTXE@RIs) en los siguientes medios:
NaCl 150 mM, buffer fosfato 50 mM [pH=7.4] y buffer acetato 50 mM [pH=4.7),
En estos medios los LDHs no presentan disolucion cousada por el pH dcido
(pH < 4.0 las laminas comienzan o disolverse), esto pemite estudiar &l proceso
de liberacion del MTX por intercambio anidnico. Ademas, (g distinta
composicion de los medios pemmite estudiar el efecto de aniones de diverso
afinidad por los laminas de los LDHs. Asimismo, estos medios reprasentan
sitvociones modele de diferentes condicicnes fisiclogicas. Finalmente, se
determinaron los valores de { de las dspersiones de nanolDH-MTXERIs of final
de la cinégfico para evaluar 8l estado de la funcionalzacion con Ris.
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Figura 4.17: Cinéficos de beracion de MTX para oz nanolDH-MTX v los
nanolDH-MTX@RE dispersos en (A} NaCl 150 mM |pH=%.0], |B) bufter tosfato 50
mid ([pH=7.4) v [C) buffer ocetato 50 mM [pH=4.7). 5& indican los valores de €

correspondientes a las despenionas de nanalDH-MTX@ERI en los diferanies
medios al finolizar las cineficas.

185



= .i.‘.-;‘ Capitulo 4

El perfil de liberacion de MTX desde ombos nanohibridos (nanolDH-MTY
y nanolDH-MTXERE) &3 simior. 5in emborgo, se observd gue este perfil
combia an presencia de los diferentes meadios de liberacion. En la tabla 4.5 se
presentan los volores de { de las dispersionas de los nanolDH-MTXERi, en
agua |previo a las cingticas) y en los diferentes medios en que se realizaron
Ios cinéticas (al finalizar las cinéticos),

Tabla 4.5. Valores de { corespondientes a los nanolDH-MTXERis dispersos en

los diferentes medios.

Medio de dispersion

NaCl 150mM

Buffer fosfato 50 mM

Buffer ac el-nic--sﬂ it

La liberacicn de MTX en NaCl 150 mM dlcanzd el 20% frascumridos los 30
minutes y se manfuvo constante hosta las B horas. Lo bojo liberacion de MTX
se debe a lo poco afinidad del anién clomrure por las ikminos de los LDHs,

En combio, la liberacion de MTX en buffer fosfate dlcanzéd el 50%
transcumidos 5 minufos (ol realizor o primera medicion] vy se mantuvo
constante al franscurir el fiempo, no superd el 40% luego de B horas. B
aumento de la liberacidn, con respecto a lo obtenido para NaCl 150 mM se
debe o la mayor afinidad de los aniones fosfotos por las laminas de los LDHs,
relacionada con su elevada carga v su capacidad para generar puentes de
Ridrogeano con las laminas.

En ambos casos se obluvo sdlo un pequefio oumento de los valores de

¢, lo que indica que lo funcienalizocion de la paricula no se desorbid
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completamente, Este combio de los valores de { es cousado por la desorcion
parcial del anion Ris de lo superficie de las ldminas, debida a la dilucidén de
los nanolDH-MTXERE para realizar el experimento, su concenfracion se levo
hasta 0.59/L. En el capitulo anteror (item 3.3.4) se estudid el efacto de la
concentracion del nanoportadaor v la fuerza idnica frente a la desorcion de la
funcionalizacién, los resultaodos indicaron que la fuerza idnica no causabo
cambios significativos en los valores de {, pero estos valores si se ven

afectados por la dilvcidn de los nanolDH-MTXERis.

Fnalmente, la liberacion de MIX en buffer ocético acetato fue |a
menor de las tres, no superno e 10% frascumdas 8 horas, Esto se debe a la falta
de afinidod del anion acetato por las ladminas de los LDHs. Ademas, el pH del
medic no es suficiente para la disclucién de los LDHs, pero sl para disminuir o
solublidaod del MTX [pkai= 2.9 pkaz = 4.4 vy pEo3 = 4.4}, gue en este rongo de
valores de pH presenta reaccionas de protonacidn. Similares resultados se
han obtenido pora la liberacién de farmaocos dcidos con pEa similares, como
el ibuprofeno, el cual presentd baja liberacidn en buffer acético acetato o
que se osignd, aodemds de los factores anteriormente propuestos, a lo
protonocion de los laminos de los LDHs gue incrementa lo carga de las
Erminas o copacidod de retener &l farmaco [48]). En este caso, se produjo
una reversion del volor de £ (23 mVY luego de las 8 horas) lo que indicd o
pérdida de la funcionalizacion con Ris. Como s& explicd en & capitulo
arderior en &l fem 3.3.4.3, la funcionalizocion depende del pH, cuando el pH
del medio es menor que 5 se produce la protonacién de Bis v la consecuente
desorcion desde los nanolDH-MTX@RIs,
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4.3.4.2 Disolucion

Para eshedior o iberacion por declucion del monopordodaor, se redizamnn
cirédticos de disolucidn de los nanolDH-MTX vy nanolDH-MTXERE en medio acido

(figurc 4.18).

B nancl OH-MTX B nenol DH-MTXRis

L B S S —
0 2 4 &6 B W 12

tiempo (h)

Figura 4.18: Cineficas de disclucidn para |los nanolDH-MTX v los nanolDH-

MTAERE.

Los ciméfcas de declucitn para los nanalDH-MTXY v los nanolDH-MTXERIS

fuercn muy simidares. Amibas curvas presentarcn una disolucidn lenta, que lega a %0

% d cabo de mas de 4 horas, esfo se relaciona con g intercalacion de un anién

hickofdico camo el MIX.
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Los LDHs, ol igudl gue otros hidrésidos de cafiones metaicos, presentan grupos
hicdroxdo superficiales caopaces de sufir reacciones de protonaciin v deprofonaciin
[49]. La profonocion de los hidroxio superficiales oumenta lo velocidod de disclucion
de ko kamings, como comsecuencia de lo allo polarzocidn que conduce a un
debilfomiento del enlace M-O.

La lberacidn del MTX desde los nanolDH-MTX en medic dcido puede
describine mediante kos siguientes posos: 1) uno rapida fomocion de sifios reacfivos
superficicles, producto de la profonaciin de los grupos hidroxdo de los [aminas y, 2)
un desocoplamiento kenfo de los cafiones metdicos de o superficie (ecuocion 4.3).

Mgaal [OH)eMTXrps + H joc) 5 2MO? ac) + AP (ac) + NMTX + H2Oy) [4.3]

Trabajos previos indican gue los aniones en la superficie e interlaming
cle los LDHs determinan su velocidod de disolucion [20]. Asl, la disolucion de
los LDHs intercalados con aniones hidroflicos es mas rapida, que la de los
intercalades con anienes hidrofébicos [22]. En el caso de los nanolDH-
MTXERIs, en medio acido, se produce lo protonocion vy rapida desorcion del
Rit presente en los nonolDH-MTX@ERE, por o que ombos muesiras e
comportan de igual manera. En general, con los resulfados obternidos v los
informodos en bibliografia, se puede deducir que los procesos de liberacion
de farmaces desde los LDHs son por medic de infercambic anionico en
medios basicos, ya gue en este rango de pH no hay disolucidn de fas ldminas
y la liberacidn esid dingida por los aniones del medio v la afinidad que astos
presenten por los LDHs, En cambio, o valores de pH dacido la liberacion del
farmaco es por disolucieén del nonchibrido. Especificamente, para este
estudio s& encontrd gue la vehiculizacian de MTX en los nanolDH permitiric
miodular su liberocion. Por gjemplo, en un medio neutro gue simula = pH del
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plasma sanguineo como es el buffer fosfato [7.4), se lograron liberaciones

rapidas. Mianfras gue, en meadios dcidos, por gjemplo en butfer acetato (4,7)
gue simula el pH de crganelos infracelulares, o incluso en medios con pH mds
bajos se obfienen liberaciones sostenidas en el fiempo, debide a la disclucicn
de la matnx. En este sentide, es de rezaltar gue la disolucién dcido de LDH: en
los lisosomas [pH = 4,7-50] se propone como el mecanismo de liberacion
para la vehiculizocion infracelular de ADN v farmacos anficancerosos por via
parenteral [50].
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4.4 Conclusiones

Se logrd sintetizar nanclDH infercalado con MTX de tamafo, compaosicion y
morfologio adecuada. Los nanohibridos se prepararon mediaonde  sintesis por
coprecipifacidn a pH vanable, con una relacién Ma/al 221 v confidad de MTH inlicial
comespondiente al 50% de o ClA. Ademnds, se enconfid gue, cuando se ufimoban
sales de nittate pora o snfess de los nanolDH-MTX, estos s& mantuvieron en
disperion duronte perodaos de fiempo mids largos que ios nanolDH-MTX sinfefizodos

con sales de cloruno,

La funcionalizacicn de los nanolDH-MTX con Ris, se logrd incorporande
una baja cantidad |18 % ClA) en la superficie de |as laminas. De esta manera,
no sa afectaron las caracterisficas esiructurales de 1os nanolDH-MTX v se
obtuvieron particulos gue cumgplen con los requerimientos de tamafo v
cargado de farmace, con valores de d y { de 200 nm v £ = -40 £ 1 mVY,
respectivomente.

Los estudios de liberacion indican que la vehiculizacién de MTX an los
nanolDH permite modular su liberacién depeandiendo del pH y de los aniones
del medic. Los principales procesos de liberacicn son lo liberacion por
intercambio anidnico o o disclucion del nonoportador. En &l primer proceso
la velocidod de liberocitn dependid de la afinidad que presenten los
aniones del medio por los lGminas de los nonolDH. Mientras que en el
segundeo, la velocidad de liberacién depende del pH del meadio v la
nidrofilicidod de la superficie de los LDHs. En consecuencia, la liberacion del
MTX desde los nanolDH-MTX en medio acido fue mas lenta. Este perfil de
iberacion indica gue la vehiculzacion de MTX en los nanolDH producina una

accitn terapéutica del MTX mds prolongada en el fiempo,
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Capitulo 5: Interaccion con fluidos biologicos

5.1 Intreduccion

A lo largo del presente frabajo de tesis, se ha destacado el avance en
los  estudios sobre los nonomateriales v sus aplicociones biomédicaos,
principalmente como nanoportadores de farmacos. En este contexto, se ha
establecido que los nanoporiadores de farmacos deben cumplir con clerfas
propiedades para interactuar adecuadamente con los sistemas bioldgicos,
olcanzar el lugar de accion y asi aumentar la eficiencia terapéutica del
farmace [1]. Principalmente, la hidrotobicidad, el tamafo v la carga de los
nanoportadores son los factores determinontes de su biocompatibiidad in-
vivo y de su respuesta farmacoldgica [2]. Los nanoportadores con tamafios
entre los 50 y 250 nm, con superficies hidroflicas v carga negativa tienen la
mayor probabilidod de presentar largos tiempos de circulacian en sangre vy,
por ejgmplo, acumularse an fejidos tumaorales a fravés del efacto EFR [3-4].

La mavyaria de los estudios de caracterizacion de los nanoportadores, se
han realzodo en condiciones in-vitro, utilizando soluciones acuosas que no
represenfan completamente lo interoccidn con fluidos biologicos. Mo
obstante, recientemente se ha demoshodo gue cuando los nanoportadores
ingresan a los fluidos bioldgicos, las proteinas v ofras biomoléculas, como
ipidos, se adsorben o su superficie conducienda a la formacion de la corona
proteica [Fgura 5.1} [7-9]. Por lo tanto, se pueden estudior unas
caracteristicas que estan vinculadas a los nanoportadores en ausencia de
componentes de fluidos bioldgicos, que dan lugar a su identidad sintétfica.
For ofro lado, ¥ como consecuencka de la interaccion con fluidos bioldgicos,
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la idenfidod sintéfica de los nanoportadores se pierde v adguieren una
identidad bioldgica con caractersticos interfaciales diferentes. Bsta nueva
identidod goblema el modo de inferaccion enfre los nanoportadores y, an
consecuencia €l mecanismo de liberacion de farmacos en un determinado
tipo celular [10].

| &=

Figura 5.1: Los noncportadores en condiciones in-vifro representan o

'-_"'I-I 1Ty 1

ldenfidad sintética, mientras que el nanoporfador en contacto con fluidoes
biclogicos adscrbe proteinas [corona de proteinas) que determinan su
identidod bioldgical[l].

La composician de la corona proteica es variable y depende en gran
medida del entorno bicldgico inicial, de la guimica superficial de |os
naonoportadores v de lo ofinidod que las biomolécudas presenten por ellos
[11]. Es asi como la inmensa diversidod de nonoporiadores que existe hoy an
dia, puede produci igual nimero de identidodes bioldgicas, Por lo tanfo, la
caracterizacion, y confrol de esta identidod biclégica se ha convertido en
uno de los desafios mas importantes pora o odministrocion de farmacos [12-
| 4],
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5i bien lo adsorcidn de biomoléculos altera muchos propiedades
fisicoguimicas de los nanoporiadores, come e famafo, la forma v la
composicion de la superficie, los nanoportadores también pueden modificar
las propiedodes de los biomoléculas adsorbidas. Por ejemplo, la interaccian
nanoportadar-proteinas puede inducir cambios conformacionales en las
estructuras secundarias de |as biomaléculos v alterar su actividod bicldgica
|8]. En muchos casos, la odsorcion de proteings en los nanoportadores puede
inducir fibrlacidn, inmuncsensibilidad vy plegamiento incorecio, alterando
sustancialmente propiedodes como la biodistribucion, la circulacion, o
captacidn  celular, la localizacién infracelular vy lao toxicidad [1517].
Confrariamente, ofros cosos hon demosirodo gue o adsorcion de
biomoléculas oforga proteccion frente o |lao  ftoxicidad, focilita las
interacciones mediodos por receptores y mejora los perfiles farmacocinaticos
[18].

La tormocion de la corong proteico esta medioda por interocciones
fisicas no especificas, comunes a todos |os sistemas proteina-nanoportador
(van der Waals, electrostatica, efc.) [19.20]. Sin embarge, las inferacciones
profeina-proteina [PPI), que involucran dominios (de 35 a 150 residuos de
amincdcidos organizados en plegamienfos de  esfructuras secundarias
especificas [25]) que reconocen especificamente sitios o secuencias en ofro
polipéptido [21-23), también juegan un papel importante en la compaosicion
de la corono proteica [Z4]. Las PPl que se generan en 1o corona profeicaq, se
puaden estudiar usando heromientas bioinformdaficos, vy especicimente
boses de datos de interoccion proteino-proteina, que permiten construir los
redes de interaccion [24-268]. Por lo tanto, la formaocion y composicion de la

corona profeica puede estar mediada por inferacciones  fisicas no
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especificas enfre los nancportadores vy las proteinas v por inferacciones

biclégicomente especifica entre las proteinas de la corona [27].

En este capiiulo, se aborda el estudio de la interaccion de los nonolDH
¥ nonolDHERE con fluidos bicldgicos v la relacidn enfre sus idenfidodes
sintéficas v bioldgicas, En primer lugar, se explora el efecto de la adsorcion de
abuming (Al camo un sistema sencillo para comprander el efecio de la
formacién de la corona proteica sobre las caractersticas superficiales de los
nanoportaodores, En segundo  lugar, se andliza lo inferaccidn de  los
nanoportadore: con o mulfiples proteinas presentes en el suero, como &l
suerg fetal bovino [5FB). Con este propdsito, se redliza la identificacion de las
profeinos de los coronos profeicos formodas scbre los nonolDH vy

nanolDHERE v se evalban las inferacciones involucradas an este proceso,

5.2 Metodologia experimental

5.2.1 Interaccion con medios biologicos

Se evidud el efecto del medio en s valores de d y { de a8 dspearsionas fanto
de los nanolDH como los nanolDH@RE despuss de equiibrar toda o noche [28].
Con este propdsto, se redlizaron dspersionss | o/l de nanolDH v nonolDH@RE en
diferentes medios de relevancia fisiclogica: a) NaCl 5 mmoi/L. b) sclucion feologica
(Ml 150 mmal/ L), €) solucion Ringar (MaCl 110 mimaol /L KCI 56 mmel /L CaCl: 2,25
mmaol/L; NaHC s 2.4 mmol/L] v d) plosma smulado [solucién Ringer, suplementada
con 40 g/l de Alt).
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5.2.2 Adsorcion de albumina (Alb)

Se estudid lo copocidod de adsorcidon de Alb por los nanolDH v
nonolDH@Ris ademds de su efecic sobre la funciondizacidn en los
nonelDHERIS. Por ofro lodo. se evalud el efecto de la adsorcion de proteinas
en los valores de d y { tanto en los nanolDH como nanolDH@R(s, Parg ello, se
prepararon dispersiones 1.0 g/l de los nanolDH v los nanolDH@EREE en Nall
150 Mm con concenfraciones crecientes de Alb a pH 2.0 [0 - 0.4 g/L).
Despues de equilibror toda la noche se determinoron los valores de d, £y la
concentracian de Alo y Ris en los sobrenadantes, luego por diferencia se
calculd el Ris desocrbide vy Alb odsorbida, expresado como %Ris ¥ rus. 0/0.
respectivamente.

Una vez que s& determind la maxima cantidad de albuming adsorbida
(r am mm), |0 adsorcion de albuming se expresd como grado de cubrimiento

M &b Tak o

5.2.3 Farmacion de corona proteica y determinacion de la
identidad Biclogica

Lo formaocion de la corona profeica en nanolDH v nonolDHERE se estudid
agregando o dspension corespondienta a una solucidn 30% [V/Y) de Suerc Fetal
Bovino (3FB} v volumen find de 10mbL de tal manera gue la concentracksn de |as
dispersionss fuera 1.0 g/l. Después de agitor ks suspensiones durante 1 hora se
determinaron 108 valores de d y {, Posteriormente sa realizd la identficacion de las
proteings presentes en ka corona proteica, como se describe o continuacian (figwa
A:2).

205



- i “':ﬂ Capitulo 5

Hn rremienila Enpinformbica
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Figura 5.2;: Metodologia experimental para redlizor la identificacion v
caracterzacion de las profeinos constituvenies de [as coronas profeicas de

los nanolDH vy nanolDH@RIS. [+ B perf SDEPAGE mastada en la figuma es 8 modo de sjempio) .

5.2.3.1 |dentificacion de proteinas

Con el proposito de identificar las proteinas gue hacen parte de lo
corong proteica odsorbida sobre 1os nanolDH v nancLDH@RE se realizaron 1os
siguientes pasos previos: a) separar el complejo nonoportador/corona de las
proteinas del SFB que no se adsorbieron, b) eluir la corona proteica formada
sobre los nonoportadores, €) separar las proteinos  constituyentes de o
corona y finalmenta, d) andlisis @ identificacién de los proteings. Esta serie de

pasos s& detallan a continuacion [27]:

) La separacion del compigjo nanoporiador/corona de las proteinas
del 5FB que no se adsorbieron, se logrd ufilizondo disolucioneas con
una concenfracién finol de 0.1 g/l en agua, s&@ agregaron a@ un
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colchdn de sacarcsa (0.7 M) v se cenfrifugoron (19000 g). Los

precipitados formados se lovaron tres veces con agua.

b) Las proteinas gue tormaron parte de la corona proteica de los
nanoportadores  s&  eluyeron afadiendo o los  precipitados
obtenidos, buffer de muestro para electoforesis en gel de
poliacriaomida con dodecilsulfato sadico [SD5-PAGE, por sus sighas en
inglés). Este butfer confiene: 62,5 Mm Tris-HCI pH 6,8, 2% P/V 505, 10%
glicerol, 50 mM Z-mercaptoetanol v 0,01% P/V azul de bromofenol,

Finalmente se incubaron a 95 *C durante 5 min.

c) Lo sepaoracion de proteinas se realizé medionte SDS-FPAGE de lo
siguiente manera: 20 pl de la suspension obtenida en b)), s& comeron
en un gel de SD5-poliacrilamida al 4% durante 2 min a 200V v los
proteinas e fileron con azul brilonte de Coomossie G-250. Las
bondos se cortaron, se lavaron, se redujeron vy s S-alquilaron. Se
reclizd lo digestion de los trozos de gel cubierfos con 2 ng/ful de
tripsing en 5 mM de NHHCO: v s incubd durante toda la noche o
37 °C. Despuss de eliminar las sales con unda punta de pipeta Ziplip
CI18 [Merck Millipore], la muestra se liofilizd v se suspendid en una

solucion de acido férmico al 0,1%.

d) El ondlsis e identfificacion de las proteinas constituyentes de la
corong proteica de los muestras nonolDH v nonclDH@RES fue
redlizada mediante nano LC-M3/M5 en un espectromefro de masas
Q-Thermo Scherma v se ionizaran por electropulverizacidon con EASY-
SPRAY [CEGUIBIEM, Bs Alres, Argentfing), Lo cromatografia lguida
capilar de péptidos fripticos se realzd con Thermo Scientific, sistema
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EASY-nLC 1000, [estos técnicas y o metodologia empleada ie
detaollon en el capitule 2). Los proteinas identiicodas se asignaron o
la especie Bos Taurus (vaca) mediante la busgueda en la bose de
datos UniProtEB. Las proteinas dentificadas se clasificaron seglin sus

funciaones utilizondeo la base de datos (DAVID) va.8,

5.2.3.2 Interaccion proteina-proteing

Con los profeinos idenfiicodos en cado una de los coronas proteicos
[renolDH v nonolDH@RES) se corstiuyd una red PPl ufieande o base de dotos
STRING (Search Tool for the Reftieval of Interocfing Genes/Proteins] vemidon 100
[hitpa/feing-cir.org/), Para 1o corstruccion de esta red, STRING usa informocion de
bmes de doftos plolicos gue incluven dalos expermentales y predicciones
computacionaes (inferaccidn dominic-dominiol. La red PPl resume ios asociacionss
predichas para un grupo parficular de proteings. Los nodos de ko red son proteinds,
o5 bordes representan a8 asociaciones funcionales predichas, v & grosor de los
bordes indica el godo de confionza en lo prediccidon de kb interaccién, la
puntuacidn de interaccidn minima requerida es 0.7, Los pardmelros estadisficos que
caracterizan la red inciuyen el numerc de nodos vy bordes, el grodo promedio de
nodos [representa la confidad de interacciones gue fene una profeina de lared en
promedio), el coeficiente de ogrupamiento [mide la conexidn de les nodaos en g
red], &l numero esperado de bordes [indica cudntos bordes se esperan si los nodos
se seleccionaron al azar) v & pwvalor de enfguecimienta PP (indica s las nodas no
son aleatonos v s el numeno otservodo de bordes es significative). B coeficiente de
agupamiento de la red se cacuo como & promedo de los coeficientes de
agupamients de todos los nodos. Por eemplo, si un nodo interactoa con todos sus
vacnos, tendria un coeficiente de 1 vy 5 no interoctla con ninguno, tendrio un
coeficiente de 0.
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5.3 Resultados y discusién

5.3.1 Interaccion con medios biologicos

B tomafic es una de los caractersticos prncipales gue ofecta el
rendimiento de los nanoportadores de farmocos; se espera que los medios
fisiolbgicos induzcan cierto grade de agregocion debido a su alta fuerzo
ionica y composicion compleja [22]. En la figwa 5.3 se presentan los valores
cde d v ¢ de los nanolDH v nonolDHERis dispersos en medios de relevancia
fisiclogica: sotucion fisislogica, solucién Ringer y plasma simulodo. De esta
manera, s estudid el efecio de porametros como 1o fuerza iGnica o o
presencia de proteina sobre los valores de d v {, como un primer analsis para

comprender los diferencias entre [0s idenfidades sintéticas y bioldgicos.
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Figura 5.3; Valores de d v £ para los nanolDHERis y nanolDH dispersos en
diferentes medios de relevancia fisicidgica.
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Los nanolDH y nanolDHERs dispersos en la solucion NaCl Smkd se
ufiizaron como referencia de identidad sintético para comparar los cambios
gue presentaron los valores de d v £ con respecto a los medios fisioldgicos.
representatives de idenfidodes bioldgicaos de creciente complejidaod. La
solucicn fisiclégica confiene sédlo Nall, mientras que la solucién Ringer incluye
los tres principales cationes presentes en los medios fisioldgicos [No*, K+ v
Ca?). Fnalmente, el plasma simulaodo difiere con la solucidn Ringer en la
presencia de alb en una concenfracion simiar a la del plasma humano (40
arL).

El valor de d de los nonolDH en solucidn fisiologica oumenio
considerablemente, mientras gue los valores de d para los nonalDHERE no
se vieron afectados por la alla fuerza idnica de la solucién fisioldgica. Estos
resultados concuerdan con el estudio realizado en el coplitula 3 tem 3.2.4.2.
donde se estudio el efecto de la tuerza idnica sobre el tamafio de los
nanoportadores  funcionalizados con Ris, Este efecto puede airibuirse
principalmente al combio en los valores de { con un aumento de la fuerza

idnica, gue se minimiza con la funcionalizacién con Ris,

For el contrario, los valores de d medidos para ambas dispersiones
aumentaron considerablemente en solucion Ringer, debido a la fuere
disminucion de los volores de £ En este caso, o prasencia de cationes como
gl Ca* inhibe el efecto estabilzaonte de la funcicnalizacién, ya aue
inferacciona con el anidn HREY provocando o agregocidn, como se
establecio en el estudio de la especificidad de la funcionalizacién por la
hidroxiapatita [capitulo 3 item 3.3.5). Finalmente, se observd que los valores
de d en plasma simulado fueron de alrededor de 100 nm v los valores de
fueron aproxirnadamente de -10 mY, para ombas dispersiones. Este volor

negafivo de { indica que lo adsorcidon de Alb sobre los nanoportadores
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genera un aefecto estabilizador frente o lo agregacién. Por 1o tanto, también

se analizd el efecto de la concenfracidon de Alb en los nanoportadores como

se explico a contfinuacion, Estos resultadeos muestraon claramente que aln la

presencia de ung sela profeing en esta solucidn modifica drdsticamente las

propiedades interfaciales de los nanoporiadoras.

5.3.2 Adsorcion de albUmina (Alb)

Con el propdsito de iniciar el ondlisis del efecto de la formacion de la

corona proteica sobre los valores de d vy £, se estudid el proceso de adsorcidn

de Alb en los nanolDH v nonolDHERS en soluciones fisiolégicas, tal como se

presenta en la figura 5.4,
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Figura 5.4: (A) Cantidad de Alb adsorbida (r] vs. concentracion en al

equilibrio, (B] desorcion de Ris (RRis) y [C) valores de d v { para los

nanalDHERis vy nanolDH en funcidn de la relacidn Mue ; Faip mas.
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En la figura 5.4 A se presenta la adsorcion de Alb tanto en los nancolDH

coma en los nonclDHERs., Para los nanolDH, se observd un marcado
incremento en ras o bojas concenfraciones [Albleq, este comportarniento
indica una alta ofinidod de Alb sobre los nanolDH. Es decir, que esta proteing
con carga negaliva en solucidon fisicldgica (su punto isoeléctico es 4.7 [30])
presenta una fuerfe intercaccion electrostatica por la suparicie de esfos
nancportadores cargodos posifivamente. Parg valores de rage cercanos O
lafg, se presenta una disminucidn de la pendiente hasta valores de ran= 1.5
g/g que comesponde a la canfidad maxima adsorbida. Por el confrarie, para
ios nanolDHERE no se presentd un incremento inicial tan marcado de ruesy 1
maxima canfidod adsorbida fue de 0.2 gfg. Bta bojo adsercidn, se debe
principalmente a la repulsion elecirostdtica entre 108 nanclDHERE cargados
negativamente y la alb, asi como a la dlita afinidad del anion HEIs*, por la
superficie de los nonolDH@RIs. Asi, el desplazaomiento de Ris es menor al 25%

en todo el intervalo de concentraciones estudiado.

En la figura 5.4 C se presentan los valores de d v £ para los nanolDH vy
nanolDH@ERIS en funcidén del grado de cubrmiento rus/Tam ma. Al Qumentar
esta relacitn, se cbservo que los valores de { para los nanolDH@RE se
tomaron ligeramente menos negatives, mientras que para los nanolDH se
observd una inversion del potencial positive hasta un valor de -23 mv, Ambos
muasiras presentaron valores convergentes de f cuando run/fab smoe = 1, 10
que indica que la Alb es la gque delterming este valor, de formna similar a lo
encontrade para oftros LDHs v pard dxidos metdlicos [1,31]. Por otre lade, la
dependencia de |os valores de d con el grado de cubrimiento ras/Tab mas fue
similar para ambas muestras: oumentaren cuando la relackdn rao/raue mo fue
boja vy disminuyercn ol acumentar esfa  relocién,  hosto  alcanzaor

oproximoadamante 100nm cuando raefTae mee = 1. B3 comportamiento, se
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debe prncipalmente a los combios observados en los valores de £ Por lo
tanto, la formacion de lo corona proteica [oun con sdlo una proteing)
cuando rue/fue ma = | &n este experimento, v en el caso del plasma simulado,
inhibi& la formacion de agregodos. Esta estabilidad frente a la agregocidn na
se debe a interacciones electrostaticas, sino al impedimento estérico
causado por la proteing, ya gue les valores de ¢ no fueren o suficientemente

alfos como para causar la repulsion elecirostatica.

Por ofra parte, cabe destacar gue los nanoportadores pueden causar
gue la proteina adsorbidas pierda su estructura nativa, previomente se ha
astudiaodo lo adsorcion de albuming sobre LDH intercalades con aniones de
diferentes naoturaleza como, €, COCs?- y dodecisulfoto [1]. Mediante
espaciroscopio IR delerminoron que la Alb adsorbida en los LDHs
intercalados con Cly COs% no sufrid cambios en su estructurg, caso confrario
ocurid con la Alb adsorbida en el LDH intercalodo con dodecilsulfato,

5.3.3 Formacion de corona proteica y delerminacion de la
identidad Biologica

Se estudid g formacidn de ko corona prateica incubande 1os nanalDH v
nanalDHERS en una schucion de 5FB. Asrmismo, s& compard [a identidod sntética e
identidod biclogico de estos nonoporfodores mediante determinaciones de los
valores de d y £ antes v después de 1o fomocion de (g corona (tabila 5.1).
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Tabla 5.1. Vaolores de d v { medidos pora nanolDH v nanolDHERi: dizpearsos
en agua (idenfidad sintéfica) y 5FB (identidad bicldégical.

nanolDH nanolDHERIs

d(nm) | £ (mV) d (nm)

Identidad sintélica [E:FER 451 1 182+10 -2812

Identidad biologica BRERESE -l4%] 24070 -10x]

Tal como se observd con Alb, lo formacion de la corona profeica

g (mV)

produce cambios en los valores de d v £, dando lugar a nanoporfadores con
coracteristicas  interfacioles diferentes o los de los poarficulas recién
sinfefizodos. Tanto para los nanolDH come para los nonolDHERE se presents
un peguenc incremente en los valores de d, sin embargo. estos valores se
rmantuvieron cercanos a los 200 nm. dentre del rango optimo para ser
utifizados como nanoportadores. En cuanto a los valores de §, estos
convargieron a volores cercanos a -10 mV. Este potencial negativo es
consistente con el hecho de que la Alb ¥ lo mayoria de las proteinas del
suere fienen un punfo soeléciico entre pH & v 7, v, por lo tanto, fienen uno
carga negafiva a pH 7.4 Lo aodsorcion de las proteings anionicas del 5FB
enmascara lo carga positiva de los nanotransportadores, lo que podria
dificuliar su inferaccién con la membrana celular v o infermalizocidn
mediada por clofina, mecanismo propuesto para los LDHs [32, 33]. No
obstante, o celula cuonfa con ofros mecanismos gue permiten o
ntermalizacidn, se& ha reportado gue la formacién de la corona proteica
sobre ofro fipo de nonoparficulas como slice, poliestrenc [34], oro [35] v

oxidos metdlicos [3&], tambien genera esta carga negafiva e igual muestran
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una fransfeccion de la membrana celular, incluse en algunos coso mas eficaz
que la fransfeccion de particulas sin la corona [34].

Fara confinuar con la caracterizacion de la identidad bioldgica, e
idenfificaren las proteinas consfifuyentes de las coronas protelcas de los
nanollH v nanolDHERIs como se describe a continuacion.

5.3.3.1 Identificacion de proteinas

Primera, se separan los proteinas gue no hocion parte de la corona
proteica, ufilizande un colchdn de socorosa y realizandoe una serie de
centifugados v lavados. Luego, se separarcn los proteings de acuerde a su
tamano mediante 5D5-PAGE, los frogmentos obtenidos se identificaron
mediante LC-M5 y finalmente con las proteinas identificadas se consfruys la
red de interaccion proteina-proteing, esta se explica con mayor detalle en el
itern 5.3.4,2,

Una vez identificodas las proteinas adsorbidos sobre los nanoportadores
se utilizd la hermamienta bicinfarmdatica DAVID para clasificanas de acuerdo a
su funcion biologica, punio seeléctrico [pl) ¥ pese molecular [PM]. En la tabla
2.2 se presentan cinco grupos de proteings segun la funcidn bioldgica que
cumplen,
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Tabla 5.2. Profeinas séricos constifuyentes de las corongs proteicas de

los nanolDH vy nanolDHERS,

Descripcion

nonol

nonolDHERI

1] Frodedings sslrucliurobes
Serum albumin
Gelalin
Corffloge cligomerc malx proteln
Hemaghobin subunit aipha
Karalln, fype U eytoskeledal §
Heural ced odheslon molecyle 1 (Frogment)
Lumican

2] Lpopisteinas
Apolipoproiein £
Apclipoprobein A-
Alpho-2-H5-glyeoprotain

4] Vios de complementa
Complemend T3
Complemant factor H
Complemend facior B
Cormplement C18 sube s amen
Complement component CF
Complement C5a

4] Proteino: de foie aguda
Inter-alpha-trypsin inhib#or heavy chaln H2
inber-alpha-tnypsin inhib#or heavy chain H3
Inter-olpha-frypsin inhibflor heovy chain Hd
Inber-alpha-bypsn inhib#or heavy chain H1
Adiponectin

Confinda siguiente pagina.
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Tabla 5.2. Confinuacion

5] Foctoes de ccoagulaeldn

manolLDH menolLDHR

| Alpho-2-mocroglobulin &02. | 1475 X b
Kininogen-1 h,63 6.8 A !
Elnlnogen-2 & 57 &8 7 X X
Plosminogen T4 #1.2 X X
Embryc-specific fibronectin 1 franscript variant 274 | LR i b
wan Wilebrand lactor (Fragment) 5,40 02,5 X

- AntBhrombin-1il 4,80 534 X
Plaisma seflne prolease inhibitor .34 453 L
Thrembospandin- 1 4,94 1293 b X
protein AMER precurser rre b ] X X
Alpha- | -anfiproleinase 6,52 46,1 3 X
Serpin A3-2 599 46,7 X i
SERFIND proteln 684 55.2 X

El 5FE estad comslituido por mdas de 200 profeings de diferente
naturaleza, no obstante, se enconfre gue fan solo un pequelc Nnumerge de
estas proteinas constituian la corona proteica de los nanolDH vy nanolDHERs,
32 y 22, respectivamente. Para diferenciar las proteinos que formaron parte
de las diferentes coronas se uliliza uno X en los dos Ultimas columnas de la
tabla 5.2, Lo closificocion reglizoda para estos proteinas mostrd un
ennguecimienta significativo de profeinas plasmaticas con bajo peso
molecuwlar (PM <120 kDa} v cargadas negativamente para ambas coronos.
Las proteinas se adsorben sobre oz nanoportadores indistintamente de o
carga que estos presenten, provocando que la identidad bioldgica presente
volores de £ negafivos [tabla 5.1). Estos resultodos indican que g formacion
de la corona proteica no estd dada solo por interocciones electrostaticas,

sing fombién por olro tipo de interaccidn, ademds los sisfemas bicldgicos se
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enfrentarian con nancportadores corgados negativamente sin importar su
identidad sintetica [35].

En la figura 5.5 se presenta los porcentajes de proteinas gue constituyen
las coronas proteicas de los nanolDH v nonolDH@REE, de ocuerdo o su
funcion bioclégico. Este porcentoje se defermino en base al nomero de
prataeings ofales gue formon o respectiva corona profelco, por eijemplo: de
las 32 proteinos gue formaron la corona de los nanolDHERs e 5% son
ipoprotelnas. Los proteings idenfificodas estan relocionadas con diferentes
procesos biclogicos [coagulacion, respuesta de fase aguda, melabolismo de
ios lipidos v ofras proteinas relacionadas con las estructuras de las células),
este andlisic reveld un enrguecimiento significativo de proteinas implicodas

en la coagulacian, para ambos casos.

EnanolDH & nanolDHERIs

q 9
22 18 - 19 18 16 18 .
B =" H= ma .
Estruciurg lUpocproteine  Complementc  Fase oguda lacior de

coagulacién

Figura §.5: Porcentaje de niomero de profeings gue forman parte de las
coronas proteicas de los nanolDH y nanolDH@Ris closificados de acuerdo a

su funcidn bicldgica.

Se observé que los proleinas implicodas en la coagulacion eran
predominantes tante en lo corona de fos nonolDH como en la de los
nonalDH@ERE estas conformaron al 34 % v 41% de la corona respectivamente,

En parficular, la gusencia de fiorindgeno en la corona |os nanoportadores,

218



Interaccion con fiuidos biclégicos

sugiere que estos nanoportadores serian mas hemocompatibles, ya que la
presencia de esta proteina puede causar frombosis como efecto secundario,
al estar relacionada con la activacidn del foctor de coagulacidn FXII [37] [38].
También s enconfrd que el 22% de los profteinos de la corong de los
nanolDH ¥ el 1B% de los nonolDH@RE perenscion a los proteinos
estructurales, grupo o que perfenece la Alb, lo cual como vimos
anternomente, presenta una alfa afinidad por la superficie de los LDHs, Esta e
una proteinag del grupo de los disopsoninas, que inhibe lo captacion por
macrofagos, asegurando largos fiempaos de circulacidn [10]. Las profeinas de
fase aguda es ofro grupo represantativo: el 168% de los profeings en la corang
de las nanolDH y el 18% en los nanolDHERIs formon parle de este grupo. Las
proteinas en fase aguda son una close de proteinas cuyas conceniracionas
en plasma aumentan o disminuye en respuesta a la inflamacion [3%9]. Por otra
parte, &l 19% v el 18% de las proteinas en la corona de los nanolDH v
nanolDHERI, respectivamente, se encontraron en el grupo de proteinas de
complemeanta, una parfe clave de la respuesta inmune innata. Las opsoninas
incluidas en este grupo promueven la fagocitosis v una rapida eliminacion de
los nanaportadores del torenle sanguineo [40,41]. Finalmente, las proteinas
involucrodas en el fransporte de lipidos v colesterol en el forrente sanguineo
[42] v, como tal. relacionados con el frafico intracelular, el desling y &l
transpore de nanoportadaores, tan solo conformaban el 9% de la corono de
los nanolDH v & 5% de los nonolDHERs. Este gupo incluye |as
dapolipoproteinas, que promueven la circulacion prolongada de o

circulocion sanguinea [41].
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5.3.3.2 Interaccion proteina-proteina

Finalmente, se construyd wuna red PPl con los proteings que
conformaron fanfo la corcna proteica de los naonolDH como de los
nanolDHERis ufilizando la heramienta bicinformafica STRING [43.44], como
se indica en la Fig. 5.6 [los pordmetros estadisticos de la red se especifican en
la Tabla 5.3).

nanclDH

naonalDHIRIs

- h'.'l""‘"l!i. T

4] [ L el | m e L

Figura 5.4: Red PPl de las coronas protelcas formadas en los nanolDH y
nanolDHERs,

B p-valor del eniguecimiento de PPl v el nomero esperado de
interocciones indicaron que los nodos no se disfribuyeron ol azar v qua al

numero abservado de interaccicnes fue significativo para ambos casos.
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Tabla 5.3. Porametros estadisticos de 1o red PFI.

nanolDH nanolDHERIs

Numerno de nodos
MHumero de interacclones

Grado medio del nodo
Coeficlente de ugmpuml’-ﬂ nto

Numero Esp&mdn de Interac clunas
p-value del Enrlqueclrnlenlu de PPI

De las 32 proteinos identificadas en los nonolDH, 23 [coeficienta de
agrupamiento de 0.84) participaron en la red con un nomero global de
interacciones de 43 y un grade medio del nodo 2,69, Por ofra parte, para la
red correspondiente a la corona de los nanolDHERIs se obsernvaron 22 solo 14
(coeficiente de agrupamiento de 0.48] parficiparon @n la red con un nuMero

global de interacciones de 22 v un grado medio del nodo Z.

Las redes muestran un recubrimiento de proteinas con un alto grado de
interconexiones entre ellas, es decir. cadao nodo interactua con casl todos sus
vecinos. Ademas, la Alb aparece como un nodo central del cual emergen
todas los inderocciones, gue puede estar relacionodo con gue o Alb es g
profeing que se encuenira en mayor proporcidn en el 5F8, ademds de que o
Alb presenta multiples dominios de interaccidn, debido a su principaol funcién

biclogica come proteing transportadora en la circulacion sanguineal45].

Estos resultodos permiten verificor gue la red PPl juega un papel
importante en la conformaocion de la corona proteica. Las proteinas no solo
s@ incorporan  por interocciones inespecificas con o superficie de los
nonoportadores, sino también por interocciones especificos entre las

proteinags. Esta observacion esta cloromente relaocionaoda con los resultaodos
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informados en varios frabajos donde la abundancia relativa de proteinas en
la corona en general, no refleja, su abundancia relativa en el suero [12,44,47],
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5.4 Conclusiones

e logrd comprobor aue |0s nanolDH v los nanolDHERIs dispersos en
agua (idenfidad sintéfica) combion enommemente sus  propiedodes
interfaciales al ingresar a un fluido bicldgico debido a su interaccion con los
componentes bioldgicos (idenfidad bioldgica). Incluse en la formacion de la
Corond con una sola proteina como la Alb, s& observd gue fanto para los
nanolDH como para los nanolDHERiE los valores de ¢ convergieron
oproximadaments a -10 my. Ademas, lo formocion de la corona proteica
sgbre los nanoportadores inhibid la formacion de ogregados a pesar de o
alta fuerza idnico presente en lg solucicn. Lo cual se debe ol impedimento
esterico coausado por las proteings adsortidas. Bstos resultados indican que
oz nanolDH v nonolDH@RE comssrvan  sus propiedades como
nanoportadores de farmacos después de interactuor con los medios
bioldgicos.

La composicion de la corena  profeica formoada sobre o
nanoportadores depends tuertemenie de su guimica superficial. Luego de la
inferoccion de los nanoportadores con el 5FB, se enconfrd que tan solo un
pequefio numers de profeinas constiluion la corona profeica de los nanalDH
v nonolDH@RE, 32 v 21 respectfivamente, en su mayoria eran proteings de
bajo peso molecular y carga negativa. Los coronas proteicas en nanclDH v
nanolDH@RIs difieren en su composicién ya que ia funciondlizacién con Ris
causo que menor nimero de proteinas se adsorbieran scbre los nonolDHERis
¥ en algunos casos de naluraleza dilerente en comparacidn con  las
adsorbidas en los nanolDH,

Lo red PPl jugd un papel importonte en la determinacién de la
composicion de la corona proteica, ya que permitic caracterzar el grupo de
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proteings adsorbidas sobre 1o superficie de los nonoportadores v como estas
interaccionan entre i, Este estudio permifiia entender como inferaccionan
los nanoportadores, las proteinas v las células, ya que se ha reportado gue las
irteracciones elechostaticas no parecen ser el Unico factor determinante,
sino gue el reconocimiento bicldgico especifico también desempena un
popel fundamental.
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Concluslones y perspeciivas

Capitulo 6: Conclusiones y perspectivas futuras

6.1 Conclusiones

Con los resultados obtenidos en el presente tfrabgyo de tesis doctoral, s
reglizd una confribucion en el desarrclle de nuevos sistemnas portadores para
el fratamiento del cdncer en huesos, mediante el estudio fundamental
relacionado con la sintesis y oplimizocion de nanoportadores de farmacos.
Especificamente, en este frabajo se sintefizaron nanoportiadores de farmacos
basados en LDHs [nanclDH] para la odministracion sitic-especifica de
metotrexato (MTX) en fejido dseo. Este abjelivo se alcanzdé a fravés de uno
serie de etapos, gue incluyen la sintesis, funcionalizacicn con risedronato (Ris),
incorporacion del agente anticancerigeno y su avaluacion en medios de
relevancia fisicléaica.

En primer lugar, se obtuvieron nanolDH mediante sintesis por
coprecipitacion o pH constante, gue s funciondiizoron con Ris
{ranolDHERis] sin perder su  tamofio nonomético. Luego, estos
nanoportadores se caracterizaron en diferentes condiciones de relevancia
fisinlogica. 3e determing que la funcionalizacidn presentaba alta estabilidad
frente a lo desorcidn en condiciones de fuerza ibnica olta v en presencia de
aniones de diferente noturaleza. Bl Ris solo se desorbié completamente a
bojos concentraciones de nanclDHERE o cuando los valores de pH del
medio fueron menores o 4.0 Ademds, la funciondlizacidn octué como

estobilzante frente o la ogregocion. Fnaolmente, se comoboro |a
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ostepespecifiicidad de los nonolDHERE, o fravés de su inferoccion con
hidroxiopatita.

En segundo lugar, se evaluaron diferentes estrategias para incorporar el
farmace oncoldégice a los nanoporfadores [nanolDH-MTX). En esle caso la
metodologio empleada fue la sinfesis por coprecipitacion a pH varobla,
saguida de la funcionalzacidn con R por infercambio anionice [nanolDH-
MTAERis). De esta manera, se obtuviercn nanohibridos que cumplen con los
requerimientos adecuados de tamano (200 nm) v cargado de farmoco [22%
P/P). Asimismo, la vehiculizocién de MTX en los nanolDH v nanolDH@ERI
parrmite modular su liberacidn dependiendo del pH v de los aniones del
medic.

Finaimente, se estudic la interaccién de los nanclDH y nanolDH@Ris
con  fluides bicldgicos (identidod biological, empezaondc con o
incarporacion de albdmina |Alb) hasta fluidos mas complejos, como el suerm
fetal boving (3FB). En ombos cases, se encontrd gue la adsorcion de proteinas
produce lao formacion de la corona proteica gue cambia los caractersticos
interfaciales e inhibe la formacion de agregodos. Los interacciones no
especificas son las responsables de la inferaccion nanoporiador-profeinas,
migntros que |as Interaccionas proteina-profeing determinan la composicion
de lo corona a través de una red de reconocimiento bicldgico especifico. La
corona estd formada por un pequefio grupo de proteinas, enfre las mas de
200 que constituyen el 3FB, gue en su mayora presentaron carga negativa o
pH fisiclogico. Debido a esto, lo idenfidod bicldgico de estos nancportodores
presenta valores de { negafivos, que cenjuniamente con el impedimenio
estérico causadeo por las proteings, inhiben la agregacicn. Por otfro lado, se
enconird que la presencia de Ris en lg superficie de los nonoporadoras
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afecta la formacidn de la corona proteica, fanfo en ndmero como en

COmposicion,

For lo tanto, los propiedades mdas destocables que presenfan los
nanolDH-MTXERis obfenidos durante este frobajo de tesis doctoral son: la
propiedod de responder a los combios de pH, la afinidad especifica por la
hidroxiopatita v lo copocidad de modular ko liberacion del farmeoco de
dgcuardo al enforne, o froves de diferentes meconismos. Ademads, conservan
estas propiedades después de interactuar con los medios bioldgicos. En este
contexto, os resultados ocbienidos drante este trabajo de tess, representan
ung promisoria aplicacién de los mismos para el desarolle como portadores
de farmacos anticancergenos con localizacion especifica en tejido dseo, de

URS manara mas sequra v eficiente,
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6.2 Perspectivas

En términos genercies, el presente rabajo de tesis docloral representa
un aporte a la investigacion fundamental, fanto en el desomolle de
nonoporadores de famocos, como en el conocimienta de los hidréxidos
dobles lominares. 5in embargo, s& hace necesario profundizar mas en este
campo de invesiigacian, Parficularmente, sera interesante evaluar &l efecto
de la identidod bioldgica de los nanoportfadores en el transporte v liberacion
de famocos, aspecto poco estudiadoe con nanolDHs. Asimismo, sera
provechoso opfimizor las condiciones de liberacion in vitro, en cuanto a
citotoxicidad y efecto tergpéutico, con la penpeclive de enconirar
formulaciones optimas para su aplicocion en modelos animales. Finaimente,
estos hibridos bosados en nanolDH:s funclonalizados. pora  lograr sifio-
aspecificidad en huesos, podrian extenderse hacia ofros farmacos. Tamkbign,
podria ufiizarse MIX combinaodo con nonallHs con ofras funcionalidades
para alcanzar ofre fipo de tejidos,

El complermento v gengralizacion de estos estudios, permitiia amplior los
resultados obftenidos en este frabajo de tess doctoral v fortalecer la idea de
lo promisoria aplicacion que presentan estos nonoportadores para la
adminstracion de farmacos con locolizocidén especifica, en general, y de
agentes anficancerigencs para tejido dseo, en particular.
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