
LISIBUOTEGA UE 1- 

Síntesis Síntesis y caracterización de nanoportadores de 

fármacos basados en hidróxidos dobles laminares 

para la administración sitio-específica en tejido 

óseo 

Tesis de doctorado en Ciencias Químicas 

Qca. Dariana Aristizábal Bedoya 

1 N F 1 0  

L. 
CONICET  

U N C 

Instituto de Investigaciones en Fisicoquímica de Córdoba 
Departamento de Fisicoquímica 
Facultad de Ciencias Químicas 

Universidad Nacional de Córdoba 
Argentina 

2019 



lA L i ;GESO: 

QI,#' ecf 
TRIMONIAL Y FECHAS 

LIC.: 
QLON; 
UADERNAOC: 	- 
)E CLASIFICA10P47 
ACION; 

VENTAFUADO EN 

PC 

/ 



ra. Marcela L. Longhi. 

El presente trabajo fue realizado en Instituto de Investigaciones en 

Fisicoquímica de Córdoba (INFIQC), Departamento de Fisicoquímica, Facultad 

de Ciencias Químicas, Universidad Nacional de Córdoba, bajo la dirección 

de la Dra. Caria Giacomelli y se presenta a consideración de dicha facultad 

para optar al grado de Doctor en Ciencias Químicas. 

Córdoba, 20 de marzo de 2019. 

Directora de Tesis: 

Prof. Dra. Caria Giacomelli. 

Comisión Evaluadora: 

Prof. Dr. Ricardo Rojas y Delgado. 	Prof. Dra. Miriam C. Strumia. 

~iz¿, 
Prof Dra. Vera Alejandra Álvarez. 

(Evaluadora externa) 



A mis padres. 



Agradecimientos 

Agradezco a CONICET y la Republica de Argentina por otórgame la beca 

que hizo posible realizar este doctorado, además de darme la oportunidad 

de enriquecerme culturalmente, al permitirme compartir con tantas personas 

y cada uno de sus mundos. Así mismo, agradezco a las entidades que 

financiaron esta investigación: CONICET, SECyT-UNC y FONCyT. 

Le agradezco a la Universidad Nacional de Córdoba, especialmente a la 

Facultad de Ciencias Químicas y al Departamento de Fisicoquímica, por 

brindarme el espacio y el conocimiento para realizar este trabajo de tesis, así 

como permitirme dar mis primeros pasos como "profe". 

Y por supuesto a cada una de esas personas que hicieron parte de este 

proceso: 

A mi directora de tesis Caria, le agradezco sus enseñanzas tanto en lo 

académico como en lo personal, su gran dedicación, cada momento de 

preocupación y por siempre estar atenta a lo que yo necesitaba. Le 

agradezco su compresión, la megapaciencia que tuvo conmigo. 

Igualmente, le estoy muy agradecida por ayudarme a comprender e 

interpretar cada resultado, por leer las barbaridades que escribí y traducirlas 

a un lenguaje más científico y comprensible. Mil  gracias, por siempre estar ahí 

y darme los "jalones de orejas" cuando los necesitaba y sobre todo le 

agradezco infinitamente por la confianza brindada y no dejarme "tirar la 

toalla" mil gracias profe. 



A Ricky, le estoy muy agradecida por mostrarme el universo de los LDHs y por 

ser un guía durante todo este proceso, le agradezco la paciencia infinita que 

tuvo conmigo, por enseñarme, por ayudarme a interpretar y darle sentido a 

cada uno de los resultados, por brindarme soluciones cuando ya no 

encontraba salidas. Gracias por leer y corregir mil veces este trabajo hasta 

que tomo forma, muchas gracias porque sin él y su dedicación incansable no 

hubiera sido posible llegar a la meta ... ¡Ah!! Y claro mil gracias por los 

Trabubus y esos días de trabajo y buena música en la oficina. 

A los demás miembros de la comisión asesora, la Dra. Miriam Strumia y la Dra. 

Marcela Longhi por su acompañamiento, sus consejos y el seguimiento 

durante todo este proceso, así como les agradezco infinitamente leer y pulir 

cada detalle de este trabajo de Tesis. 

A la Dra. Alejandra Vera Álvarez por aceptar evaluar esta Tesis y por tomarse 

el tiempo de leer y brindar las sugerencias necesarias para mejorar este 

trabajo de Tesis. 

A los Chicos que hacen o hicieron parte del Lab. 112: Maru, Jess, Jhan, Vale, 

Yadi, Guily, Fer, Lau Valenti, Lau chiquita, Ricky y Ceci, gracias por compartir 

el día a día, su buena onda y las tantas rondas de mate o café 

acompañadas de al algún chisme y una discusión académica claro está. 

Muy especialmente quiero agradecer a Ceci por compartir sus 

conocimientos, por darme una manita con las cosas que no entendía y 

además por darle ese toque Bio que tanto me gusta, a este trabajo. 

Agradezco a Lau chiquita, por la compañía y el consuelo brindado cuando 

las cosas no andaban muy bien, además por desenredarme con todos los 

trámites burocráticos y recordarme siempre que documento debía entregar. 

Y a Jess porque desde que llegó al Lab las cosas no empezaron a salir muy 



bien jeje, pero, al mismo tiempo los días laborales fueron mucho más 

agradables llenos de risas con sus tragedias y sus Jessicadas, mil gracias 

porque además de ser una gran compañera encontré una gran amiga, "a 

las cuatro merendamos alguito". 

A la Dra. Patricia y el Dr. De Pauli por sus visitas cortas llenas de consejos y 

cariño. 

A Sus¡ por hacer mucho más linda la vida en el inframundo (el sótano), por 

aceptar mis mates "malucos" y llenar mis días de buena onda con sus mimos, 

consejos y sonrisas. 

A la familia Colombo-Argentina que hizo que los días lejos de casa fueran 

mucho más lindos y llenos de maravillosas vivencias, Andrés, Rafa, Vivi, Alejo, 

Jess, Ka, Guido, Wil, Eh, Diame, Caro, Fer, Mario y Fede, mil gracias por estar 

en las buenas y en las no tan buenas. 

Y doble gracias a Fer, Vivi, Andrés y mis padres por ser un gran apoyo durante 

este proceso además de convertirse en una parte indispensable de mi vida, 

mil gracias: 

Fer, gracias por ser ese ser insoportablemente maravilloso, lleno de alegría y 

bondad, gracias por hacer mucho más fácil el proceso de adaptación, por 

acompañarme en las carcajadas y en las lloradas, por destemplarme los 

oídos con tus cantos de cuarteto y cumbia, por los grandes momentos 

vividos, pero sobre todo mil gracias por brindarme tu amistad y estar siempre 

a mi lado. 



Vivi, te agradezco todos estos años de amistad, por que más que una amiga 

te has convertido en la hermana que nunca tuve o como dice mi mama en 

"mi ángel de la guarda", gracias y mil gracias por llenar cada día de mi vida 

con tus ocurrencias, risas y grandes consejos, por darme fortaleza cuando 

más la necesitaba y ser esa hermanita incondicional jajaja y claro lo regaños 

de mama que no pueden faltar, gracias y mil gracias. 

Andrés, gracias por la compresión infinita durante el proceso de escritura, por 

aguantar mis "crisis internacionales" y por curar el "síndrome de Apu", porque 

aunque llegaste en el momento más difícil hiciste que todo fuera más lindo, 

gracias por impulsarme a seguir adelante cada día. Pero sobre todo mil 

gracias por ser ese estupendo compañero de vida y por explorar junto a mi 

este nuevo mundo, gracias y mil gracias por enseñarme que el amor no es 

una historia de ficción. 

A mis padres mil gracias por ser un ejemplo insuperable, a Doña Mercedes 

gracias por ser "la mama maluca" que necesite, "porque me amaste lo 

suficiente para decir No, cuando la niña caprichosa quería algo, porque me 

amaste lo suficiente para preguntarme ¿a dónde iba?, ¿con quién?, ¿a qué 

hora regresaría a casa?". A Don Darío mil gracias por mostrarme que las 

acciones hablan más que las palabras, gracias por las noches de filosofar 

junto al tablero de ajedrez, por enseñarme, que en la vida se debe ser como 

el caballo, que siempre se deben saltar los obstáculos y seguir con la batalla. 

Tos" mil gracias por sus enseñanzas, consejos, por todo el cariño, la 

cantaleta, la bondad y amor incansable, por sembrar la semillita donde 

crece la raíz de la persona que soy hoy, Infinitas gracias por ser unos padres 

extraordinarios. 





/ 

/ 



Indice de contenidos 
Introducción General 	 29 
Capítulo 1: Introducción general 	 31 
1.1 Portadores de fármacos 	 31 
1.2 Hidróxidos dobles laminares (LDHs) 	 33 
1.2.1 Aspectos estructurales 	 33 
1.2.2 Rutas de síntesis y proceso de maduración 	 37 
1.3 LDHs como nanoportadores de fármacos 	 39 
1.3.1 Eficacia de lo LDHs como nanoportadores de fármacos 	 43 
1.5 Objetivos y Organización de la tesis 	 51 
1.6 Referencias bibliográficas 	 55 
Técnicas y métodos de caracterización 	 69 
Capítulo 2: Técnicas y métodos de caracterización 	 71 
2.1 Análisis químico 	 72 
2. 1.1 Análisis elemental de C y N 	 72 
2.1.2 Espectrometría de absorción atómica 	 73 
2.1.3 Espectroscopia de energía dispersiva 	 75 
2.1.4 Análisis térmico 	 75 
2.1.5 Espectroscopia ultravioleta visible 	 77 
2.2 Análisis estructural 	 79 
2.2.1 Difracción de rayos X 	 79 
2.2.2 Espectroscopia Infrarroja 	 80 
2.2.3 Espectroscopia Raman 	 81 
2.3 Análisis morfológico e interfacial 	 82 
2.3.1 Microscopio electrónica de barrido 	 83 
2.3.2 Dispersión dinámica de la luz 	 84 
2.3.3 Dispersión de luz electroforética 	 85 
2.4 Análisis de composición de la corona proteica 	 88 
2.4.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida 	 89 
2.4.2 Cromatografía líquida-espectrometría de masas 	 90 
2.4.3 Interacción proteína-proteína 	 91 
2.5 Referencias bibliográficas 	 93 
nanoLDH y nanoLDH@Ris 	 95 
Capítulo 3: nanoLDH y nanoLDH@Ris 	 97 
3.1 Introducción 	 97 
3.2 Metodología experimental 	 102 
3.2.1 Síntesis de nanoLDH 	 102 
3.2.2 Preparación de nanoLDH@Ris 	 104 
3.2.2.1 Síntesis por coprecipifación a pH constante 	 104 
3.2.2.2 Funcionalización de nanoLDH con Ris 	 104 



3.2.3 Caracterización 	 105 
3.2.4 Estabilidad de la funcionalización y tamaño en condiciones de 
relevancia fisiológica 	 105 
3.2.4.1 Efecto de la concentración 	 106 
3.2.4.2 Efecto de la fuerza iónica 	 106 
3.2.4.3 Efecto del pH 	 107 
3.2.5 Especificidad por hidroxia patita 	 108 
3.3 Resultados y discusión 	 109 
3.3.1 Síntesis de nanoLDH 	 109 
3.3.2 Preparación de nanoLDH@Ris 	 113 
3.3.2.1 Síntesis por coprecipitación a pH constante 	 113 
3.3.2.2 Funcionalización de nanoLDH con Ris 	 114 
3.3.3 Caracterización 	 117 
3.3.4 Estabilidad de la funcionalización y tamaño en condiciones de 
relevancia fisiológica 	 127 
3.3.4.1 Efecto de la concentración 	 127 
3.3.4.2 Efecto de la fuerza iónica 	 130 
3.3.4.3 Efecto del pH 	 132 

3.3.5 Especificidad por hidroxiapatita 	 135 
3.4 Conclusiones 	 139 

3.5 Referencias bibliográficas 	 141 
nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris 	 149 
Capítulo 4: nanoLDH-MTX y nanoLDH-MIX@Ris 	 151 
4.1 Introducción 	 151 
4.2 Metodología experimental 	 155 
4.2.1 Síntesis de nanoLDH-MTX 	 155 
4.2.1.1 Síntesis por intercambio aniónico 	 155 
4.2.1.2 Síntesis por coprecipitación 	 156 
4.2.1.2.1 Síntesis por coprecipitación a pH constante 	 156 
4.2.1.2.2 Síntesis por coprecipitación a pH variable 	 157 
4.2.2 Funcionalización de nanoLDH-MTX con Ris 	 160 
4.2.3 Caracterización 	 161 
4.2.4 Liberación del Fármaco (MIX) 	 161 
4.2.4.1 Intercambio aniónico 	 161 
4.2.4.2 Disolución 	 161 
4.3 Resultados y discusión 	 162 
4.3.1 Síntesis de nanoLDH-MTX 	 162 
4.3.1.1 Síntesis por intercambio aniónico 	 162 
4.3.1.2 Síntesis por coprecipitación 	 164 
4.3.1.2.1 Síntesis por coprecipitación a pH constante 	 164 
4.3.1.2.2 Síntesis por coprecipitación a pH variable 	 166 



4.3.2 Funcionalización de nanoLDH-MTX con Ris 	 173 

4.3.3 Caracterización 	 175 

4.3.4 Liberación del Fármaco (MTX) 	 184 

4.3.4.1 Intercambio aniónico 	 184 

4.3.4.2 Disolución 	 188 

4.4 Conclusiones 	 191 

4.5 Referencias bibliográficas 	 192 
Interacción con fluidos biológicos 	 199 

Capítulo 5: Interacción con fluidos biológicos 	 201 
5.1 Introducción 	 201 
5.2 Metodología experimental 	 204 
5.2.1 Interacción con medios biológicos 	 204 
5.2.2 Adsorción de albúmina (Alb) 	 205 
5.2.3 Formación de corona proteica y determinación de la identidad 
Biológica 	 205 
5.2.3.1 Identificación de proteínas 	 206 
5.2.3.2 Interacción proteína-proteína 	 208 
5.3 Resultados y discusión 	 209 
5.3.1 Interacción con medios biológicos 	 209 
5.3.2 Adsorción de albúmina (Alb) 	 211 
5.3.3 Formación de corona proteica y determinación de la identidad 
Biológica 	 213 
5.3.3.1 Identificación de proteínas 	 215 
5.3.3.2 Interacción proteína-proteína 	 220 
5.4 Conclusiones 	 223 
5.5 Referencias bibliográficas 	 225 
Conclusiones y perspectivas futuras 	 231 
Capítulo 6: Conclusiones y perspectivas 	 233 
6.1 	Conclusiones 	 233 
6.2 Perspectivas 	 236 



, 
Indice de figuras 

Figura 1.1 Esquema de la estructura de los hidróxidos dobles laminares. 34 

Figura 1.2 
Representación esquemática de las conformaciones para el 
anión 5-fluorouracilo intercalado entre las láminas de LDH. 37 

Figura 1.3 
Ilustración esquemática de las principales propiedades que 
afectan la eficacia de los nanoportadores de fármacos. 44 

Figura 1.4 
Ilustración esquemática de la endocitosis y la transfección 
celular de los nanoporfadores de LDH. 46 

Figura 1.5 Esq uematización de los sistemas de LDHs estudiados. 53 

Figura 2.1 Representación esquemática de la doble capa eléctrica. 86 

Figura 3.1 Estructura química y equilibrios acido-base del risedronafo. 100 

Figura 3.2 Esquema de síntesis de nanoLDH 103 

Figura 3.3 Esquema de preparación de nanoLDH@Ris 105 

Figura 3.4 
Difractogramas de rayos X de las muestras de LDHs sintetizadas a 
las diferentes condiciones (1-y). 110 

Figura 3.5 
Distribución de tamaño y valores de 	durante los diferentes 
pasos de la síntesis de nanoLDH (LDH III). 

112 

Figura 3.6 Interacción de Ris con los nanoLDH ya formados. 114 

Figura 3.7 
Distribución de tamaño y valores de 	de nanoLDH, nanoLDH@Ris 
y LDH-Ris. 

116 

Figura 3.8 
Espectros Raman de las sales de risedronato, nanoLDH y 
nanoLDH@Ris. 

118 

Figura 3.9 
Curvas de TGA/DTA correspondientes a los nanoLDH y 
nanoLDH@Ris. 

120 

Figura 3.10 Difractogramas de rayos X de nanoLDH y nanoLDH@Ris. 124 

Figura 3.11 Espectros infrarrojo para los nanoLDH y nanoLDH@Ris. 125 

Figura 3.12 Imágenes SEM de nanoLDH y nanoLDH@Ris 127 

Figura 3.13 Efecto de la concentración. 128 

Figura 3.14 Efecto de la fuerza iónica. 130 

Figura 3.15 Efecto del pH 132 

Figura 3.16 
Cinética de desorción de Ris del nanoLDH@Ris dispersó en buffer 
fosfato (BF) y buffer acetato (BA). 

134 

Figura 3.17 Especificidad por hidrodapatita. 136 

Figura 4.1 Estructura química y equilibrios acido-base del Metotrexato. 152 

Figura 4.2 Esquema de preparación de nanoLDH-MTX@Ris. 156 

Figura 43 
Esquema de síntesis de nanoLDH-MTX por coprecipitación a pH 
constante. 

157  



Figura 44 
Esquema de síntesis de nanoLDH-MTX por coprecipitación a pH 
variable. 

158 

Figura 4.5 Esquema de preparación de nanoLDH@Ris. 160 

Figura 4.6 Síntesis por intercambio aniónico 162 

Figura 4.7 
Distribución de tamaño y valores de 	para LDH-MTX sintetizado 
por coprecipitación a pH constante. 

165 

Figura 4.8 Curvas de titulación 166 

Figura 4.9 
Difractogra mas de rayos X de LDH-MTX sintetizados por 
coprecipitación a pH variable. 

169 

Figura 4.10 
Distribución de tamaño, valores de 	y concentraciones de MTX libre en 
función del tiempo. 

172 

Figura 4.11 Funcionalización de nanoLDH-MTX con Ris 174 

Figura4.12 
Curvas de TGA/DTA correspondientes a los nanoLDH-MTX y nanoLDH-
MTX@Ris. 

176 

Figura 4.13 
Difractogra mas de rayos X de (A) nanoLDH-MTX y nanoLDH-
MTX@Ris y muestras de referencia 

1 79 

Figura 4.14 Posibles configuraciones del anion MTX entre las laminas de LDH5 181 

Figura 4.15 Espectros infrarrojo para los nanoLDH-MTX y nanoLDH-MDK@Ris 182 

Figura 4.16 Imágenes SEM de nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris. 183 

Figura 4.17 
Cinéticas de liberación de MTX para los nanoLDH-MTX y los 
nanoLDH-MTX@Ris mediante intercambio aniónico 

185 

Figura 4.18 
Cinéticas de disolución para los nanoLDH-MTX y los nanoLDH-
MTX@Ris. 

188 

Figura 5.1 Identidad sintética e identidad biológica de los nanoportadores. 202 

Figura 5.2 Metodología experimental para realizar la identificación y 
caracterización de las proteínas constituyentes de las coronas 
proteicas de los nanoportadores. 

206 

Figura 5.3 Valores de d y 	para los nanoLDH@Ris y nanoLDH dispersos en 
diferentes medios de relevancia fisiológica. 

209 

Figura 5.4 Adsorción de albúmina (Alb) en los nanoportadores. 211 

Figura 5.5 Porcentaje de número de proteínas que forman parte de las 
coronas proteicas de los nanoLDH y nanoLDH@Ris clasificadas 
de acuerdo a su función biológica. 

218 

Figura 5.6 Red PPI de las coronas proteicas formadas en los nanoLDH y 
nanoLDH@Ris. 

220 



Ir 

Índice de tablas 

Tabla 1.1 Estudios in-vitro de nanohíbridos LDH-MTX 48 

Tabla 1.2 Estudios in-vivo de nanohíbridos MTX-LDH, 50 

Tabla 3.1 Estructura química de los bifosfonafos y sus respectivos 
sustituyenfes. 

99 

Tabla 3.2 Condiciones de síntesis para preparar nanoLDHs. 102 

Tabla 3.3 
Valores de d, 	e índice de polidispersidad (l.P) determinados con 
los LDHs sintetizados en las diferentes condiciones, antes y después 
del tratamiento hidrotermal (TH). 

109 

Tabla 3.4 Análisis químico y elemental de los LDHs. 121 

Tabla 3.5. Parámetros de celda para los nanoportadores. 125 

Tabla 4.1 Condiciones de síntesis evaluadas para preparar nanoLDH-MDK. 157 

Tabla 4.2 
Valores de d y 	determinados con los LDH-MTX sintetizados en las 
diferentes condiciones, después del tratamiento hidrotermal (TH). 

168 

Tabla 4.3 

Valores de d, 	y [MTX determinados con los nanoLDH-MTX 
sintetizados empleando una solución de metales de relación de 
Mg/Al 2:1 con MTX al 50%, después del tratamiento hidrotermal 
(TH). 

171 

Tabla 4.4 Análisis químico y elemental de los nanoLDH-MTX y nanoLDH-
MTX@Ris. 177 

Tabla 4.5 
Valores de 	correspondientes a los nanoLDH-MTX@Ris dispersos en 
los diferentes medios. 186 

Tabla 5.1 
Valores de d y 	medidos para nanoLDH y nanoLDH@Ris dispersos 
en agua (identidad sintética) y SEB (identidad biológica). 214 

Tabla 5.2 Proteínas séricas constituyentes de las coronas proteicas de los 
nanoLDH y nanoLDH@Ris. 216 

Tabla 5.3. Parámetros estadísticos de la red PPI. 221 



Lista de abreviaturas y símbolos 

% Ris 	 Risedronato desorbido 

%MTX 	 Metotrexato liberado 

Especie adsorbido en la superficie 

Pe 	 Movilidad electroforética 

21-1 	 Ordenamiento hexagonal 

3R 	 Ordenamiento romboédrico 

Á 	 Ángstrom 

Alb 	 Albúmina 

Anión interlaminar con carga n 

APCI 	 Ionización química a presión atmosférica 

API 	 Ionización a presión atmosférica 

ATG 	 Análisis termogravimétrico 

B.A 	 Buffer acetato 

B.F 	 Buffer fosfato 

BPs 	 Bifosfonatos 

CIA 	 Capacidad de intercambio aniónico 

d 	 Diámetro hidrodinámico aparente 

D 	 Coeficiente de difusión traslacional 

DE 	 Dosis efectiva 

DHFR 	 Dihidrofolato reductasa 

DL 	 Dosis letal 

DLS 	 Dispersión dinámica de la luz 

DMAEMA 	Acrilato de dimetilaminoetilo 

DNA 	 Ácido desoxirribonucleico 

DRXP 	 Difracción de rayos X de polvo 

DTA 	 Análisis térmico diferencial 

EDS 	 Espectroscopia de energía dispersiva 

ELS 	 Dispersión de luz electroforética 

EPR 	 Efecto de permeación y retención mejorada 



ES¡ 	 Ionización por electrospray 

E 	 Constante dieléctrica del agua 

Ea 	 Constante dieléctrica del vacío 

FTIR 	 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier 

Hap 	 Hidroxiapatita 

I.P 	 Índice de polidispersidad 

IR 	 Espectroscopia infrarroja 

Kps 	 Constante del producto de solubilidad 

LC-MS 	 Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 

LDH5 	 Hidróxidos dobles laminares 

M2 	 Metal divalente 

M3 	 Metal trivalente 

MTX 	 Metotrexato 

fl 	 Viscosidad del medio 

nanoLDH 	 LDH intercalado con anión CI-  o NO3 

nanoLDH@Ris 	nanoLDH con risedronato adsorbido (funcionalizado) 

nanoLDH-MTX 	LDH intercalado con metrotrexato 

nanoLDH-MTX@Ris nanoLDH-MTX con risedronato adsorbido (funcionalizado) 

LDH-Ris 	 LDH intercalado con risedronato 

NIH 	 Instituto Nacional de Salud de los EEUU 

pl 	 Punto isoeléctrico 

PLGA 	 Ácido poli-(Iáctico-co-glicólico) 

PM 	 Peso molecular 

PPI 	 Interacciones proteína-proteína 

Ris 	 Risedronato 

RNA 	 Ácido ribonucleico 

SAA 	 Espectrometría de absorción atómica 
SDS-PAGE 	Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato 

sódico 

SEM 	 Microscopía electrónica de barrido 

SFB 	 Suero Fetal Bovino 

SFM 	 Sistema fagocítico mononucleares 

TH 	 Tratamiento hidrotermal 



U.V-vis 	 Espectroscopia ultravioleta visible 

EH 	 Consumo de protones 

EMDK 	 Cantidad de MTX incorporado 

FRis 	 Cantidad de Ris incorporado 

Potencial zeta 

rAIb 	 Cantidad de albúmina adsorbida 

rAIb mcx 	 Máxima cantidad de albúmina adsorbida 

rAib/rAib mcx 	 Grado de cubrimiento 



Capítulo 1  

ntroducción General 



Introducción General 

Capítulo 1: Introducción general 

1.1 Portadores de fármacos 

Uno de los avances más importantes y fascinantes de la ciencia, es el 

desarrollo de nanomateriales que se caracterizan por presentar al menos una 

dimensión a nivel nanométrico. Esta característica les otorga propiedades 

físicas y químicas inusuales, entre ellas una alta reactividad y área superficial 

[1]. El avance de la nanociencia y, en especial, del diseño de 

nanomateriales, ha llevado a ampliar su rango de aplicación en diferentes 

áreas, como la medicina y los sectores energético, agrícola, alimenticio, 

industrial, entre tantos otros [2]. En la actualidad, la "nanomedicina" es un 

área de gran interés, que, según el Instituto Nacional de Salud (N/H, por sus 

siglas en inglés) de los EEUU, se refiere a una intervención médica altamente 

específica a escala molecular para el diagnóstico, la prevención y/o el 

tratamiento de enfermedades [3]. 

En los sistemas terapéuticos convencionales, el principio 

farmacológicamente activo se libero rápidamente, sin control sobre la tasa 

de liberación y la fluctuación en los niveles de fármaco en el torrente 

sanguíneo y en otros órganos, incluyendo el tejido objeto del tratamiento. 

Además, la mayoría de ellos sufren procesos de degradación química o 

enzimática, así como presentan escasa solubilidad en agua. En 

consecuencia, es necesario usar altas dosis de fármaco, lo que puede causar 

una diversidad de efectos adversos [4-6]. Es así, como los sistemas de 

administración de fármacos nanométricos o "nanoportadores de fármacos" 

constituyen una porción significativa de la investigación actual y se han 

dedicado esfuerzos significativos para su desarrollo [7-13]. 
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Los nanoportadores ofrecen muchas ventajas en la administración de 

fármacos, centrándose principalmente en mejorar la seguridad y la eficacia 

de los principios farmacológicamente activos. Por ejemplo, proporcionando 

una vehiculización dirigida hacia un tejido específico, mejorando la 

biodisponibilidad, extendiendo el efecto terapéutico en el tejido objetivo y 

mejorando la estabilidad de los agentes terapéuticos contra la degradación 

química/enzimática [14]. 

Los nanoportadores se pueden clasificar de acuerdo al material que los 

constituyen. Principalmente, existen dos grupos: 1) materiales orgánicos, 

como polímeros naturales y sintéticos o 2) materiales inorgánicos, como 

sólidos laminares, mesoporosos, metálicos, entre otros [15]. Sin embargo, estos 

materiales se pueden combinar para sintetizar nanoportadores con diferentes 

propiedades, geometrías y configuraciones. Asimismo, se pueden recubrir 

con agentes de direccionamiento y/o marcado molecular y celular, que 

permitan el seguimiento, la detección o la administración sitio-específica del 

fármaco [16]. Conceptualmente, esta modularidad ofrece una matriz infinita 

de nanoportadores con diferentes propiedades, lo que hace que estos 

sistemas terapéuticos sean más versátiles que los convencionales para 

realizar funciones complejas dentro de los sistemas fisiológicos [17]. 

Dentro de los materiales inorgánicos estudiados para la vehiculización 

de fármacos, se encuentran los hidróxidos dobles laminares (LDHs), que han 

despertado un interés creciente en su estudio como nanoportadores. Este 

interés, se debe a su fácil obtención en el laboratorio, baja toxicidad, 

solubilidad selectiva, alta capacidad de carga y protección del fármaco. A 

su vez, la posibilidad de modificar su composición y sus propiedades 

superficiales permite modular el tiempo de circulación y controlar la 

interacción con las células [18-23]. 
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1.2 Hidróxidos dobles laminares (LDHs) 

Los LDHs son compuestos naturales o sintéticos con estructuras laminares, 

análogas a la hidrotalcita, por lo que en la literatura científica se les conoce 

también como compuestos tipo hidrotalcita, arcillas aniónicas o arcillas 

sintéticas [24]. La historia de los LDHs comenzó con el descubrimiento del 

mineral hidrotalcita, un hidroxicarbonato de Mg y Al con fórmula general 

[M96Al2(OH)161(CO3)4(1-120)], realizado por Hochstetter en Suecia en 1842 [25]. 

Los primeros estudios sobre la síntesis y caracterización de estos sólidos fueron 

realizados por Feitknecht en 1930 [26]. Sin embargo, sólo hasta la década de 

1960 se lograron entender sus principales características estructurales, gracias 

a los estudios de difracción de rayos X en polvo realizados por Allmann y 

Taylor [27]. 

Con los años, las investigaciones y el conocimiento acerca de los LDHs 

fue creciendo exponencialmente, lo que se ve reflejado en el creciente 

número de publicaciones en diferentes áreas como medio ambiente [28-30], 

catálisis 	[31-33], electroquímica [34-36], materiales [37, 381 y medicina [39- 

41] 

1.2.1 Aspectos estructurales 

La estructura de los LDHs se describe a partir de la estructura del 

hidróxido de magnesio, Mg(OH)2, comúnmente llamado brucita. En la brucita 

las unidades básicas son láminas con cationes Mg2  localizados en el centro y 

coordinados con seis grupos HO-. Las estructuras octaédricas resultantes 

están conectadas entre sí para formar láminas que se apilan de forma 

ordenada para dar como resultado una estructura bidimensional [42]. Cada 

catión Mg2  comparte sus cargas con seis aniones por los que aporta +2/6 = 
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+1/3 de carga, mientras que cada HO-  está coordinado con tres centros de 

Mg2  y aporta -1/3 = -1/3, lo que resulta en una carga electrostática total 

(+1/3-1/3= 0) neutra [24]. 

Los LDH5 son el resultado de la sustitución isométrica parcial de cationes 

divalentes (M2 ) por trivalentes (M3 ), generando un exceso de carga positiva 

entre las láminas. Esta carga positiva, se neutralizo localizando aniones que 

comparten el espacio entre las láminas con moléculas de agua. La estructura 

de los LDHs se mantiene mediante interacción electrostática y enlaces de 

hidrógeno entre las láminas y las especies interlaminares [43]. En la figura 1.1 

se esquematizo la estructura de los LDHs. 

B) 

A) 	 •.• 
Lámina 4.8 Á 

 

  

Espacio interlaminar M' 

• M3 - 

Anión 

¿OH 

.( H20 

 

Espacio basa¡ (d) 

 

Figura 1.1 Esquema de la estructura de los hidróxidos dobles laminares, 

mostrando ordenamientos (A) hexagonal y (B) romboédrico, modificado de 

la referencia [44, 451. 

La estructura cristalina de los sólidos se describe a través de la celda 

unidad, que es el ordenamiento tridimensional de sus átomos que se repite 

periódicamente en el espacio y las dimensiones de la celda unidad están 

dados por los parámetros a, b y c. Los LDHs pueden presentar dos tipos de 
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estructuras cristalinas, ya que las láminas se pueden apilar bien sea en un 

ordenamiento romboédrico (3R) o bien en un ordenamiento hexagonal (2H). 

En el ordenamiento romboédrico, el parámetro de celda unidad c, es igual a 

tres veces el espacio basal, mientras que en el ordenamiento hexagonal, c es 

igual al doble del espacio basa¡ (figura 1.1) [45]. 

En general, las dimensiones de los LDHs se describen mediante la 

distancia entre dos láminas consecutivas de cationes metálicos, denominado 

espacio basal, como se indica en la figura 1.1. Esta distancia está 

conformada por el espesor de una lámina (4,8 Á) y el espacio entre ellas, que 

dependen de las dimensiones del anión interlaminar y de su conformación 

entre las láminas. Los aniones como, C1, NO3 o C032 , son pequeños y no 

ocupan mucho espacio entre las láminas. Por lo tanto, estos LDHs tienen 

valores de espacio basa¡ bajo, entre 7,0 y 8,0Á. Por otro lado, si el anión 

presente entre las láminas de LDHs es de mayor tamaño y complejidad 

estructural, se observa un desplazamiento de las láminas, que resulta en 

valores mayores de espacio basa¡ [46]. Por ejemplo, los valores para LDHs 

intercalados con los anión NO3-  o C032-  son de 8,0 y 7,7 Á, respectivamente 

[47], mientras que, la intercalación de fenoximetilpenicilina [48], ácido 1-

hidroxietilideno-1,1-difosfónico [49] o vitamina E [50], presentan valores desde 

18,7 Á, 24,0 Á hasta 53,8 Á, respectivamente. 

La fórmula general de los LDHs puede escribirse como: 

[M2 (lx)M3 x(OH)2]Ax/n íflH2O [1.1] 

Donde, M2  y M3  son cationes metálicos divalentes y trivalentes, 

respectivamente, y A es un anión interlaminar con carga n. La fracción x del 

catión trivalente determina la carga de las láminas x= M3 /(M2 +M3 ) [42]. 

Estos compuestos tienen una composición con amplias variaciones según la 

naturaleza de los cationes y las relaciones molares M2 /M3 , así como el tipo 
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de anión [24]. El rango de 0,2 :~x :~ 0,4 se considera generalmente adecuado 

para la síntesis de estos compuestos; es decir, la relación de M2 /M3 debe ser 

entre 2:1 y 4:1. Cuando x>0,4 la cantidad de M3 conduce a la formación de 

M(OH)3. De manera análoga, los valores de x< 0,2 resultan en la precipitación 

de M(OH)2 [25, 42]. 

Para la síntesis de LDH5, se puede usar cualquier catión M2 o M3 

siempre y cuando se mantenga la relación carga/radio adecuada, puesto 

que a partir de radios iónicos mayores de 0,8 Á la estructura se hace más 

inestable [51]. Los cationes metálicos divalentes más utilizados son: Mg, Zn, 

Co, Ni, Fe, Mn. Entre los trivalentes: Al, Cr, Co, V, Fe, Y, Mn, Ga y algunos 

lantánidos [52]. 

Asimismo, existe una gran variedad de aniones que se pueden 

incorporar a la estructura de los LDHs, ya sea en el espacio interlaminar o en 

la superficie de las láminas. Como ya se mencionó anteriormente, la 

naturaleza de estos aniones va desde iones simples a complejos e incluso 

macromoléculas [52]. La relación tamaña/carga del anión es muy 

importante, ya que un anión de gran tamaño con baja carga no puede 

intercalarse homogéneamente entre las láminas cargadas positivamente. 

Para los aniones no esféricos, y muy especialmente cuando los aniones 

contienen cadenas largas (carboxilatos o sulfonatos con largas cadenas de 

alquilo), son posibles varios arreglos o conformaciones entre las láminas. Se 

pueden presentar monocapas o bicapas paralelas a las láminas, como 

también monocapas o bicapas con diferente ángulo de inclinación con 

respecto a las láminas [25, 531. Por ejemplo, Wang encontró diferentes 

conformaciones para el 5-fluorouracilo intercalado entre las láminas de LDH, 

dependiendo de las condiciones de síntesis, en la figura 1.2 se esquematiza 

dichas conformaciones [54]. 
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Figura 1.2: Representación esquemática de las conformaciones para el 

anión 5-fluorouracilo intercalado entre las láminas de LDH: (a) monocapa de 

disposición horizontal, (b) monocapa de disposición vertical, y (c) bicapa, 

modificado de la referencia [54]. 

Es importante mencionar en este punto que las macromoléculas, como 

las proteínas y polímeros, generalmente no pueden ser incorporadas en la 

región interlaminar aunque tienen alta afinidad por la superficie de los LDHs, 

ya sea por interacciones electrostáticas, hidrofóbicas o puente hidrógeno 

[45]. 

1.2.2 Rutas de síntesis y proceso de maduración 

Las estructuras tipo hidrotalcita son poco comunes en la naturaleza, 

aunque a nivel laboratorio e industrial su síntesis es relativamente sencilla y de 

bajo costo [24]. Existen diferentes rutas por las cuales se puede preparar LDHs. 

La más utilizada es el método de coprecipitación, seguida del método por 

intercambio aniónico y, en tercer lugar, la reconstrucción, o como también 

es llamado, efecto memoria. Igualmente, se ha reportado la síntesis de LDHs 
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empleando métodos electroquímicos, sol-gel, sal-óxido, utilizando urea y 

proceso de nucleación rápido, entre otros [55]. Algunas veces, se emplean 

procesos de maduración adicionales, como el tratamiento hidrotermal, 

ultrasonido o microondas, que principalmente, permiten mejorar la 

cristalinidad de estos sólidos [24]. 

El método de coprecipitación es la principal ruta de síntesis utilizada 

para la preparación de LDHs en el presente trabajo de tesis. En este método, 

una solución acuosa de sales que contienen los cationes M2  y M3 , y una 

solución alcalina se mezclan de forma controlada para producir una 

suspensión. El anión a intercalar entre las láminas puede estar contenido en 

cualquiera de estas soluciones. Generalmente, luego de la síntesis, a la 

suspensión resultante se le realizan procesos de maduración en las 

condiciones elegidas para mejorar las propiedades cristalinas y morfológicas 

del sólido obtenido [25]. Hay varias formas de llevar a cabo el proceso de 

coprecipitación: 

a) pH constante: este método también se conoce como de baja 

sobresaturación y consiste en la adición lenta de una solución de las sales de 

los cationes M2  y M3 en una solución que contiene el anión a intercalar. El pH 

se mantiene constante durante toda la síntesis, mediante la adición 

controlada y continua de una solución básica. Una ventaja de este método, 

es que las condiciones de baja sobresaturación suelen dar lugar a 

precipitados con mayor cristalinidad en comparación con los sólidos 

obtenidos en condiciones de alta sobresaturación. Esto se debe a que la taso 

de crecimiento de los cristales es mayor que la taso de nucleación [55]. 

b) pH variable: este método también se conoce como método de alta 

sobresaturación e implica la adición de una solución de las sales de los 

cationes M2  y M3  a una solución alcalina mediante una agitación vigorosa, 

38 



BUOTG Ut: 

 

  

Introducción General 

el anión a intercalar puede estar disuelto en cualquiera de las dos soluciones. 

Este método generalmente da lugar a sólidos menos cristalinos debido al alto 

número de núcleos de cristalización [55]. Sin embargo, presenta la gran 

ventaja que los tiempos requeridos para la síntesis son menores que los 

necesarios para la síntesis a pH constante. En la bibliografía, se propone, 

además, un menor tamaño de partícula de los LDHs sintetizados por este 

método, debido principalmente al proceso de nucleación [46]. 

La formación de los cristales de LDH y de los sólidos cristalinos en 

general, implica dos etapas. La primera etapa es la nucleación, en la cual los 

núcleos de cristales de LDH se forman por medio de la reacción química. La 

segunda etapa, involucro el crecimiento de los núcleos, también conocido 

como proceso de envejecimiento o maduración [55]. En muchos casos, se 

hace necesario favorecer a estos procesos para mejorar el proceso de 

formación y crecimiento de los cristales para preparar sólidos altamente 

cristalinos [56]. El tratamiento hidrotermal (TH) generalmente es el proceso de 

maduración más utilizado para este objetivo. Este proceso, se basa en el 

aumento de la presión que se produce en el sistema con volumen constate 

cuando se aumenta la temperatura en presencia de vapor de agua [42, 571. 

1.3 LDHs como nanoportadores de fármacos 

La fácil preparación de los LDHs, su composición flexible y las diversas 

propiedades fisicoquímicas que presentan estos sólidos, hacen que sean 

útiles para una amplia variedad de aplicaciones. Por ejemplo, debido a su 

excelente capacidad para almacenar e inmovilizar aniones, los LDHs se han 

utilizado como adsorbentes [58, 591 o en sensores electroquímicos [60, 61]. 

También se ha reportado su uso en campos tales como catálisis, remediación 

ambiental, productos farmacéuticos y como reforzantes en la preparación 
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de plásticos [62]. En particular, en cuanto a su uso en formulaciones 

farmacéuticas, la biocompatibilidad de algunos LDHs (formados por Mg2  y 

A13 , por ejemplo) y sus propiedades ácido-base han conducido a productos 

comerciales como antiácidos (Talcid®y Almax®)[63, 64]. 

Una de las crecientes aplicaciones informadas en la bibliografía para los 

LDHs, es su uso como nanoportadores de fármacos [1]. Se ha propuesto 

utilizar nanoportadores basados en LDHs para administrar principios activos 

como antiinflamatorios [65], antibióticos [66], reguladores de la resorción ósea 

[67], antihipertensivos [68], anticancerígenos [69], entre otros. Además, se han 

incorporado biomoléculas, como vitaminas, ácidos nucleicos y proteínas [39] 

[52, 70, 711. El desarrollo de los LDHs como nanoportadores de fármacos ha 

adquirido gran interés gracias a las ventajas que presenta este sólido frente a 

otros sistemas para su aplicación en la nanomedicina. Los LDHs ofrecen alta 

eficiencia para la carga del fármaco, así como una excelente protección de 

las moléculas cargadas contra la degradación (fotoquímica o enzimática). 

Además, la estructura laminar de estos compuestos permite la incorporar de 

moléculas, tanto en el espacio interlaminar como en la superficie de las 

láminas. Igualmente, los estudios toxicológicos han demostrado que los LDHs 

formados con Mg2 , Ca2t Zn2  o A13  son biocompatibles [44], especialmente 

en comparación con otros nanoportadores ampliamente utilizadas, como 

óxido de hierro, sílica o nanotubos de carbono [72]. Otra gran ventaja que se 

encontró en la vehiculización de fármacos con LDHs, es un mayor efecto 

terapéutico. Por ejemplo, la mayoría de los anticancerígenos presentan 

pobre solubilidad en agua y baja biodisponibilidad. Al ser vehiculizados en los 

LDHs, se encontró un aumento en la tasa de mortalidad de las células 

cancerígenas. Esto se traduce en mayor efecto terapéutico, debido a una 

mejor penetración celular del nanoportador [73]. Igualmente, se ha 
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demostrado que el potencial tóxico de varios fármacos puros, disminuyó 

después de ser vehiculizado [74]. 

Un factor muy importante para tener en cuenta en el diseño y desarrollo 

de nanoportadores, además de la capacidad de hospedar y brindar 

protección a los agentes activos (fármacos, biomoléculas, genes, etc.), es la 

capacidad para modificar el perfil de liberación dependiendo del medio 

[75]. Los LDHs presentan tres mecanismos de liberación de aniones en 

general, y de fármacos, en particular: a) intercambio iónico (altamente 

dependiente de los aniones del medio), b) disolución (altamente 

dependiente del pH del medio) y c) desorción (dependiente del pH y de la 

composición del medio) [76]. A pH neutro o ligeramente ácido, el fármaco se 

libera por un mecanismo de intercambio aniónico si en el medio se 

encuentran aniones con alta afinidad por los LDHs. Por el contrario, en 

condiciones ácidas el fármaco se libera principalmente por la disolución de 

las láminas de LDH [54, 771. Finalmente, la desorción puede ocurrir tanto en 

presencia de aniones del medio con alta afinidad por los LDHs como por 

cambios de pH o fuerza iónica de la solución en contacto con los 

nanoportadores. 

El intercambio aniónico, consiste en el remplazo de los aniones 

interlaminares de los LDHs, por los del medio de liberación. La posibilidad de 

este intercambio está dada por la afinidad que presenten estos aniones por 

las láminas de los LDHs. En este sentido, aniones con mayor densidad de 

carga y menor tamaño, presentan alta afinidad por las láminas y se 

intercambian fácilmente por aniones de menor densidad de carga, como es 

el caso de los iones C1 y NO3, generalmente utilizados como aniones 

precursores para la síntesis de los LDHs [78]. Este proceso, generalmente, se 

describe mediante la siguiente reacción: 
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[LDH-A -](s) + X--(CC ) 	[LDH(X)n/m](s)+ A(ac) [1.2] 

Como se indicó anteriormente, Am-representa al anión interlaminar (fármaco, 

en el caso de los nanoportadores) y Xm-  un anión del medio (fluidos 

biológicos, por ejemplo) con mayor afinidad por las láminas. 

El segundo mecanismo de liberación, se refiere a la disolución del 

nanoportador y supone la erosión ácida de las láminas. Esta erosión se 

produce mediante la protonación de los grupos hidroxilo de la superficie de 

los LDHs, lo cual debilita el enlace M-O, hasta la liberación del catión 

metálico desde la lámina hasta el seno de la solución [79]. Tanto la 

solubilidad como la velocidad de disolución de los LDHs dependen 

fuertemente del tipo de anión interlaminar. Por ejemplo, los LDHs intercalados 

con ibuprofeno son más solubles y tienen una mayor velocidad de disolución 

en comparación con los LDHs intercalados con C032-  [79]. Este proceso se 

puede describir de forma general mediante el siguiente equilibrio [80]: 

[LDH-A -](s) + H(ac) 	A(ac)+ M2 (ac)+ M3 (0c) + H20(L) [1.3] 

Finalmente, la desorción supone la liberación de especies superficiales 

que puede ser causada por un cambio de pH, cuando las interacciones son 

electrostáticas entre el fármaco y los LDHs, o por la presencia en solución de 

especies con actividad superficial. De manera general, estas reacciones 

pueden representarse como: 

[(LDH-A -)@B]() + H(oc) 	[LDH-A -](s) + HB(ac) [1.41 

[(LDH-A)@13](s) + Y(ac)[LDHAj©Y(s) + B(ac)[1 .51 
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Donde B representa a la especie adsorbida e Y una especie en solución con 

actividad superficial. 

Estas reacciones generales que representan distintos mecanismos de 

liberación, muestran claramente una de las principales ventajas de los LDHs 

como portadores de fármacos: la posibilidad de albergar aniones 

interlaminares (An) y de funcionalizar su superficie con distintas moléculas (B). 

De esta manera, optimizando las condiciones de síntesis, es posible incorporar 

fármacos en la región interlaminar para su protección, transporte y liberación 

en condiciones fisiológicamente adecuadas. En paralelo, se puede 

funcionalizar la superficie con ligandos adecuados para inducir sitio-

especificidad hacia un determinado tejido. 

1.3.1 Eficacia de los LDHs como nanoportadores de fármacos. 

La eficacia de los nanoportadores de fármacos es altamente 

dependiente, en primer lugar, de su capacidad para alcanzar el lugar de 

acción terapéutico desde el lugar de inyección, evitando ser eliminado por 

el sistema fagocítico mononuclear (SFM) en el torrente sanguíneo [81]. Se ha 

reportado que los nanoportadores de fármacos con carga positiva o 

hidrófobos, son más propensos a producir citotoxicidad o a ser eliminados 

rápidamente por el SFM, particularmente en el hígado y el bazo. Los 

nanoportadores con tamaños menores a 8 nm son excretados por los riñones, 

mientras que el hígado y el bazo remueven partículas con tamaños mayores 

a los 250 nm. En consecuencia, los nanoportadores de fármacos con carga 

negativa, hidrófilos y con tamaños entre 50 y 250 nm, presentan mayor 

probabilidad de aumentar sus tiempos de circulación en el torrente 

sanguíneo (figura 1.3) y, por ejemplo, acumularse en tejidos tumorales 

mediante mecanismos activos, como la funcionalización específica, o 
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pasivos, como la producida a través del efecto de permeación y retención 

mejorada (EPR) [82]. Por lo tanto, la hidrofobicidad, el tamaño y la carga de 

los nanoportadores son los factores determinantes de su respuesta in vivo [83]. 

Hidrófilos 

Tamaño 
5O-2SOnm 

Figuro 1.3: Ilustración esquemática de las principales propiedades que 

afectan la eficacia de los nanoportadores de fármacos. 

Una vez que se alcanza el órgano objetivo, existen tres barreras para 

lograr una acción farmacéutica óptima: traspaso de la membrana celular, 

biodegradación del nanoportador y liberación de fármaco. En términos 

generales, luego de la endocitosis, los nanoportadores pueden seguir dos 

vías: exocítica (endosomas-a para to de Golgi) o endocítica (endosoma 

temprano-endosoma tardío-lisosoma). En este último caso, la presencia de los 

nanoportadores activa la bomba de los iones H desde el citoplasma y el 

endosoma tardío se fusiono con el lisosoma (pH 5,0-5,5), transfiriendo su 

contenido para su degradación por enzimas lisosomales [84]. Ambas rutas son 

comunes en el transporte, almacenamiento, liberación y degradación de 

moléculas en las células. Sin embargo, la vía lisosomal, es indeseable para 

fines de administración de fármacos, ya que las enzimas contenidas en los 

lisosomas suelen degradar al fármaco. 
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Las propiedades fisicoquímicas de los nanoportadores basados en LDHs 

permiten superar la mayoría de las barreras descritas anteriormente (Figura 

1.4). En general, el traspaso de la membrana celular está mediada por 

clatrina (esta proteína se encarga de formar las vesículas de membrana 

celular, mediante el reconocimiento especifico de lipoproteínas de la 

membrana [851). Además, la vía de degradación, por enzima lisosomales, 

está controlada por las propiedades particulares de los LDHs. Los iones H que 

se bombean desde el citosol, disuelven parcialmente los nanoportadores en 

el endosoma tardío, lo que mantiene el pH endosómico entre 5 y  6 

dificultado la vía lisosomal [86]. Más importante aún, esta reacción de 

neutralización da como resultado la erosión del nanoportador con la 

consecuente liberación de iones Mg2 , AI3  y fármacos [71][87]. A medida 

que avanza la reacción de disolución, un número creciente de iones se 

liberan dentro del endosoma, causando que las moléculas de agua, 

impulsadas por la fuerza osmótica, entren del citoplasma al endosoma. Esto 

da como resultado un aumento de la presión osmótica de la vesícula 

endosómica, que eventualmente se rompe y libera su contenido en el 

citoplasma [88]. En este caso, la liberación del fármaco se produce, 

entonces, mediante la disolución de la matriz. Este mecanismo de liberación 

presenta, además, la ventaja de evitar la acumulación de los 

nanoportadores, observada con otros tipos de nanopartículas inorgánicas 

[64]. 
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Figura 1.4: Ilustración esquemática de la endocitosis y el traspaso de los 

nanoportadores de LDH por la membrana celular. (1) Los LDHs se adhieren a 

la membrana celular y se da la endocitosis mediada por clatrina; (2) Bombeo 

de iones H en el endosoma; (3) Disolución de los LDHs; (4) Entrada de 

moléculas de agua  ruptura del endosoma [64]. 

En esta dirección, el estudio de la interacción de los nanoportadores 

con los fluidos biológicos es de gran importancia para comprender su 

comportamiento como nanoportador y optimizar su eficacia. Cuando los 

nanoportadores entran en un fluido biológico desarrollan una nano-

biointerfaz, que comprende las Interacciones fisicoquímicas entre la 

superficie de los nanoportadores y los componentes biológicos del medio, 

como proteínas, polisacáridos, ácidos nucleicos y lípidos, en un entorno de 

alta fuerza jónica [89]. Por lo tanto, las proteínas adsorbidas en los 

nanoportadores, como la albúmina, forman un recubrimiento biológico 

conocido como corona proteica, que es la que, en definitiva, determina las 

propiedades fisicoquímicas de los nanoportadores [90]. La formación de esta 
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corona proteica define su identidad biológica que es diferente a su identidad 

sintética [70][91]. De este modo, la identidad sintética comprende tanto las 

características fisicoquímicas de los nanoportadores recién sintetizados como 

las modificaciones posteriores a la síntesis, realizadas en condiciones in vitro, 

antes de estar en contacto con los fluidos biológicos [92]. Por otra parte, la 

identidad biológica se relaciona con las propiedades de los nanoportadores 

en contacto con los fluidos biológicos, una vez formada la corona proteica. 

Sólo los nanoportadores con un tamaño y química superficial adecuados, 

después de la formación de la corona proteica, no serán reconocidas por el 

SFM y mostrarán un aumento en los tiempos de circulación [93], condición 

imprescindible para su posterior acumulación en el sitio de acción. 

Como ya se ha mencionado, se han realizado varios estudios sobre LDHs 

como nanopotadores de fármacos oncológicos. Sin embargo, la mayoría de 

estos estudios se han realizado in-vitro, relacionando las propiedades 

fisicoquímicas de la identidad sintética de los LDHs con su comportamiento 

frente a la interacción con células, sin tener en cuenta la interacción de los 

nanoportadores con los fluidos biológicos. Específicamente, estudios en 

relación directa con el objetivo de esta tesis doctoral no han sido reportados 

en bibliografía. Choi y colaboradores recopilaron varios estudios tanto in-vitro 

como ¡n-vivo donde se incorpora el agente oncológico metotrexato en los 

LDHs para la administración en diferentes líneas celulares, tal como se detalla 

en las tabla 1.1 y 1.2 [94]. En primer lugar es importante destacar que sólo dos 

de estos estudios contemplan la funcionalización de la superficie de los LDHs. 

En el primero, se funcionaliza la superficie de los LDHs con ácido fálico, un 

ligando específico para células cancerígenas [95]. En el segundo, se realiza 

un recubrimiento de ácido poli (láctico-co-glicólico) para aumentar la 

biocompatibilidad del nanoportador [96]. En ninguno de estos estudios, se 
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relacionan las propiedades interfaciales (tamaño, carga, etc.) de la 

identidad biológica de los nanoportadores con su respuesta celular. 

Tabla 1.1. Estudios ¡n-vitro de nanohíbridos LDH-MTX. 

Tamaño 
Método de síntesis 	de 

LDH-MTX 	partícula 
(nm) 

Línea celular Logros Ref. 

Co-precipitación 150 

Osteosarcoma 
humano (células 
MNNG / HOS) 

• El valor de IC50 de LDH-MTX en las 
células fue aproximadamente 2,5 
veces menor que el de MTX libre. 

• LDH-MTX penetran en la membrana 
celular de manera más efectiva que 
MTX libre. 

[97] 

• Alto efecto anticancerigeno de los 
nanohibridos LDH-MTX debida a una 
mayor captación de las LDH. 

[98] 
• Los nanohíbridos LDH- MTX muestran 

500 veces mayor eficacia que el MTX 
en términos de concentración. 

• LDH-MTX penetran en la membrana 
celular de manera más efectiva que 	[991 
MTX libre. 

• Se estudió la eficacia de los 
nanohíbridos de LDH-fármaco y el 
fármaco oncológico libre. 

[100] 
La eficacia en todas las líneas celulares 
fue: LDH-MTX> MTX> Dox> LDH-5-Fu> 5- 
Fu. 

Co-precipitación 100 
Osteosarcoma 
humano (Saos-2) 

El tamaño de partícula de los LDH-MTX 
(loonm)se mantuvo entre 100y200 
cuando se dispersaron en diversos 
medios; siendo óptimo para la 
captación y retención celular. 

Los nanohíbridos son más efectivos, 
tanto en tiempo como en 
concentración, en comparación con 
el MTX libre. 

[101] 
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Continúa siguiente página. 
Tabla 1.1. Continuación 

Tamaño 

Método de síntesis 	de 

LDH-MTX 	partícula 
	Línea celular 
	

Logros 
	

Ref. 

(nm) 

Co-precipitación 	200 

Intercambio 
145 

anicónico 

Carcinoma 

humano (KB) 

Cáncer de Colon 

humano (HCT-1 16) 

• Los LDH conjugadas con ácido 

fálico y MTX inhibieron el 

crecimiento de células cancerosas 

en comparación con MTX libre. 

• Con los nanohíbridos LDH-MTX se 

alcanzó la concentración inhibitoria 

máxima en menor tiempo (48 h), 

mientras que con el MTX libre se 

alcanzó transcurrida 72 h. 

[95] 

[102] 

• Los nanohíbridos LDH-MTX 

sintetizados por los diferentes 

métodos, mostraron mayor 

eficiencia en la supresión de células 

cancerosas que el MTX libre. 

Además, los LDH-MTX sintetizados 

por coprecipifación son los 

nanohíbridos con mejor efectos 

anticancerígenos. 

[103] 
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Células de 
cáncer de 

mama MCF-7 
/ mot, 

modelo de 
ratones con 
inyección 
ortotópica 

Células de 
cáncer 
cervical 
humano 
(C33A), 

modelo de 
ratones con 
inyección 
ortotópica 

Células de 
osteosarcom 
a humano 

(HOS), 
modelo de 
ratones con 
xenoinjerto 

Células de 
osteosarcom 
a humano 

(HOS), 
modelo de 
ratones con 
xenoinjerto 

Inyección 
intraperitoneal 
MTX 10 mg / Kg 

MTX-LDH 22 mg / 
Kg, correspondiente 

a 
10 mg / Kg de MTX. 

Inyección 
intraperitoneal 
MTX 50 mg / Kg 

MTX-LDH 120 mg / Kg 
correspondiente a 
50 mg / Kg de MTX. 

Inyección 
intravenosa 

MTX, PLGA-MTX, o 
PLGA- MTX-LDH, en 

una dosis equivalente 
de 30 mg / Kg de 

MTX. 

Inyección 
intravenosa 

MTX 30 mg / kg 
LDH-MTX y 45 mg / Kg 
una dosis equivalente 

de 30 mg / Kg de 
MTX. 

Co-precipitación 

Co-precipitación 

Intercambio 
anicónico 

Co-precipitación 

130 

100 

180-250 

100 
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Tabla 1.2. Estudios in-vivo de nanohíbridos MTX-LDH. 

Tamaño 
Método de síntesis 	de 

LDH-MTX 	partícula 
nm 

Línea celular 
y modelo 

animal 

Ruta de 
administración y 

cantidad 
Logros Ref. 

• LDH-MTX presentaron un 
mejor efecto antitumoral 
MTX libre, fue 6 veces más 

alta que la del grupo 
tratado con MTX después 

de 2 h de tratamiento. 

El híbrido exhibió un efecto 
focalización superior 

dando como resultado 
una alta eficacia 

antitumoral, el volumen del 
tumor disminuyo 74,3%. 

• Se determinó que el efecto 
antitumoral de LDH-MTX es 
mucho más significativo 

que el de MTX libre. 
Representó una reducción 

del 81.5% y  66,4% en el 
volumen del tumor en 
relación con el grupo 

control y MTX, 
respectivamente. 

• El efecto antitumoral del 
LDH-MTX@PLGA representó 

una reducción del 70% y 
49% en el volumen del 

tumor en relación con MTX 
y PLGA-MTX, 

respectivamente. 

• El estudio farmacocinético 
in- vivo demostró que el 

híbrido tenía 
comportamientos cinéticos 

similares al MTX libre. Sin 
embargo, el sistema 

híbrido suprimió 
notablemente el 

crecimiento del tumor. 

(104] 

[105]  

[96] 

[106]  
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1.4 Objetivos y Organización de la tesis 

Sobre la base de los antecedentes expuestos, en los cuales se indican 

las ventajas de los LDHs como portadores de fármacos, así como la 

necesidad de mantener el tamaño de partícula en un intervalo acotado y 

dirigir el agente terapéutico a un determinado tejido, el objetivo general de 

este trabajo de tesis doctoral es sintetizar nanoportadores de fármacos 

basados en LDHs para la administración sitio-específica de agentes 

oncológicos en tejido óseo. Tal como se ha mencionado, no se han 

reportado previamente estudios sobre la funcionalización de los LDHs para el 

direccionamiento de agentes oncológicos en tejido óseo. En este marco 

general, se pretende realizar una contribución racional a la creciente 

necesidad de desarrollar nuevas terapias más eficientes y seguras, a partir de 

un estudio fundamental relacionado con la síntesis y optimización de estos 

nanoportadores. 

En este sentido, para alcanzar este objetivo general se plantearon una 

serie de etapas de estudio que definen los objetivos específicos del trabajo 

de tesis doctoral, como se esquematiza en la figura 1.5. Uno de los puntos 

más críticos, se refiere a la síntesis de portadores basados en LDHs que 

mantengan su tamaño nanométrico, no sólo en las condiciones de síntesis 

(identidad sintética) sino también en los medios de relevancia fisiológica 

(identidad biológica). El segundo desafío se relaciona con la funcionalización 

de los nanoportadores para alcanzar sitio-especificidad en tejidos óseos. En 

este caso particular, se utilizó risedronato (Ris), un bifosfonato con alta 

afinidad por los LDHs y por la hidroxiapatita presente en los huesos, para 

preparar nanohíbridos funcionales. Finalmente, la incorporación de un 

fármaco oncológico, como el metotrexato (MTX), representa la última etapa 
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para la preparación de nanoportadores de fármacos basados en LDHs. Por lo 

tanto, los objetivos específicos de esta tesis doctoral implican las siguientes 

actividades: 

• Sintetizar y caracterizar nanoportadores basados en LDHs 

(nanoLDH) funcionalizados con Ris (nanoLDH@Ris) para la 

administración sitio-especifica en tejidos óseos. 

• Sintetizar y caracterizar nanoLDH intercalados con el fármaco 

oncológico MIX (nanoLDH-MTX) para la administración sitio-

específica en tejidos óseos (nanoLDH-MTX@Ris) y estudiar los 

mecanismos de liberación ¡n vitro del fármaco. 

• Estudiar las propiedades interfaciales y fisicoquímicas de los 

nanoportadores en condiciones de relevancia fisiológica. 

52 



Introducción General 

nanoportador 

nonoiDH Hidróxido doble laminar 

  

  

nonopodador 
luncionolizado 
nanoLDH@Ris 

r. 
Hidróxido doble laminar - Ugando  

nanohibrido 

nonoLDH -MIX 
Hidróxido doble laminar 

Fármaco 

nanohibrido 
tuncionatizado 

nc,noLDH- 
MTX@Ris 

Hidróxido doble laminar 4 
- Fármaco -Ligando 

Figura 1.5: 1.5: Esquematización de los sistemas de LDHs estudiados en la 

cual se indica el nanoportador en ausencia de fármaco antes (nanoLDH) y 

después de la adsorción con Ris (nanoLDH@Ris) y en presencia de fármaco 

interlaminar previo (nanoLDH-MTX) y posterior a la funcionalización con Ris 

(nanoLDH-MTX@Ris). 

N La descripción detallada para el desarrollo de estos objetivos, tanto 

metodológicos como de resultados obtenidos, se recopilan en este trabajo 

de tesis doctoral a lo largo de los cinco capítulos siguientes, cuyos contenidos 

se describen a continuación: 

El Capítulo 2, consta de una descripción de los aspectos metodológicos 

generales que permitieron realizar la caracterización química, estructural, 

morfológica e interfacial de los nanoportadores y nanohíbridos sintetizados y 

de su comportamiento en diferentes condiciones experimentales. 

El Capítulo 3, se centra en optimizar las condiciones para sintetizar 

nanoLDH con las propiedades adecuadas para ser utilizado como 

nanoportadores de fármacos. Además, se presentan distintas estrategias de 

funcionalización con Ris para preparar nanoLDH@Ris de tamaño adecuado y 
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/ 

con su afinidad intacta por el tejido óseo en distintas condiciones de 

relevancia fisiológica. 

El Capítulo 4, se focaliza en las diferentes estrategias empleadas para 

sintetizar nanohíbridos, nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris, con propiedades 

óptimas para almacenar y transportar fármacos. De manera 

complementaria, se muestran los estudios de liberación in vitro del MTX 

utilizando condiciones que simulan distintas situaciones fisiológicas. 

El Capítulo 5, se dedica a describir la interacción de los nanoportad ores 

con fluidos biológicos, empezando con la incorporación de una proteína, 

hasta fluidos más complejos, como el suero fetal bovino. Como 

consecuencia de esta interacción, se analiza el proceso de formación de la 

corona proteica y su impacto en las propiedades fisicoquímicas de los 

nanoportadores. 

Para finalizar en el Capítulo 6, se resumen las conclusiones generales 

alcanzadas en el desarrollo de este trabajo de tesis doctoral, así como las 

proyecciones y perspectivas futuras para esta línea de investigación. 
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Capítulo 2: Técnicas y métodos de caracterización 

A lo largo de esta tesis doctoral, se utilizaron distintas técnicas y métodos que 

permitieron realizar la caracterización química, estructural, morfológica e interfacial 

de los LDH5 sintetizados y del comportamiento de estos en diferentes condiciones de 

interés. En este capítulo se explican los métodos de caracterización empleados para 

el desarrollo de la tesis. Por otra parte, la metodología utilizada para las síntesis y los 

experimentos específicos de cada sistema estudiado se detallarán en los respectivos 

capítulos. 

Las soluciones preparadas para los diferentes experimentos se realizaron con 

agua (18,2 MO MilliQ, Sistema Millipore). Las soluciones de NaOH y HO empleadas 

para las síntesis y demás experimentos fueron previamente valoradas, en un titulador 

automático Metrohm, acoplado con un electrodo de pH de vidrio. 

Se utilizaron fármacos y reactivos de grado analítico, adquiridos comercialmente 

a excepción del risedronato de sodio hemipentahidrato (Ris) que fue donado por 

IVAX, Argentina. 

A continuación, se presenta una lista con los reactivos y fármacos empleados 

con sus respectivas marcas: 

Parafarm: Metofrexato (MTX). 

J.T Baker NaOH, KOH, NaCI, KH2PO4 y K2HPO4. 

Cicarelli: H2SO4, HNO3 M902 61-120, NaHCO3, AICI3 61-120, CH3COOH. 

Anedra: KG, CaCl2, CH3COONa. 

Merck: KBr. 

Sigma-Aldrich: Albúmina de suero bovino, Hidroxiapatita. 

Natocor Suero Fetal Bovino (SFB). 
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2.1 Análisis químico 

El análisis químico de una muestra comprende la determinación cualitativa y 

cuantitativa de los elementos que la constituyen. La caracterización cualitativa de 

los componentes de una muestra se puede abordar por varias técnicas 

instrumentales. Mientras, la cuantificación, en la mayoría de los casos, queda 

limitada a aquellas técnicas cuya señal específica es proporcional a la 

concentración de un determinado elemento en la muestra y permite elaborar las 

correspondientes curvas de calibración. 

Con el propósito de determinar la composición de los LDHs sintetizados y lograr 

así proponer la formula química correspondiente, en esta tesis se emplearon 

técnicas como el análisis elemental de C y N, la espectrometría de absorción 

atómica (SAA), espectroscopia de energía dispersiva (EDS), análisis elemental, 

análisis termogravimétrico (ATG), análisis térmico diferendal (DTA) y espectroscopia 

ultravioleta visible (U.V-vis). 

2.1.1 Análisis elemental de C y N 

El análisis de C y N se realizó empleando el método Pregl-Dumas que consiste 

en la combustión de la muestra sólida en presencia de un exceso de oxígeno a una 

temperatura de aproximadamente 1000 °C. Al realizar la combustión, ocurren las 

siguientes reacciones 

	

C(s) + 02(9) 	CO2(9) 

2H2(g) + 02(g) 	2H20(I) 

	

S() + 02(g) 	S02(g) 

S02(9) + 1/2 02(g) 	S03(g) 

N2(9) +02(9) 2 NO(g) 
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2NO(g) + 02(9) 2 NO2(g) 

Luego los productos de la combustión son extraídos de la cámara de 

combustión por la acción de un gas portador inerte, como el helio y se pasan sobre 

cobre calentado (a 600 O  O) de alta pureza. La función del cobre es eliminar todo el 

oxígeno que no se haya consumido en la combustión inicial y convertir cualquier 

óxido de nitrógeno en nitrógeno gaseoso. Los gases resultantes se pasan a través de 

trampas absorbentes para dejar solo dióxido de carbono, agua, nitrógeno y dióxido 

de azufre. Finalmente, la mezcla de gases se pasa a través de una columna de 

separación de cromatografía frontal y la determinación de cada uno de estos gases 

se realiza con un detector de conductividad térmica [1]. 

Esta técnica se llevó a cabo para determinar el contenido de C y N de los 

LDHs sintetizados: LDH-Ris, nanoLDH, nanoLDH@Ris, nanoLDH-MTX y nanoLDH-

MTX@Ris. El ensayo se realizó en un analizador elemental Perkin-Elmer 2400 Sedes II 

CHNS/O. La sustancia patrón utilizada para calibración fue la acetanilida. 

2.1.2 Espectrometría de absorción atómica 

La espectrometría de absorción atómica (SAA) se basa en la absorción 

de radiación por átomos libres en su estado fundamental. La longitud de 

onda de la radiación absorbida es específica para cada elemento, lo que 

permite su identificación. Mientras que la intensidad de la radiación a esa 

longitud de onda especifica es proporcional a la cantidad del elemento 

presente en la muestra. 

La SAA se divide en dos pasos: 

A) La conversión del analito a sus átomos en fase gaseosa (atomización). Para 

este caso se utilizó un atomizador de llama. En primer lugar, la muestra se debe 
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nebulizar mediante un gas combustible (acetileno) que posteormente se mezcla 

con un gas oxidante (aire). Luego, este gas se dirige hasta la llama donde se 

produce la atomización. 

B) La determinación de la absorción de radiación por estos átomos libres para 

su posteor cuantificación. La fuente de radiación empleada fue una lámpara de 

cátodo hueco de los metales a analizar. 

Los electrones de los átomos del analito en fase gaseosa, pueden ser 

promovidos a orbitales atómicos de mayor energía mediante la absorción de 

la radiación emitida por la lámpara de cátodo hueco. La longitud de onda a 

la que se produce la absorción aparece rodeada del resto de radiaciones de 

múltiples longitudes de onda de cada elemento que compone la muestra; 

por tanto, se requiere de un monocromador, que se encarga de filtrar la 

radiación característica del elemento a determinar. Esta radiación debe ser 

conducida desde la lámpara hasta el monocromador y desde este al 

detector. Finalmente, la radiación resultante debe ser detectada, 

amplificada y medida por los componentes del sistema electrónico. 

La fuente de radiación más usada es la lámpara de cátodo hueco, 

que emite radiación con una señal estrecha, lo que proporciona sensibilidad 

y selectividad [2]. 

El contenido de Al y Mg de los nanoLDH y nanoLDH@Ris fue medido mediante 

SAA. El ensayo se llevó a cabo en un espectrómetro Varían AA240. Las muestras 

sólidas fueron disueltas en la mínima cantidad posible de HNO3  concentrado y luego 

fueron diluidas con agua hasta alcanzar el rango de calibración (límite de 

cuantificación). Las curvas de calibración se realizaron mediante disoluciones a partir 

de patrones de Mg2  y A13-1. 
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2.1.3 Espectroscopia de energía dispersiva 

La Espectroscopia de Rayos X por Dispersión de Energía (EDS) es una técnica 

de microanálisis que permite detectar rápidamente los elementos presentes en la 

superficie de una muestra. Se utiliza como complemento de la microscopio 

electrónica de barrido (SEM). Básicamente, consiste en bombardear una muestra 

solida con electrones de alta energía en un microscopio electrónico. Cuando la 

muestra es impactada por el haz de electrones, los electrones de las capas externas 

presentes en los átomos de la muestra son expulsados. Esta carencia de electrones 

es abastecida por la transición de electrones desde un estado electrónico superior, 

generando la liberación de rayos X para estabilizar la diferencia de energía entre los 

dos estados. Finalmente, se realiza la detección de estos rayos X, que son 

característicos de cada elemento presente en la muestra, lo que da información 

sobre su composición elemental [3]. 

El contenido de Al y Mg de los nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris fue medido 

mediante EDS. Se empleó una pastilla de cada una de las muestras, preparada por 

compresión, que fueron sujetadas al portamuestras con una cinta adherente de 

carbono. Se utilizó un equipo SEM Cari Zeiss Sigma equipado con un sistema de 

detección EDS. 

2.1.4 Análisis térmico 

Se conoce como análisis térmico a un grupo de técnicas en las que se 

mide una propiedad física de una sustancia y/o de sus productos de 

reacción en función de la variación de temperatura, mientras la sustancia se 

somete a un programa de temperatura controlado. El análisis térmico permite 

detectar y medir los procesos químicos o físicos que ocurren al calentar una 
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muestra. En esta tesis se emplearon dos de estas técnicas, el análisis 

termogravimétrico (TGA) y análisis térmico diferencial (DTA). 

La primera de ellas consiste en medir continuamente la masa de una 

muestra en función de la temperatura o el tiempo. Para determinar la 

pérdida o ganancia de masa, la muestra se somete a un programa de 

temperatura controlada en una determinada atmósfera. Los gráficos 

obtenidos, donde se representa la masa o el porcentaje de masa en función 

del tiempo o la temperatura, se denominan termogramas o curvas 

termogravimétricas. Así, el TGA brinda información sobre la estabilidad 

térmica y la composición de la muestra original y de los intermediarios que se 

puedan formar, al igual que la composición del residuo de la muestra [4]. 

Por otra parte, el DTA se basa en registrar la temperatura de una 

muestra en comparación con la de un material térmicamente inerte, ambos 

calentados a una velocidad constante en una atmósfera controlada. Los 

cambios de temperatura en la muestra con respecto a la referencia se 

deben a los procesos exotérmicos o endotérmicos que tienen lugar en ella, 

como los producidos por: fusión, ebullición, sublimación, vaporización, 

cambios de fase, inversiones de estructura cristalina, procesos de adsorción, 

reacciones químicas de deshidratación, disociación, descomposición, 

oxidación, reducción, etc. Fenómenos como los de deshidratación, 

reducción o cambios de fase, darán lugar a efectos endotérmicos, mientras 

que reacciones de oxidación, descomposición o procesos de adsorción 

producirán efectos exotérmicos. Como consecuencia de estos procesos se 

obtiene un termograma diferencial en el que se registra la diferencia de 

temperatura entre la muestra y la referencia en función de la temperatura 

del sistema. Los procesos exotérmicos, en los que se desprende calor de la 
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muestra, provocan un aumento de su temperatura con respecto a la 

referencia y dan lugar a máximos en el termograma. Por el contrario, los 

procesos endotérmicos originan mínimos en la curva como consecuencia de 

la absorción de calor por parte de la muestra [5]. 

Los requisitos instrumentales básicos para el análisis térmico son: una balanza 

de precisión, un horno que está programado para un aumento lineal de la 

temperatura con el tiempo y las termocuplas que se encargan de registrar la 

temperatura tanto del material de referencia como de la muestra. Igualmente, se 

requiere un gas de purga que fluye a través de la balanza para controlar la 

atmósfera. Este gas puede ser inerte, (nitrógeno, argón o helio), oxidante (aire u 

oxígeno) o reductor (8- 10% de hidrógeno en nitrógeno) [6]. 

Por un lado, el TGA se utilizó para determinar el contenido de agua 

inteaminar, mientras que la pérdida de peso total fue utilizada para establecer la 

formula química de los sólidos. El DTG se empleó para identificar los procesos 

involucrados en esta degradación térmica. 

Los ensayos fueron llevados a cabo en la muestra sólida, empleando un 

equipo Shimadzu DTG-60, con un flujo de aire a una velocidad de calentamiento 

de 1000  mm -' y un intervalo de temperatura entre 30 y 1000 00. 

2.1.5 Espectroscopia ultravioleta visible 

La espectroscopia UV-Vis está basada en el proceso de absorción de 

radiación electromagnética en el intervalo UV-Vis (longitud de onda comprendida 

entre los 160 y  780 nm) [7]. Las energías que constituyen esta región del espectro 

electromagnético, son del orden de 1 a 25 eV. Estas producen transiciones 
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electrónicas en los átomos y moléculas desde el estado fundamental a estados 

electrónicos excitados, además se producen cambios en la población de los niveles 

vibracionales y rotacionales. 

El espectro de absorción UV-Vis de un compuesto se debe por lo 

general a tres tipos de transiciones: 

- Transiciones producidas por electrones u, o y n. 

- Transiciones producidas por electrones d y f. 

- Transiciones producidas por transferencia de carga. 

Dado que parte de la energía de una frecuencia determinada es 

absorbida por el analito, la intensidad de la radiación disminuye, lo que sirve 

a efectos prácticos para la identificación o cuantificación del analito, 

empleando la ley de Lambert-Beer [7]. 

La espectroscopía UV-Vis fue utilizada para cuantificar especies cromóforas 

incorporadas a los LDHs, como albúmina (Alb), Ris y MTX. Asimismo, se empleó para 

determinar la estabilidad de la funcionalización frente a la desorción en las diferentes 

condiciones de estudio. Estas determinaciones se llevaron a cabo en los 

sobrenadantes de los diferentes sólidos dispersos, previamente centrifugadas y 

filtradas. Luego se calculó la concentración de las especies, comparando la 

concentración remanente en los sobrenadantes con la concentración inicial. Las 

concentraciones de Ris, Alb y MD( se determinaron a 262nm, 278 nm y  370 nm 

respectivamente. 

78 



Técnicas y métodos de caracterización 

El equipo empleado fue un espectrofotómetro Shimadzu UVI 700, Pharma 

Spec. Las soluciones empleadas para construir las diferentes curvas de calibración se 

prepararon en buffer fosfato pH 7,4. 

2.2 Análisis estructural 

El análisis estructural se realizó mediante el uso de técnicas como la difracción 

de rayos X de polvo (DRXP), espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier 

(FTIR) y espectroscopia Raman. Las técnicas espectroscópicas proporcionan 

información de las especies presentes en las muestras y el modo en que 

interaccionan con la estructura del sólido. La DRXP permite identificar las fases 

presentes en una muestra sólida cristalina, conocer su simetría, los parámetros que 

describen la estructura cristalina y los defectos que puede presentar esta estructura. 

2.2.1 Difracción de rayos X 

La fuente de rayos X se origina cuando una partícula acelerada con 

suficiente energía colisiona con un átomo, su energía es absorbida por este, y los 

electrones de las capas internas son desplazados, llegando incluso a provocar su 

ionización o expulsión del electrón del átomo. De este modo se genera una vacante 

en la estructura electrónica del átomo. El átomo excitado es inestable, ya que se 

encuentra en un estado de energía elevado y por tanto tiende a decaer a su 

estado electrónico fundamental o de mínima energía. Para ello un electrón externo 

de la estructura electrónica del átomo ocupa la vacante y el átomo emite un fotón 

de rayos X característico del átomo del que procede. 

La DRXP se basa en la capacidad que tienen las estructuras cristalinas 

de difractar estos rayos X. Las interferencias constructivas de las ondas 
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asociadas a esta radiación dan como resultado patrones de difracción 

característicos para cada sólido. Por ello, la DRX es una técnica ampliamente 

utilizada para la caracterización de materiales cristalinos. Se ha aplicado 

tradicionalmente para la identificación de fases en una muestra y, en 

algunos casos, para su análisis cuantitativo. Igualmente, brinda información 

sobre la estructura cristalina, el ordenamiento de los átomos, simetría y los 

parámetros que describen la celda unidad de sólidos cristalinos [8]. 

Las mediciones fueron realizadas en un intervalo de (5° a 70°) 2, en un 

difractómetro Philips X'pert Pro con una lámpara de Cu Ka ()=1,5408 Á) a 40 k y  40 

mA y se utilizó un paso de (0,05°, 1,2 s). 

2.2.2 Espectroscopia Infrarroja 

La espectroscopia infrarroja (IR) permite estudiar la interacción entre la 

materia y la radiación infrarroja, radiación que corresponde a la región del 

espectro electromagnético comprendida entre 400 y  4000 cm-'. Esta región 

se subdivide en IR cercano, infrarrojo medio e IR lejano. La espectroscopia IR 

es sensible a la presencia de grupos funcionales en una molécula, lo que 

permite identificar especies químicas a través de la determinación de la 

frecuencia (número de onda) a la que los distintos grupos funcionales 

presentan bandas de absorción en el rango IR. 

El espectro IR se origina por la absorción de fotones con la energía 

correspondiente a una transición vibracional de la molécula en la región del 

infrarrojo. En términos generales la absorción de fotones IR genero una 

transición a un estado vibracional de mayor energía dentro del estado 

electrónico en que se encuentre esa especie. En moléculas poliatómicas 
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pueden distinguirse dos categorías básicas de vibraciones: de tensión y de 

flexión. Una vibración de tensión supone un cambio continuo en la distancia 

interatómica a lo largo del eje del enlace entre dos átomos. Las vibraciones 

de flexión se caracterizan por un cambio en el ángulo entre dos enlaces y 

son de cuatro tipos: de tijereteo, de balanceo, de aleteo y de torsión [11]. 

La espectroscopia IR se utilizó para identificar las bandas de absorción 

características de los LDHs, lo que permitió verificar la presencia de diferentes 

especies. Los espectros fueron obtenidos utilizando una pastilla de KBr (proporción]: 

200: relación de Muestra: KBr) en un equipo Bruker 1FS28. Se hicieron 32 

acumulaciones, en un rango de medición entre 400 y  4000 cm-1. 

2.2.3 Espectroscopia Raman 

La molécula excitada puede decaer al estado fundamental de dos maneras. 

Volviendo al estado energético fundamental en el que se encontraba o poblando 

un estado energético diferente. Si regresa al estado energético fundamental en el 

que se encontraba, se libera una energía igual a la absorbida. Esto sucede en la 

inmensa mayoría de las interacciones y constituye la dispersión elástica o de 

Rayleigh. Sin embargo, si la molécula no regresa a su estado inicial, la energía 

liberada será distinta de la absorbida, de modo que ha ocurrido un intercambio de 

energía, que resulta en la dispersión inelástica que caracteriza al fenómeno Raman. 

Normalmente, la molécula acaba en un nivel energético más elevado, de modo 

que la energía que se libera es menor que la que se absorbe. Esta dispersión Raman 

se denomina Stokes. Por el contrario, si la molécula acaba en un nivel energético 

inferior, se libera más energía que la que se absorbe. Esta dispersión Raman se 

denomina anti-Stokes. 
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Aunque las espectroscopias IR y Raman se basan en los cambios de energía 

vibracional, lo hacen desde perspectivas diferentes, ya que en IR se estudio la luz 

absorbida mientras que en Raman la luz dispersada. En Raman la muestra se irradio 

con un haz laser cuya longitud puede ser cualquiera entre ultravioleta, visible, 

infrarrojo cercano o infrarrojo. La luz dispersada, presenta una frecuencia que 

cambio con respecto a la luz incidente. De modo que en la espectroscopio Raman 

se obtienen las frecuencias vibracionales como un desplazamiento entre la energía 

del haz incidente y la energía que es dispersado por la molécula. Esto diferencio con 

respecto a la luz incidente no depende de la longitud de onda que se irradia sobre 

la muestra. De modo que, si el desplazamiento Raman se normalizo respecto a la 

frecuencia del haz incidente, se obtiene el mismo valor de frecuencia en las bandas 

Raman observadas, independientemente de la luz usada paro irradiar la muestra. 

De este modo, se pueden medir desplazamientos Raman (vibracionales) sin usar 

radiación infrarroja (lo característica de las transiciones vibracionales) [1 

En esto tesis se empleó la espectroscopia Raman para identificar la especie 

presente en los LDH-Ris y nanoLDH@Ris. Los espectros Raman se midieron sobre las 

muestras sólidas en un Microscopio confocal Raman LABRAM-HR, Horiba Jobin-Yvon. 

Las fuentes de excitación utilizadas fueron de 633 y 514 nm. Se hicieron 50 

acumulaciones, en un rango de medición entre 50 y 40 cm-'. 

2.3 Análisis morfológico e interfacial 

El conocimiento de las propiedades interfaciales, además de las 

características como la forma y el tamaño de los nanoportodores. Son de vital 

importancia para lograr entender el comportamiento que tendrían los 

nanoportodores en un sistema biológico. Con este propósito se empleó microscopio 

electrónica de barrido (SEM) para el estudio morfológico mientras que la 
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caracterización interfacial se realizó mediante técnicas como la dispersión dinámica 

de la luz (DLS) y dispersión de luz electroforética (ELS). 

2.3.1 Microscopia electrónica de barrido 

Un microscopio electrónico de barrido (SEM), forma imágenes topográficas 

de alta resolución a partir de los electrones generados por la interacción de un haz 

de electrones con la muestra. Esta técnica ha sido ampliamente utilizada para 

conocer las propiedades morfológicas acerca de las partículas de sólidos 

inorgánicos [12]. 

El haz de electrones se origina en el cañón electrónico, donde un filamento 

de tungsteno, al ser calentado eléctricamente hasta su incandescencia comienza a 

emitir electrones que son condesados para formar el haz, el cual es dirigido hacia la 

muestra, a la que impacto, barriendo su superficie. Cuando el haz electrónico 

impacto sobre la muestra origina distintos tipos emisiones que escapan de la muestra 

bajo la forma de electrones secundarios, radiación X, electrones retrodifundidos, 

radiación visible, electrones Auger, entre otras. Cada modo de emisión constituye, 

potencialmente, una señal a partir de la cual se puede crear una imagen. Para ello 

el detector" se encarga de recoger las emisiones secundarias emitidas desde la 

muestra y las transforma en una señal eléctrica que se amplifica y procesa dando 

como resultado una micrografía SEM. 

La mayoría de las muestras caracterizadas por SEM deber ser metalizadas 

previamente, para lo que se deposita sobre la superficie de la muestra una delgada 

capa de metal conductor (de alrededor de 100 Á). El metalizado asegura una 

adecuada conductividad eléctrica y la formación de una superficie que pueda 
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emitir un gran número de electrones secundarios tras el bombardeo con el haz 

incidente [13]. 

En esta tesis se utilizó SEM para conocer la morfología que presentaron los 

diferentes LDHs sintetizados. Las imágenes se obtuvieron mediante un microscopio 

electrónico de barrido de emisión de campo FE-SEM Cad Zeiss Sigma (EHT =5 kV). 

Las muestras fueron preparadas a partir de las dispersiones de las muestras 

correspondientes, las cuales se diluyeron 1: 100 en etanol. Una gota de la dispersión 

diluida se colocó en un soporte de silicio y se dejó secar. Finalmente, fueron 

metalizadas con capa de cromo. 

2.3.2 Dispersión dinámica de la luz 

La dispersión dinámica de luz (o DLS por sus siglas en inglés) es una técnica 

empleada para la determinación de la distribución de tamaños, así como el radio 

hidrodinámico (d) de partículas en dispersión, o macromoléculas en solución tales 

como proteínas o polímeros. Esta técnica, permite el cálculo de los coeficientes de 

difusión asociados con el movimiento browniano de partículas dispersas en medios 

líquidos. Este cálculo se realiza irradiando una muestra con un haz de luz láser y 

analizando las fluctuaciones de intensidad de la luz dispersada por las partículas. 

El movimiento browniano es el movimiento de partículas causado por las 

colisiones aleatorias con moléculas de líquido en que se encuentran suspendidas. 

Una característica importante del movimiento browniano con respecto a la técnica 

DLS es que las partículas pequeñas se mueven más rápido que las partículas más 

grandes. En otras palabras, el coeficiente de difusión traslacional (D) de las partículas 
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está inversamente relacionado con su tamaño, como lo muestra la ecuación de 

Stokes-Einstein: 

D 
kT [2.11 

 

3ird 

Donde, k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura en Kelvin, r 

es la viscosidad del medio de dispersión y d es el diámetro hidrodinámico de 

la partícula [14]. 

La técnica de DLS fue utilizada para determinar los valores de diámetro 

hidrodinámico (d). Junto con las imágenes SEM, permitió estudiar tanto el 

tamaño de las partículas individuales y el grado de agregación de los 

nanoportadores suspendidos en los diferentes medios de estudio. Estas 

mediciones se realizaron en un equipo Delsa Nano Beckman Coulter, para la 

obtención de los valores de d se realizaron 50 acumulaciones y3 

repeticiones. 

2.3.3 Dispersión de luz electroforética 

Para entender la técnica de dispersión de luz electroforética (o ELS por 

sus siglas en inglés) asociada a las medidas de potencial zeta (), es primordial 

definir a la doble capa eléctrica. Este concepto se usa para describir la 

estructura que comprende la región de transición entre dos fases, en este 

caso sólido/líquido. 

Las superficies de la mayoría de las partículas dispersas en un líquido 

tienen carga positiva o negativa. En la fase liquida, los iones que tienen carga 

opuesta a la superficie de la partícula se acercan a la superficie y los de la 

misma carga se alejan, tal como se esquematiza en la figura 2.1. 
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Capa de Stern 

Capa difusa 

Figura 2.1: Representación esquemática de la doble capa eléctrica, 

distribución de iones positivos y negativos alrededor de la partícula cargada 

negativamente. 

De acuerdo a este esquema, la concentración de los contraiones es 

alta en región cercana a la superficie de la partícula y disminuye 

gradualmente con la distancia. Así, la concentración de iones positivos y 

negativos confluye a las del seno de la solución lejos de la superficie de la 

partícula, para mantener la electroneutralidad. Este modelo de distribución 

de iones se denomina doble capa eléctrica', que puede dividirse en dos 

regiones: 

• La región de iones cerca de la superficie de la partícula se denomina 

Capa de Stern", en la cual los iones de carga opuesta están fuertemente 

atraídos por la superficie. En esta región, la caída de potencial eléctrico es 

lineal con la distancia desde la superficie hacia el seno de la solución. 
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• La región externa a la capa de Stern se denomina "capa de Gouy-

Chapman" o 'capa difusa". El espesor de esta capa depende de la fuerza 

iónica y la caída del potencial eléctrico tiene forma exponencial [15]. 

Descripta la doble capa eléctrica, se define como equivalente al 

potencial eléctrico en el punto donde se unen las capas de Stern y la difusa 

[16]. Cuando se aplica un campo eléctrico a la suspensión, las partículas 

cargadas se mueven hacia el electrodo opuesto a su carga. La velocidad de 

este movimiento (movilidad electroforética, Pe)  es proporcional al valor de , 

de acuerdo a la ecuación de Smoluchowski (válida para fuerzas iónicas 

relativamente altas y suspensiones monodispersas): 

te 	 [2.2] 

Donde, e y e0 representan la constante dieléctrica del agua y del vacío 

respectivamente y fl  la viscosidad del medio. Esta ecuación permite 

determinar el valor de en distintas condiciones. La ELS es el método más 

frecuentemente utilizado para determinar la movilidad electroforética de las 

partículas suspendidas en solución acuosa. Para determinar la velocidad del 

movimiento de las partículas, estas se irradian con luz láser, y se detecta la luz 

dispersada por las partículas. Debido al efecto Doppler, la frecuencia de la 

luz dispersada se desplaza respecto a la de la luz incidente. Esta variación 

depende de la velocidad del movimiento de las partículas, lo que permite 

determinar la movilidad electroforética de las partículas y el potencial zeta 

(). 

Cuando se desea determinar el valor del 	en superficies solidas 

macroscópicas se utilizan medidas de streaming potential. Esta es una 
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técnica electrocinética que consiste en medir la diferencia de potencial 

eléctrico, producida en la superficie sólida, cuando se fuerza por medio de 

presión hidráulica a pasar una solución de electrolito con carga neta a través 

del sólido [17]. 

La ELS se empleó para determinar los valores de 	de los LDHs 

sintetizados. Estas mediciones se realizaron en un equipo Delsa Nano 

Beckman Coulter, en el que los valores de 	se obtuvieron mediante 3 

repeticiones. Por otra parte, se determinó el valor del de la hidroxiapatita 

mediante medidas de streaming potential en un analizador electrocinético 

SurPASS 3 (Anton Paar). 

2.4 Análisis de composición de la corona proteica 

Los nanoportadores recién sintetizados presentan determinadas 

propiedades fisicoquímicas que engloban su identidad sintética. Sin 

embargo, una vez que este nanoportador esté en contacto con fluidos 

biológicos es cubierto por biomoléculas que forman una corona proteica. Las 

características fisicoquímicas que presentaba el nanoportador, cambiaron y 

ahora están determinadas por dicha corona proteica que además define la 

identidad biológica del nanoportador [18]. 

La caracterización de la corona proteica permite comprender la 

interacción entre el nanoportador y los sistemas biológicos. Con este 

propósito, se utilizó un enfoque proteómico para identificar las moléculas de 

la corona proteica mediante cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas. Además, mediante una herramienta 

bioinformática se estudió la interacción proteína-proteína. 
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2.4.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida 

La electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) es uno de los 

métodos más utilizados para la purificación, análisis y caracterización de 

proteínas. Esta técnica se basa en la separación de moléculas en función de 

su carga eléctrica, de acuerdo a su movilidad electroforética. La movilidad 

electroforética se define como la velocidad de desplazamiento por unidad 

de campo eléctrico. En unas condiciones determinadas de electroforesis, la 

diferente movilidad de cada molécula define su comportamiento y 

separación en el espacio. Es decir, cada molécula tendrá su respectiva 

movilidad electroforética en un medio determinado. 

La electroforesis se lleva a cabo sobre un soporte inerte, generalmente 

sobre geles de poliacrilamida (PAGE). Cuando la electroforesis se lleva a 

cabo en presencia de un agente desnaturalizante, como el detergente 

aniónico dodecilsulfato sódico (SDS), se denomina SDS-PAGE. En este caso el 

SDS se une a las proteínas, rompiendo interacciones hidrofóbicas 

produciendo su desnaturalización. Las proteínas desnaturalizadas de la 

muestra adoptarán una estructura en forma de bastoncillo con una serie de 

moléculas de SDS cargadas negativamente a lo largo de la cadena 

polipeptídica. La carga original de la molécula está completamente 

enmascarada por la carga negativa del SDS. Debido a que la cantidad de 

SDS que se une a las proteínas es prácticamente proporcional a su tamaño, 

los complejos SDS-proteínas presentan un valor carga/masa constante y por 

lo tanto, se separan de acuerdo a su tamaño cuando migran desde el 

cátodo al ánodo a una velocidad relacionada con su peso molecular [19]. 

Esta técnica se empleó para realizar la separación de las proteínas que 

formaron la corona proteica de los nanoLDH y nanoLDH@Ris. Las 
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electroforesis se llevaron a cabo en un gel de SDS-poliacrilamida al 6%, 

durante 2 minutos a 200 V. El colorante empleado fue azul brillante de 

Coomassie G-250. El equipo utilizado fue Mini-PROTEAN (Bio-Rad). 

2.4.2 Cromatografía líquida-espectrometría de masas 

La cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LO-

MS), ofrece una poderosa técnica analítica que combina la cromatografía 

de líquidos como técnica de separación, y la espectrometría de masas como 

técnica de detección, identificación y cuantificación. 

Luego de separar los componentes de la muestra por HPLC, pasan al 

espectrómetro de masas, a través de una interfaz, donde son ionizados. Los 

equipos de LC-MS pueden tener dos tipos distintos de interfaces que se 

incluyen dentro de la denominada ionización a presión atmosférica (API): 

electrosproy (ES¡) e ionización química a presión atmosférica (APCI). Los iones 

generados en la interface son acelerados hacia un analizador y separados 

en función de su relación masa/carga (m/z) mediante la aplicación de 

campos eléctricos, magnéticos o simplemente determinando el tiempo de 

llegada a un detector. Los iones que llegan al detector producen una señal 

eléctrica que es procesada, ampliada y enviada a un ordenador. El registro 

obtenido se denomino espectro de masas y represento las abundancias 

iónicas obtenidas en función de la relación masa/cargo de los iones 

detectados [20]. 

Esta técnica se utilizó poro lo separación e identificación de las 

proteínas que formaron lo corono proteica de los nanoLDH y nanoLDH@Ris. 

Los muestras se analizaron mediante nanoLC-MS/MS en un espectrómetro de 

masas Thermo Scienfific Q-Exactive y se ionizaron por electrospray con EASY- 
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SPRAY. La identificación de las proteínas se realizó mediante el software 

ProteomeDiscoverer 1.4 (Thermo Scientific). 

Estos análisis se realizaron mediante un servicio prestado por el Sistema 

Nacional de Espectrometría de Masa en CEQUIBIEM-UBA. 

2.4.3 Interacción proteína-proteína 

Se ha establecido que la formación de la corona proteica en los 

nanoportadores está mediada por interacciones físicas no específicas como 

Vander Waals, electrostática, entre otras. Sin embargo, las interacciones 

proteína-proteína (PPI) involucran dominios que reconocen específicamente 

secuencias en otro polipéptido. Así, la PPI también juega un papel importante 

en la determinación de la composición de la corona proteica [18]. Además, 

Las PPI permiten analizar un fenómeno biológico en conjunto del total de sus 

componentes con propiedades del sistema dadas y las interacciones entre 

ellos. La comprensión de las interacciones que una proteína tiene con las 

moléculas de su entorno, es fundamental para una plena comprensión de los 

procesos en los que dicha proteína está involucrada, así como de los 

mecanismos por los cuales se regula [21]. 

Mediante una herramienta bioinformática como STRING es posible 

construir dichas redes de interacción. Los parámetros estadísticos que 

caracterizan a la red incluyen: el número de nodos e interacciones, el grado 

promedio de los nodos (representa cuántas interacciones tiene una proteína 

en promedio en la red), el coeficiente de agrupamiento (mide la conexión 

de los nodos en la red), el número esperado de interacciones (indica el 

número de interacciones que se esperan si los nodos se seleccionaron al 

azar) y el enriquecimiento PPI p-valor (indica si los nodos no son aleatorios y 

que el número observado de interacciones es significativo)[18]. 
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Una vez identificadas las proteínas presentes en la corona de los 

nanoLDH y nanoLDH@Ris y el origen de estas. Mediante la herramienta 

bioinformática STRING (herramienta de búsqueda para la recuperación de 

genes / proteínas inferactivas) (http: II string-db.org/)  se construyeron las 

redes PPI de estas proteínas. 
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Capítulo 3: nanoLDH y nanoLDH@Ris 

3.1 Introducción 

En los últimos años, ha habido un gran interés en el desarrollo de nuevos 

sistemas de administración de fármacos usando nanomateriales, esto se debe 

principalmente a que sus características como tamaño, forma, composición y 

propiedades de superficie se pueden controlar durante el proceso de síntesis [1]. La 

funcionalidad superficial juega el rol más importante, ya que los sitios superficiales de 

los nanoporfadores de fármacos, se pueden unir con gran variedad de compuestos 

y así otorgar diferentes propiedades según los requerimientos [2, 3]. Por ejemplo, se 

pueden unir con determinados ligandos para dar especificidad hacia al tejido 

celular deseado, con ciertas moléculas que permite que los nanoporfadores sean 

sensibles a diferentes estímulos, como temperatura, pH, fuerza iónica, luz, campos 

magnéticos, etc. [4-6], o incluso para mejorar su biocompatibilidad y así aumentar 

los tiempos de circulación en sangre [7]. 

Específicamente, en los LDHs se ha estudiado la intercalación de varios 

fármacos: antinflamatorios [8], antimicrobianos [9], anticancerígenos [10, 111, entre 

otros [12], o biomoléculas como ácidos nucleicos [13, 141. Igualmente, se ha 

estudiado la funcionalización de su superficie, se han unido diferentes moléculas a 

los LDHs como: agentes de contraste para hacer estudios de biodistribución [15], 

polímeros como ácido poli-(láctico-co-glicólico) (PLGA) o acrilato de 

dimetilaminoetilo DMAEMA para aumentar la biocompatibilidad de los 

nanoportadores [16, 171, también se han funcionalizado con moléculas para 

producir la especificidad hacia determinadas células [18]. Oh y colaboradores 

realizaron la funcionalización con ácido fálico para aumentar la internalización de 

los LDHs por células tumorales con sobreexpresión de los receptores de folato [19]. 
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Además, se ha reportado la funcionalización con albúmina [20, 21], poliacrilato [22] y 

polietilenglicol [23,24] para mejorar la estabilidad coloidal de los LDHs. 

Tanto la especificidad hacia tejido óseo (osteoespecificidad), como la 

internalización celular eficiente de los fármacos, son dos desafíos para el tratamiento 

de enfermedades musculoesqueléticas, como la osteoporosis o el cáncer de hueso. 

Se han diseñado varios agentes terapéuticos para este fin, pero la mayoría de ellos 

presentan baja o insignificante distribución específica en el tejido óseo, lo que resulta 

en una alta toxicidad y problemas para el paciente [25]. La liberación sitio-

especifica de estos fármacos brindaría nanoterapias óseas más eficientes y seguras 

[26]. Para esto, se pretende funcionalizar a los nanoportadores con moléculas que 

brinden osteoespecificidad como son los bifosfonatos (BPs). 

Los BPs son una familia de fármacos ampliamente usada en el tratamiento de 

diversas enfermedades que afectan el sistema óseo, incluida la osteoporosis, 

metástasis ósea, la enfermedad de Paget, entre otras. Sus propiedades 

farmacológicas específicas incluyen la captación selectiva en tejido óseo y la 

supresión de la resorción ósea mediada por osteoclastos [27, 28]. Los BPs son 

análogos estables del pirofosfato natural, estos contienen dos grupos fosfonato 

unidos a un solo átomo de carbono, para dar una estructura P-C-P, donde el 

carbono central puede ser modificado por diferentes sustituyentes (ver tabla 3.1). 

Dentro de los bifosfonatos, los antirresortivos más potentes son aquellos que 

contienen un anillo heterociclo nitrogenado como sustituyente (por ejemplo, 

risedronato y zoledronato). La estructura central P-C-P es la responsable de la fuerte 

afinidad de los BPs por el tejido óseo [29, 301, los átomos de oxígeno presentes en los 

grupos fosfatos pueden unirse simultáneamente con más de un sitio de calcio en la 

hidroxiapatita, mineral constituyente del tejido óseo [31]. 
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Debido a la alta afinidad que presentan los BP5 por la hidroxiapatita, se ha 

intentado conjugados con los sistemas de administración de fármacos y así brindarles 

osteoespecificidad, para aumentar la efectividad y disminuir los efectos adversos 

que puedan causar estos tratamientos [32]. Esta estrategia ha sido utilizada en 

sistemas poliméricos [33], en nanoparfículas de fosfato de calcio y nanopartículas 

metálicas [34]. Dentro de la familia de los bifosfonatos se encuentra el risedronato 

(Ris), un bifosfonatos de tercera generación, cuyo potencial de inhibición de la 

resorción ósea es diez veces mayor que el del alendronato o demás BP5 de segunda 

generación [31]. Uno de los objetivos específicos de esta tesis doctoral es "sintetizar y 

caracterizar nanoportadores basados en LDHs (nanoLDH) funcionalizados con Ris 

(nanoLDH©Ris) para la administración sitio-especifica en tejidos óseos". Previamente 

se han reportado estudios de la intercalación de BPs como alendronato [35] y  ácido 

etidrónico [36] en los LDHs. Sin embargo, no se encontró estudios sobre la 

funcionalización de los LDHs con BP5. 

Tabla 3.1. Estructura química de los bifosfonatos y sus respectivos sustituyentes. 

ORO 

OHR2 OH 

Estructura general 

de los bifosfonatos 

Bit osfonaf os R1 R2 

Clodronato —Cl —Cl 

Etidronato —OH —CH3 

Risedronato —OH -1-12C</ 
	' 

Ibandronato —OH 
/ 
CH3 

CH2CH2N\ 

(CH2)4CH3  

Alendronato —OH —CH2—CH2—CH2--NH2 

Zoledronate —OH 
/N 
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En la figura 3.1 se presenta la estructura del ácido risedrónico (H5Risj y sus 

equilibrios ácido base. Debido a su naturaleza poliprótica, el Ris puede disociar hasta 

cinco protones a medida que el pH aumenta, cuatro protones de los grupos P-OH y 

un protón unido al átomo de nitrógeno del anillo piridínico [37,31]. 

Figura 3.1: Estructura química y equilibrios acido-base del risedronato. 

La rica reactividad ácido-base que posee el Ris, además de brindar 

osteoespecificidad, permitiría obtener nanoLDH sensibles al pH. Modular la respuesta 

frente al pH de los nanoportadores es una de las estrategias más utilizadas en la 

vehiculización de fármacos hacia células tumorales. 

El pH extracelular de los tejidos normales, además del pH de la sangre 

es de 7,4, mientras que el pH intracelular es de 7,2. Sin embargo, en la 

mayoría de los tumores el pH puede variar entre un rango de 5,7 a 7,8, 

dependiendo de la histología y el volumen del tumor. Se ha demostrado que 
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cuando los nanoportadores se combinan con mecanismos de liberación 

activados por acidez endosomal o lisosomal, estos son más eficientes y 

logran superar la resistencia a múltiples fármacos que presentan algunos 

tumores [38, 39]. 

Por lo tanto, la funcionalización con Ris puede proporcionar nanoLDH con 

especificidad hacia tumores óseos. 

En este capítulo, se presenta la síntesis de nanoportadores basados en LDH 

(nanoLDH) y su funcionalización con Ris (nanoLDH@Ris) para inducir la 

osteoespecificidad de los nanoportadores sin alterar su tamaño nanométrico. Por 

una parte, se estudiará la distribución de tamaños de las dispersiones, tanto de los 

nanoLDH, como los nanoLDH@Ris en diferentes condiciones de relevancia 

fisiológica. Por otra parte, se estudiará la estabilidad de la funcionalización frente a la 

desorción en estas condiciones. Finalmente, se corroborará la osteoespeciflcidad 

que tienen los nanoLDH@Ris por la hidroxiapatita (Hap). 
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3.2 Metodología experimental 

3.2.1 Síntesis de nanoLDH 

Se determinaron las condiciones óptimas para preparar nanoLDH de 

magnesio y aluminio intercalados con cloruro. Con este propósito, se sintetizaron 

LDHs por coprecipitación a pH constante en diferentes condiciones, de tal manera 

que fuera posible estudiar variables de síntesis, tales como la relación Mg/Al, el pH y 

la concentración de estos cationes (ver tabla 3.2). 

Tabla 3.2. Condiciones de síntesis para preparar nanoLDHs. 

LDH Mg/Al pH [Al] (mol/L) 
2:1 8,0 0,2 

II 3:1 8,0 0,2 

III 3:1 9,0 0,2 

IV 4:1 8,0 0,2 

V 3:1 9,0 0,6 

Las condiciones óptimas de síntesis se establecieron en función de lograr: a) 

una única fase de LDH (se comprobó mediante difracción de rayos X), b) partículas 

monodispersas, con diámetro hidrodinámico aparente (d) de alrededor de 100 nm 

(se comprobó mediante DLS) y c) potencial zeta () mayores a 30 mV (se comprobó 

mediante determinaciones de ELS). Las condiciones que cumplieron con las 

anteriores especificaciones son las empleadas en la síntesis general que se describe 

a continuación en la figura 3.2. 
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Figura 3.2: Esquema de síntesis de nanoLDH. 

Se tomaron 0,1 L de una solución conteniendo a los cationes metálicos (M902 

y AICI3) y se agregaron gota a gota a 0,2 L de una solución de NaCI 4,0 M 

manteniendo el pH constante por la adición controlada de NaOH 2,0 M. La síntesis 

se realizó en flujo continuo de N2 para evitar la contaminación con carbonatos por 

la presencia del CO2 de la atmósfera. Una vez sintetizados los LDHs se agitaron las 

suspensiones por una hora. El sólido fue separado del agua de síntesis mediante 

centrifugación, se lavó dos veces y se dispersó, estos procesos se realizaron con 

agua descarbonatada. La dispersión de LDH se dejó en agitación toda la noche y 

se realizó su maduración bajo condiciones hidrotermales (a 80°C por 16 horas) [40]. 

Se determinaron los valores de d y de las partículas en suspensión durante los 

diferentes pasos del proceso de síntesis, así como la composición química, la 

caracterización estructural y morfológica de la muestra sólida final liofilizada. 
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3.2.2 Preparación de nanoLDH@Ris 

Se estudiaron distintas estrategias para preparar nanoLDH funcionalizados con 

Ris; es decir, nanopartículas con una máxima adsorción y mínima intercalación de 

Ris, sin perder su tamaño nanométrico (nanoLDH@Ris). 

3.2.2.1 Síntesis por coprecipitación a pH constante 

Esta síntesis se realizó de acuerdo al procedimiento descripto en el ítem 3.2.1, 

reemplazando la solución de NaCI por una solución de Ris 0,023M. Se determinaron 

los valores de d y ¿'y la composición química de las partículas obtenidas (LDH-Ris). 

3.2.2.2 Funcionalización de nanoLDH con Ris 

La funcionalización de los nanoLDH se realizó empleando la síntesis por 

intercambio aniónico. Para elegir las condiciones adecuadas de síntesis, primero, se 

realizó el estudio de la interacción de Ris con nanoLDH. Con este objetivo, se utilizó 

una dispersión de 1,0 g/L de nanoLDH con concentraciones crecientes (0,1- 6,0 mM) 

de Ris a pH 9,0 y  se equilibró durante 24 horas. La dispersión resultante se centrifugó y 

filtró. El sobrenadante se utilizó para determinar la concentración de Ris libre 

mediante espectrofotometn'a UY-Vis a 262 nm y por diferencia calcular la cantidad 

de Ris incorporado (rR, g/ g). Asimismo, se determinaron los valores de d y ¿' de las 

partículas en suspensión. Finalmente, una parte de las muestras fueron liofilizadas 

para obtener los patrones de DRX. 

De acuerdo a los resultados del experimento anterior, se eligieron las 

condiciones óptimas para realizar la funcionalización: se agregó 0,1 L de solución de 

Ris (0,021 M a pH 9,0) a 1,0 L de dispersión de nanoLDH (5,7 g/L) y se equilibró durante 
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24 horas. Finalmente, se determinó la composición química y se realizó la 

caracterización estructural, morfológica e interfacial de la muestra final (ver figura 

3.3) [41]. 

Risedronato 
pH9.O 

Agitar 24  b 

Figura 3.3: Esquema de preparación de nanoLDH@Ris. 

3.2.3 Caracterización 

La caracterización química, estructural, morfológica e interfacial de los 

nanoportadores se realizó como se describe en el capítulo 2. 

3.2.4 Estabilidad de la funcionalización y tamaño en condiciones 

de relevancia fisiológica 

Se determinó la estabilidad de la funcionalización, mediante el estudio de la 

desorción de Ris adsorbido sobre nanoLDH@Ris a diferentes condiciones de 

concentración de los nanoportadores funciona¡ izados, la fuerza iónica y el pH. Para 

estos experimentos, se determinó el porcentaje de Ris desorbido (% Ris) mediante 

espectrofotometría UV-Vis, empleando la ecuación 3.1. 
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Donde MRSOdS es la cantidad de Ris, expresada en molaridad, presente en los 

nanoLDH@Ris inicialmente y Mpjscjes  es la diferencia entre MROdS y MR, la cantidad 

de Ris presente en el sobrenadante después de equilibrar los nanoLDH@Ris en cada 

condición. Es decir: 

MRis,des = MRis,ads - MRLS,eq [3.2] 

Además, se determinaron los valores de d y de de las dispersiones tanto de 

los nanoLDH como los nanoLDH@Ris en estas condiciones. 

3.2.4.1 Efecto de la concentración 

Se estudió el efecto de la concentración de los nanoLDH@Ris sobre la 

estabilidad de la funcionalización. Además, se evaluó el efecto de la concentración 

en los tamaños y potenciales zeta de las dispersiones tanto de los nanoLDH como los 

nanoLDH@Ris. Se realizaron diluciones en agua de las dispersiones de nanoLDH y 

nanoLDH@Ris (3 gIL hasta 0,05 gIL). Después de equilibrar toda la noche se 

determinó el pH y los valores de d, 1 y MRjsdes, expresado como %Ris. 

3.2.4.2 Efecto de la fuerza jónica 

Se evaluó el efecto de la incorporación de electrolitos como el Na y CI-  en el 

medio de los nanoLDH@Ris sobre la estabilidad de la funcionalización. Además, se 

evaluó el efecto en los valores de d y de las dispersiones tanto de los nanoLDH 

como los nanoLDH@Ris. Se utilizaron dispersiones 1,0 gIL de nanoLDH y nanoLDH@Ris 
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con concentraciones crecientes de NaCI (0- 250 mM). Después de equilibrar toda la 

noche se determinó el pH y los valores de d, y MRjsdes, expresado como %Ris. 

3.2.4.3 Efecto del pH 

Para estudiar el efecto del pH sobre la estabilidad de la funcionalización y en 

los valores de d y de las dispersiones tanto de los nanoLDH como los nanoLDH@Ris 

se realizaron dos experimentos. 

Por una parte, se evaluó el comportamiento de la funcionalización de los 

nanoLDH@Ris frente al pH. Se realizaron dispersiones 1,0 gIL de nanoLDH y 

nanoLDH@Ris con concentraciones crecientes de HCI (0 - 40 mM). Después de 

equilibrar toda la noche, se determinó el pH y los valores de d, y MRdes, expresado 

como %Ris. 

Por otra parte, se estudió la estabilidad de la funcionalización a valores de pH 

de relevancia fisiológica mediante cinéticas de desorción en buffer fosfato (pH 7,4) y 

buffer acetato (pH 4,7). El primer medio se utilizó con el fin de reproducir el pH del 

plasma sanguíneo en presencia de iones fosfato, un anión con una alta afinidad por 

los LDH [42]. El segundo medio presenta un pH ácido que se ha asociado al pH de 

las organelas de las células, como el endosoma tardío, lisosoma y mitocondria [43]. 

Se emplearon dispersiones de 0,5 g/L de nanoLDH@Ris en buffer fosfato (0,05 M a pH 

7,4) y buffer acetato (0,05 M a pH 4,7), se dejaron en agitación por 8 horas. Cada 

cierto tiempo se sacaron muestras que se centrifugaron y filtraron para determinar la 

cantidad de Ris desorbido en función del tiempo. 
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3.2.5 Especificidad por hidroxiapatita 

Para evaluar la especificidad que tienen los nanoLDH@Ris por la Hap, se 

determinó la capacidad de unión de los nanoLDH@Ris con los iones CO2 -1, ya sea en 

solución o como parte de la Hap. 

En primer lugar, se utilizó una dispersión 1,0 gIL de nanoLDH@Ris con 

concentraciones crecientes de CaCl2 (0-3 mM) a pH 9,0. Después de equilibrar por 

24 horas se determinó el pH y los valores de d, y MRjs,des, expresado como %Ris. 

En segundo lugar, se evaluó la afinidad de los nanoLDH y los nanoLDH@Ris por 

la Hap, realizando medidas continuas de streaming potential. Primero, se determinó 

el valor de de la Hap. Con este propósito, se intercaló Hap en polvo entre dos 

membranas, utilizando una solución de KG 0,5 M como electrolito de medida. 

Posteriormente, se hicieron pasar dispersiones de nanoLDH y nanoLDH@Ris de 1,0 gIL 

a través de la muestra de Hap y se midieron los correspondientes valores de . 

Finalmente, se tomaron micrografías SEM de la Hap en contacto con los 

nanoLDH y los nanoLDH@Ris. Para esto, se prepararon tres pastillas de Hap, por 

compresión. Uno de ellas, se sumergió en una dispersión de 1,0 gIL de nanoLDH y 

otra en una dispersión de 1,0 g/L de nanoLDH@Ris. Luego de 10 segundos de 

inmersión, se retiraron de las dispersiones y se lavaron cuidadosamente. La tercera 

pastilla de Hap se reservó como referencia. 
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3.3 Resultados y discusión 

3.3.1 Síntesis de nanoLDH 

Se sintetizaron LDHs por coprecipitación a pH constante a las diferentes 

condiciones indicadas en la tabla 3.2 (LDH 1-y). En la tabla 3.3 se presentan los 

valores medidos de d y de estas dispersiones, antes y después del tratamiento 

hidrotermal (TH). 

Tabla 3.3. Valores de d, e índice de polidispersidad (l.P) determinados con los LDHs 

sintetizados en las diferentes condiciones, antes y después del tratamiento 

hidrotermal (TH). 

Sin tratamiento TH Con tratamiento TH 

LDH d (nm) l.P (mV) d (nm) I.P (mV) 

(2±1) x 10 	1,0 14±2 109±1 0,1 45±3 

II (7± 2) x 10 1,9 13±2 119±1 0,1 57±6 

III 	(7±2)x103 	2,5 12±4 100±1 0,2 39± 1 

lv (6± 1)x 10 1,7 16±5 122±1 0,4 58±5 

V 	(15±1)x103 	4,6 6 ±8 (37±2)x101  0,5 52± 1 

Se puede observar que los LDHs sintetizados a las diferentes condiciones sufren 

un cambio drástico en los valores de d y luego de realizar el proceso TH. Los valores 

de d disminuyen desde el orden de las micras a valores entre los 100 y 300 nm. 

Además, se observa que el índice de polidispersidad (LP) y los valores 

correspondientes a las incerfezas también disminuye. Mientras, que los valores de 

aumentan desde los 10/15 mV hasta valores alrededor de los 50 mV. 
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Básicamente, durante el TH o proceso de maduración, lo que ocurre es la 

disolución de los LDHs amorfos, luego se forman nuevamente con una 

estructura cristalina más definida gracias a las condiciones de presión y 

temperatura, esto evita la aglomeración de las partículas. Además, el TH 

permite el crecimiento individual de los cristales, mientras que los cationes 

metálicos (Mg2  y A13j se distribuyen de manera más uniforme en las láminas, 

dando lugar a LDHs con estructura más cristalina y con mayor carga 

superficial. Por lo tanto, la repulsión electrostática entre las partículas de LDH 

es mayor, lo que impide la aglomeración, disminuye la polidispersidad y 

mantiene la suspensión estable. [44] 
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Figura 3.4: Difractogramas de rayos X de las muestras de LDHs sintetizadas a las 

diferentes condiciones (1-y) (A) antes y (B) después del tratamiento hidrotermal 

(TH), Y fase no deseada de MgAI2(OH)8. 
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En la figura 3.4 se muestran los difractogramas de rayos X antes y después del 

TH de estos sólidos. Los difractogramas presentan las señales características 

para los LDH5 [45]. Los picos de menor ángulo y mayor intensidad 

corresponden a las reflexiones armónicas de los planos (003), (006) y (012). La 

reflexión correspondiente al plano (110) se presenta a mayor ángulo y con 

menor intensidad. Sin embargo, en los difractogramas correspondientes a los 

LDH5 1 (antes del TH) y los LDHs II y IV (después del TH), se observa la presencia 

de otra fase no deseada de MgAI2(OH)8, un hidróxido doble sin estructura 

laminar (identificado con Yen el difracto grama). 

A partir de estos resultados, se encontró que para obtener una única fase de 

nanoLDH de tamaño adecuado, la síntesis por coprecipitación se debe realizar a pH 

9,0, con una relación 3:1 de Mg/Al y la concentración de AI3  debe ser 0,2 M (LDH III 

ver tabla 3.2). El pH se debe ajustar a un valor de pH donde la precipitación de 

Mg(OH)2 se haya completado. De lo contrario, la disolución parcial de Mg(OH)2 

durante los pasos de lavado y maduración causa la formación de la fase de 

MgAI2(OH)8 [46]. 

Así mismo, como muestra la figura 3.5, para lograr partículas monodispersas 

con tamaños de aproximadamente 100 nm, es necesario realizar 2 lavados con 

agua, con el fin de disminuir el exceso de NaCl producto de la síntesis. La presencia 

de NaCI aumenta la fuerza iónica del medio, lo que produce la disminución del 

espesor de la doble capa eléctrica y la compensación de las cargas que conduce 

a un aumento de la aglomeración de las partículas, lo que se ve reflejado en la 

disminución del valor de [47]. 
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Figura 3.5: Distribución de tamaño y valores de durante los diferentes pasos de la 

síntesis de nanoLDH (LDH III) 

Como se ve en la figura 3.5 los valores de d de los LDH5 disminuyeron 

considerablemente luego del TH. En consecuencia, para obtener nanoLDHs 

resulta necesario, además de realizar lavados, someter los LDHs a un proceso 

de maduración. 

Por otra parte, el potencial zeta es una manera efectiva de monitorear el 

comportamiento de la suspensión coloidal. Ya que puede dar una idea de la carga 

de la partícula y las fuerzas de repulsión entre los coloides [48]. El ordenamiento que 

se produce en las láminas de LDH después del TH, produce un mayor número de 

cargas en los bordes, lo que se ve reflejado en el aumento del valor de (40,0 ± 1 
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mV). De este modo, se genero mayor repulsión entre las partículas y se logran 

suspensiones con alto estabilidad coloidal. Incluso después de un año, se realizaron 

medidas de d y y sus valores se mantienen alrededor de 100 nm y  40 mV, 

respectivamente. 

3.3.2 Preparación de nanoLDH@Ris 

3.3.2.1 Síntesis por coprecipitación a pH constante 

Mediante la síntesis por coprecipitación a pH constante, se obtuvo LDH 

intercalado con Ris (LDH-Ris), que se utiliza como muestra de referencia en cuanto a 

composición y estructura con respecto a un LDH con Ris adsorbido (nanoLDH@Ris). 

Por este método de síntesis el Ris ocupa el espacio interlaminar y el objetivo es 

la funcionalización de los nanoLDH, es decir que, el Ris ocupe la superficie de los 

nanoLDH y el espacio inteaminar esté ocupado por el fármaco que se desee 

liberar. 
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3.3.2.2 Funcionalización de nanoLDH con Ris 

Las condiciones óptimas para funcionalizar nanoLDH se obtuvieron mediante 

el estudio de la interacción de Ris con los nanoLDH ya formados. 

Figura 3.6: (A) Incorporación de Ris a los nanoLDH. Adsorción de Ris (rR) sobre 

nanoLDH en función de la concentración en equilibo de Ris [Ris]eq, (B) en el eje de la 

izquierda (cuadros) y en el eje de la derecha d (círculos) en función de rR y (C) 

patrones de DRX de muestras a diferentes valores de ERiS.. 

2 
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Se determinó la cantidad de Ris incorporado en función de su concentración 

en equilibrio ([Ris]), como se muestra en la figura 3.6 A. Ademas, se determinaron 

los valores de d y (figura 3.6 B) y los patrones de DRX (figura 3.6 C) a medida que se 

incorpora Ris en los nanoLDH. 

Para la incorparacion de Ris en los nanoLDH, se observa un marcado 

incremento en rRí5 a bajas [Ris]. Este comportamiento indica una alta adsorción de 

Ris sobre los nanoLDH, y en consecuencia, una gran afinidad del anión por la 

superficie de los nanoLDH. Para valores de rRS entre 0,3 mmol/g y  0,6 mmol/g se 

presenta una disminucion de la pendiente. Finalmente, para valores de rRS = 0,6 

mmol/g se alcanza un plateau, lo que indica que se produce la saturacion de la 

superficie, por lo que el Ris se incorpora entre las laminas de nanoLDH (figura 3.6 A). 

Por otra parte, los patrones de DRX (figura 3.6 C) muestran los picos (001), 

correspondientes a una fase de LDH intercalada con iones cloruro, bien definidos y 

con intensidad similar hasta ERIS alrededor de 0,3 mmol/g. Sin embargo, la intensidad 

de las señales disminuye para valores más altos de rRi5. 

Por último, el incremento de rR5 produce cambios tanto en los valores de d 

como en los de (figura 3.6 B). A medida que aumenta rR hasta 0,3 mmol/g, se 

observa una disminución continua en los valores de (de 40 a -40 mV) y luego se 

alcanza un valor constante. A su vez, los valores de d aumentan desde 100 nm 

(nanoLDH) hasta unos pocos pm para rR < 0,3 mmol/g y disminuyen hasta su valor 

inicial para mayores rRs. 

A partir del estudio de interacción de Ris con los nanoLDH, se puede deducir 

que a bajas concentraciones de Ris se puede presentar la intercalación, sin 
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embargo, se favorece la adsorción de Ris sobre los nanoLDH, ya que, el Ris presente 

se incorpora fácilmente a la superfice de los nanoLDH. 

Para valores de rRIS > 0,3 mmol/g la repulsión electrostática entre los aniones Ris 

presentes en la superficie incrementa y se ve favorecida la intercalación entre las 

laminas de nanoLDH. Este hecho se ve reflejado en la disminucion de la intensidad 

del pico (001). Además, disminuye la pendiente de rRvs. [Risleq  no varian los valores 

de Ç 

Ç= +40±lmV 

Ç= -6±lmV 

Ç= -40 ±lmV 
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Figura 3.7: Distribución de tamaño y valores de de nanoLDH, nanoLDH@Ris y LDH- 

Ris. 
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En la figura 3.7 se presentan las distribuciones de tamaños y los valores de 

correspondientes a los nanoLDH, nanoLDH@Ris (funcionalizado) y LDH-Ris 

(intercalado). 

Se puede decir que, para lograr la funcionalización sin perder las 

características de los nanoLDH, esta se debe realizar de tal forma que se presente la 

máxima adsorción y la mínima intercalación de Ris. Las condiciones óptimas 

encontradas fueron para valores de rRIS = 0,4 mmol/g. Donde los nanoLDH@Ris 

presentan tamaño similar a los nanoLDH, alrededor de los 100 nm y = -40 ± 1 mV. 

3.3.3 Caracterización 

Una vez obtenidos tanto los nanoLDH como los nanoLDH@Ris, se utilizaron 

diversas técnicas para realizar el estudio comparativo de su composición, estructura 

y morfología. 

Se realizó el estudio de la muestra LDH-Ris, usada a modo de referencia y así 

comparar la diferencia entre un LDH con su superficie funcionalizada (nanoLDH@Ris) 

y uno con el anión mayoritariamente intercalado (LDH-Ris). 

Mediante espectroscopia Raman se logró identificar y caracterizar la especie 

adsorbida en los nanoLDH@Ris. Con este fin, como se muestra en la figura 3.8, se 

determinaron las bandas características asociadas al Ris libre y al Ris presente en los 

LDHs. Para el primer caso, se tomaron los espectros del fármaco comercial 

(risedronato sódico hemipentahidratado) a distintos valores de pH. Por otro lado, se 

tomaron los espectros de LDH-Ris y de nanoLDH@Ris. 
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Los espectros de las especies H3Ris-  (pH 4,2) y  HRis3-  (pH 9,0), representados en 

la figura 3.8 como la sal NaH3Ris y NO3HRis respectivametne, presentan las bandas 

características de los grupos fosfonatos en el intervalo de 850-1000 cm-' y  1150- 1250 

cm-1  [49]. 
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Figura 3.8: Espectros Raman de las sales de risedroncito, nanoLDH y nanoLDH@Ris. 

Para el espectro de la especie NaH3Ris se observan las bandas 

correspondientes a los grupos fosfonatos a 861 cm-], 938 cm 1, 937 cm-', 1196 cm-' y 

1222 	[49]. Estas bandas presentan un corrimiento en los espectros tanto de la 

especie NO3HRis como de nanoLDH@Ris y LDH-Ris. Por un lado, ocurre la 

deprotonación de los grupos P-OH a pH 9,0. Por otra parte, alguna/s de la/s 

especie/s aniónica/s de Ris interacciona/n con las láminas de estos sólidos. 

Sin embargo, la diferencia más marcada entre los espectros se observa en la 

región de 1000-1100 cm-', donde se encuentran las bandas características del anillo 
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piridínico [50][51]. El espectro de la especie NaH3Ris presenta dos bandas intensas a 

1057 cm-' y  1028 cm-', asociadas a la deformación del anillo piridínico, la primera 

más intensa que la segunda. Para el espectro de la especie NO3HRis se observa un 

desplazamiento de estas bandas a 1054 cm-' y  1039 cm-', respectivamente. 

Además, la intensidad de estas bandas se invierte, lo que sugiere un cambio a nivel 

estructural del Ris en función del pH de la solución, posiblemente ocasionado como 

consecuencia de la pérdida del protón ubicado en N del anillo piridínico. 

El espectro de nanoLDH no presenta bandas características en la región 

espectral estudiada. Por el contrario, los espectros de nanoLDH@Ris y LDH-Ris fueron 

similares al espectro de la especie Na3HRis, lo que indica que este el anión HRis 

interactúa con los LDH5. Es importante recordar que este anión (figura 3.1) es la 

especie presente en las condiciones de funcionalización de los nanoLDH y de la 

síntesis de LDH-Ris (pH 9,0). 

Por otra parte, se realizó el análisis termogravimétrico de los 

nanoportadores, los nanoLDH y los nanoLDH@Ris. Las curvas de TGA, fueron de 

utilidad para determinar la composición de las muestras, mientras que las curvas de 

DTA se emplearon para identificar los procesos involucrados en la degradación 

térmica de los nanoLDH y los nanoLDH@Ris, estos resultados se muestran a 

continuación en la figura 3.9. 
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Figura 3.9: Curvas de TGA/DTA correspondientes a los nanoLDH y nanoLDH@Ris. 

Las curvas de los nanoLDH y los nanoLDH@Ris (figura 3.9), mostraron los 

tres procesos principales involucrados en la degradación térmica de los LDH, 

deshidratación, deshidroxilación y descomposición del anión [52]. 

En el caso de los nanoLDH, se observó una pérdida de masa total de 

55% al calentar hasta 800 O  C. En las curvas TGA/DTA se exhibió el proceso de 

deshidratación hasta los 200°C aproximadamente, con un pico asociado a 

un efecto endotérmico centrado en los 113°C. Mientras que, la pérdida de 

peso debida a la deshidroxilación y la descomposición del anión se produjo 

entre los 300°C y  los 450°C, donde el pico principal se registré alrededor de los 

400°C y fue de carácter endotérmico. Estos procesos también se observaron 

en las curvas correspondientes para los nanoLDH@Ris, sin embargo se observó 

un pico adicional, centrado en los 492°C aproximadamente, de carácter 

exotérmico, esté pico se designó a la descomposición del Ris presente en la 
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superficie de los nanoLDH@Ris. Por su parte, la pérdida de masa total de los 

nanoLDH@Ris fue de 58% al calentar hasta 800 O  C. 

Empleando un conjunto de técnicas como el análisis elemental de C y N, la 

espectrometria de absorción atómica, análisis termogravimétrico y espectroscopia 

ultravioleta visible, se logró determinar la composición química de las diferentes 

muestras, estos resultados se recopilan en la tabla 3.4. A partir de estos resultados y la 

fórmula general de los LDHs se estableció una formula química para los diferentes 

LDHs obtenidos. 

Tabla 3.4. Análisis químico y elemental de los LDHs. 

%Mg %AI Mg/Al %C %N % HO Formulo Química 

nanoLDH 22,1 9,1 2,7 13,4 Mgb.27(OH)2Ch 	0,59 HO 

nanoLDH@Ris 19,6 9,0 2,4 4,7 0,6 14,6 Mg071AIo(OH)2(RIS)o(CI)o 	0,76 H20 

LDH-RIS 19,9 7,2 3,1 9,3 1,5 16,7 M9a76AIo24(OH)2(RIS)o,lo 0,32 H20 

La capacidad de intercambio aniónico (CIA), es decir, la cantidad de 

aniones que se puede incorporar mediante interacción electrostática a los LDHs, 

está dada por el catión trivalente (en este caso el Al) y el exceso de carga positiva 

que éste genera en las láminas de LDH [53]. La fórmula química de los nanoLDH se 

calculó bajo la simplificación que los iones CI-  están ocupando el 100% de los sitios 

posibles en el nanoLDH. Se espera que por cada mal de Al-",-, se incorpore un mol de 

CI-  al tener sólo una carga negativa. Por otra parte, se espera que por cada mal de 

A13  se incorpore 0,33 mol de HRis3-  al presentar tres cargas negativas, si ocupara el 

100% de los sitios intercambiables de los nanoLDH. Sin embargo, se observó que en el 

caso de los nanoLDH@Ris el HRis3-  sólo ocupa el 41% de estos sitios. El resto se supone 

ocupado ya sea por iones CF o iones C032-, como lo indican los espectros de l.R (se 

presentan más adelante en la figura 3.10). El C032  puede intercalare entre las 

láminas en pequeñas cantidades producto del CO2 de la atmósfera. 
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Para el LDH-Ris se encontró que el HRis3- se presenta en exceso ya que ocupa 

el 125% de los sitios intercambiables. Además, el valor negativo de para el LDH-Ris 

indica que este anión se ubica tanto en el espacio inteaminar como en la superficie 

del sólido. Este exceso puede deberse a interacciones diferentes a las 

electrostáticas, como fuerzas de Van der Waals o puentes de hidrogeno. Asimismo, 

la cantidad de agua en el LDH-Ris es menor que en los nanoLDH@Ris, debido a que 

el HRis3 está en mayor proporción, ocupa gran parte del espacio inteaminar y 

desplaza a las moléculas de agua. 

La incorporación del anión en los LDHs puede darse tanto por la adsorción 

como por la intercalación del anión. En este estudio con Ris y en otros estudios con 

diferentes aniones, se ha encontrado que cerca del 20% de la CIA corresponde a los 

sitios que se encuentran en la superficie de los nanoLDH [22]. En base a la 

composición química y a los valores de medido para los nanoLDH@Ris y LDH-Ris, se 

verificó que la incorporación del HRis3- se da tanto por adsorción como por 

intercalación en el caso de LDH-Ris. Mientras que para los nanoLDH@Ris sólo se 

produce una mínima intercalación de este anión, dejando sitios libres que pueden 

ser ocupados por otro anión (por ejemplo, el fármaco que se desea vehiculizar). 

Por otra parte, los difractogramas permitieron determinar la presencia 

de fases de LDH y los parámetros de celda unidad de las mismas. La mayoría 

de los LDHs naturales y sintéticos presentan un sistema cristalino con celda 

unidad de geometría hexagonal ó romboédrico, sus parámetros de celda 

son a = b~c, 	a = p = 90°, Y = 120° [45]. 

Los LDHs presentan difractogramas característicos, donde las 

reflexiones de menor ángulo (2) corresponden a los índices de Miller (001), 

estos brindan información del parámetro de celda unidad c, correspondiente 
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a la distancia entre las láminas paralelas que conforman la celda unidad. La 

intercalación de aniones de gran tamaño en los LDH, hace desplazar estas 

reflexiones a menores ángulos. Por otra parte, los índices de Miller (hk0) se 

presentan a reflexiones de mayor ángulo y brindan información del 

parámetro de celda a, que se refiere a la distancia entre los cationes 

metálicos dentro de la misma lámina [54]. Además, mediante el perfil de los 

picos presentes en los difractogramas se puede obtener información de la 

cristalinidad del sólido. En general los sólidos cristalinos exhiben una estructura 

bien definida con alta periodicidad, dando como resultado difractogramas 

con picos muy estrechos y de alta intensidad. 

En la figura 3.10 se presentan los difractogramas de rayos X para los nanoLDH 

y nanoLDH@Ris que presentan las señales características para los LDHs [45]. La 

presencia de picos intensos y bien definidos en las reflexiones armónicas 

correspondientes a los planos (003), (006) y (012) es evidencia de la cristalinidad de 

estos sólidos. Los nanoLDH@Ris presentan picos menos definidos que los nanoLDH, 

corroborando así que este sólido perdió un poco de cristalinidad al incorporarse el 

anión orgánico. Este resultado concuerda con el estudio de interacción realizado 

anteriormente (figura 3.6. C), a mayor incorporación de HRis3-  se disminuye la 

cristalinidad de la muestra. 
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Figura 3.10: Difractogramas de rayos X de nanoLDH y nanoLDH@Ris, los picos 

identificados con (*) pertenecen al aluminio del porto muestras. 

Sin embargo, se siguen manteniendo las características de los nanoLDH pues 

no se presenta desplazamientos de los picos, ni aumento del espacio inteaminar, ni 

ningún cambio en los parámetros de celda (tabla 3.5), luego de la incorporación del 

HRis3-. 
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Tabla 3.5. Parámetros de celda para los nanoportadores. 

Anguio2e Plano de d ( ) a(A) 	c(-) 

reflexión 

12° 003 7,267 21,801 

24°  006 3,812 22,872 

620  110 1,508 3,016 

En la figura 3.11 se presentan los espectros Infrarrojo para los nanoLDH y 

nanoLDH@Ris. Estos espectros son muy similares, presentan las bandas caracten'sticas 

de los LDHs [55]. 
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Figura 3.11: Espectros infrarrojo para los nanoLDH y nanoLDH@Ris. 
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En estos espectros se observa una banda ancha e intensa a 3478 C -

correspondiente a los modos vibracionales de los grupos OH presentes, tanto en las 

láminas de LDH, como en las moléculas de agua inteaminar [56]. Asimismo, se 

observa una banda de menor intensidad a 1645 cm-', debido al modo de flexión del 

agua [56]. La presencia de carbonato como impureza, se confirma por la fuerte 

banda observada a 1371 cm-' y la débil banda a 651 cm-', atribuida a vibraciones 

simétricas de estiramiento del enlace O-O-O del carbonato. Por lo general, en la 

síntesis de este tipo de sólidos siempre se presenta la incorporación de pequeñas 

cantidades de 0032-, debido a que es un anión que presenta una alta afinidad por 

las láminas y se encuentra disponible en el ambiente [16]. Las bandas de intensidad 

media, presentes en la región de menor longitud de onda (entre 1000 cm' y  425 cm-

]), se deben a las vibraciones M-O y a las flexiones M-OH en las láminas de los LDH 

[57]. Los modos vibracionales de la red resultantes de los enlaces Al-0 / Mg-O / O-Al- 

O / O-Mg-O se observan en 446 cm-', 431 cm' y  651 	Otras bandas de 

absorción aparecen en 431 cm-', 560 cm', 750 cm' y  940 cm' y se asignaron a 

movimientos rotacionales de Mg / Al-OH y Al-OH. Entre 400 cm-' y  580 cm-' se 

observa la deformación de Al-OH, Al-Cl y las vibraciones de estiramiento de Al-Cl / 

Mg-Cl se observan en 625-400 cm-' [57]. 

Mediante microscopio electrónica de barrido (SEM), se corroboró la 

morfología de las muestras obtenidas. En la figura 3.12 se presentan las imágenes 

SEM de los nanoLDH y nanoLDH@Ris. Su forma es de láminas hexagonales, con 

tamaños menores a los 200nm. Sin embargo, se aprecia que las láminas de los 

nanoLDH@Ris son menos regulares y con bordes menos definidos que la de los 

nanoLDH. 
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Figura 3.12: Imágenes SEM de nanoLDH y nanoLDH@Ris. 

Estos cambios se deben a que esta muestra es menos cristalina, lo que 

concuerda con los resultados de DRX. La morfologia hexagonal, encontrada para 

los nanoLDH y nanoLDH@Ris, es similar a la informada por otros autores para LDHs 

intercalados con el anión CI-  [58]. 

3.3.4 Estabilidad de la funcionalización y tamaño en condiciones 

de relevancia fisiológica. 

3.3.4.1 Efecto de la concentración 

Los LDHs se ven afectados por equilibrios de solubilidad. Si la concentración de 

los LDHs es muy baja podrían disolverse y perder su estructura laminar. Es importante 

saber hasta que concentración se pueden diluir las suspensiones de los nanoLDH y 
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nanoLDH@Ris, sin perder su funcionalización, tamaño nanométrico y estructura de 

LDH. 

En la figura 3.13 A se presenta la desorción de Ris presente en los nanoLDH@Ris 

en función de la concentración de los nanoLDH@Ris. La variación de los valores de 

y d a estas condiciones se muestran en la figura 3.13 B y C, respectivamente. 

Figura 3.13: (A) Desorción de Ris, (B) potencial zeta () y (C) diámetro hidrodinámico 

aparente (d) para nanoLDH y nanoLDH@Ris en función de la concentración de 

estos nanoportadores. 

Como se observa en la figura 3.13 A, se parte de una concentración de 3,0 

gIL de las dispersiones tanto de nanoLDH como de nanoLDH@Ris y al disminuir la 

concentración de los nanoLDH@Ris la desorción de la funcionalización fue mínima, 

hasta concentraciones de 0,5 g/L se presentó una desorción menor al 20% de Ris 

adsorbido en los nanoLDH@Ris. A concentraciones más bajas de nanoLDH@Ris, la 

funcionalización se desorbió completamente. 

128 



rir 	 UwMICAS 

nanoLDH y nanoLDH@Ris 

Así mismo, se observó que los valores de d y tanto de los nanoLDH, como los 

nanoLDH@Ris, solo se ven afectados a bajas concentraciones. 

Por una parte, se observó que los valores de medidos para los nanoLDH se 

mantienen constantes hasta concentraciones de 0,5 g/L. El punto isoeléctrico se 

presentó a una concentración de 0,1 g/L y para concentraciones menores los 

valores de fueron negativos. Produciendo la formación de agregados, con valores 

de d alrededor de los pm, a concentraciones <0,5 g/L. 

Por otra parte, se observó que los valores de medidos para los nanoLDH@Ris 

no presentaron un cambio tan drástico, su valor cambio de -30,0 a -20,0 mV. Sin 

embargo, se observó la formación de agregados con valores de d alrededor de los 

pm, a concentraciones <0,2 g/L. 

Este aumento en los valores de d se debe a la disolución de las láminas y en 

consecuencia la pérdida de la naturaleza LDH; formando Al(OH)3(s) y Mg(OH)2(L), 

productos de la disolución. Los hidróxidos de Mg presentan una alta solubilidad en 

agua (Kps = 6x10 -12)  mientras que los hidróxidos de aluminio no son muy solubles 

(Kps = 3x1 0- ) [59, 601. 

Según los resultados obtenidos, se puede decir que el Ris adsorbido en los 

nanoLDH también actúa como protector ante la disolución de las láminas. Ya que 

los nanoLDH@Ris presentaron mayor estabilidad que los nanoLDH. La mínima 

concentración en que se logró tener nanoLDH funcionalizados dispersos en agua 

fue 0,5g/L. 
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3.3.4.2 Efecto de la fuerza jónica 

La fuerza lónica es el principal factor que afecta la estabilidad coloidal, ya 

que al aumentar la concentración de electrolitos la doble capa eléctrica se hace 

más pequeña. En consecuencia, la fuerza de atracción entre las partículas aumenta 

y tienden a agregarse [61]. Por otra parte, la funcionalización puede intercambiarse 

con aniones del medio, si su afinidad por los nanoLDH es mayor que la del Ris. 

En la figura 3.14A se presenta la desorción de Ris presente en los nanoLDH@Ris 

en función de la fuerza iónica. La variación de los valores de y d a estas 

condiciones se muestran en la figura 3.14 B y C respectivamente. 

Figura 3.14: (A) Desorción de Ris, (B) potencial zeta () y (0) diámetro hidrodinámico 

aparente (d) para nanoLDH y nanoLDH@Ris en función del [NaCI]. 
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Como se observa en la figura 3.14 A, al aumentar la fuerza jónica del medio 

de los nanoLDH@Ris la desorción de la funcionalización fue mínima. Incluso para 

valores altos de fuerza iónica [NaCI] = 250 mM la desorción no superó el 25 % de Ris. 

Cabe resaltar que la fuerza iónica en el plasma sanguíneo es de 150 mM [62]. 

Así mismo, se observó que los valores de d y correspondientes a los nanoLDH 

se vieron fuertemente afectados por el aumento de la fuerza jónica. El caso 

contrario ocurrió para los valores de d y correspondientes a los nanoLDH@Ris, estos 

presentaron una mínima variación al aumentar la fuerza iónica. 

Por una parte, para los nanoLDH se observó que a medida que se 

aumentaba la fuerza iónica los valores de disminuían hasta alcanzar valores 

cercanos a 0,0 mV. En consecuencia los valores de d aumentaron, es decir, se 

favoreció la formación de agregados, incluso para valores de fuerza iónica 

relativamente bajos, a [NOCI] = 75 mM, se observaron valores de d alrededor de los 

pm. 

Por otra parte, para los nanoLDH@Ris los valores de se mantuvieron en 

valores cercanos a -30,0 mV a las diferentes concentraciones de fuerza iónica. Solo 

se presentó un pequeño aumento de los valores de d, el cual pasó de 120 a 300 nm, 

cuando la fuerza iónica fue de [NaCI] = 250mM, que corresponde a un valor de 

fuerza iónica más alto del correspondiente a el plasma sanguíneo. 

Los resultados obtenidos indican que el Ris está fuertemente adsorbido sobre 

los nanoLDH. La poca variación de los valores de y la baja desorción de Ris, 

demuestran que la funcionalización obtenida sería altamente estable frente a la alta 

fuerza jónica presente en el plasma sanguíneo. 
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3.3.4.3 Efecto del pH 

La funcionalización con Ris, al presentar una alta reactividad ácido 

base, además de poder ser osteoespecífica, podría brindar nanoLDH 

responsivos a los cambios de pH. Debido a esto se evaluó el comportamiento 

de la funcionalización de los nanoLDH@Ris frente al pH. 

En la figura 3.15 A se presenta el consumo de protones por parte de los 

nanoLDH y nanoLDH@Ris, además de la desorción de Ris presente en los 

nanoLDH@Ris en función del pH. La variación de los valores de y d en estas 

condiciones se muestran en la figura 3.15 B y C, respectivamente. 

Figura 3.15: (A) Consumo de protones (rH) y desorción de Ris ( ), (B) 

potencial zeta () y (0) diámetro hidrodinámico aparente (d) para nanoLDH y 

nanoLDH@Ris en función del pH. 
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Como se observa en la figura 3.15 A, al disminuir el pH del medio el consumo 

de protones aumenta por parte tanto de los nanoLDH como los nanoLDH@Ris. 

Por un lado, se observa para los nanoLDH que un ligero consumo de protones 

5 mmol/g, produce una fuerte variación de pH, este pasó de un valor de 9,0 a 5,0. 

Asimismo, se observó que el mayor consumo de protones se presentó para valores 

de pH cercanos a 4,0, donde éste se mantuvo constante. Debido al proceso de 

disolución de las láminas de nanoLDH que ocurre a pH <5,0 [63]. 

Por otro lado, se observa que el consumo de protones por parte de los 

nanoLDH@Ris fue más paulatino. El pH fue descendiendo gradualmente hasta que 

alcanzó un valor cerca de 4,0. Donde, al igual que para los nanoLDH, se presentó el 

mayor consumo de protones. Pero en este caso, además de la disolución de las 

láminas se presentó la protonación de la funcionalización, que pasa de ser un anión 

trivalente (HRis3-) a un anión monovalente (H3Ri5) con menor afinidad por la 

superficie de nanoLDH. En consecuencia, a este valor de pH se encontró la mayor 

desorción de Ris. El % Ris desorbido aumentó del 17% en pH 6,3 a 67% en pH 4,3. Este 

hecho también se ve reflejado en la inversión del Ç 

En cuanto, a los valores de 	para los nanoLDH, se observó que se 

mantuvieron estables en todo el rango de pH (10,0- 2,0), alrededor de 40,0 mV. A 

pesar de esto los valores de d incrementaron considerablemente para valores de pH 

<4,0. Lo que es acorde con el comienzo del proceso de disolución de las láminas de 

los nanoLDH y consecuente formación de agregados. 

El caso contrario ocurrió para los nanoLDH@Ris, los valores de se vieron 

fuertemente afectados por la disminución del pH. El valor de 	aumentó 
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considerablemente, paso de un valor de -40,0 mV a un valor similar al de los 

nanoLDH 40,0 mV. Su punto isoeléctrico se presentó alrededor de pH 7,0. En efecto 

se produce la formación de agregados, con valores de d próximos a de los pm. Sin 

embargo, los valores de d descendieron nuevamente al orden de los 100 nm a 

valores de pH cercanos a 4,0, donde se ha perdido la funcionalización y los 

nanoLDH@Ris se comportaron como los nanoLDH. Al igual que ocurrió para los 

nanoLDH, a valores de pH <4,0, los nanoLDH@Ris formaron agregados. 

Junto a los anteriores experimentos se realizaron las cinéticas de 

desorción de los nanoLDH@Ris realizadas en buffer fosfato (BF) y buffer 

acetato (BA), que permitieron conocer el comportamiento de la 

funcionalización de los nanoLDH@Ris a valores de pH de interés fisiológico; 

como el pH del plasma sanguíneo (7,4) y  el pH de algunos organelos 

celulares (4,7). En la figura 3.16 se presentan dichas cinéticas. 

Figura 3.16: Cinética de desorción de Ris del nanoLDH@Ris dispersó en buffer fosfato 

(BF) y buffer acetato (BA). 
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Como se muestra en la figura 3.16 en buffer fosfato (pH=7,4) la 

desorción de Ris presente en los nanoLDH@Ris es mínima, menor al 10% de Ris, 

incluso después de 8 horas de agitación. Lo que demuestra la fuerte 

interacción del Ris con la superficie de los nanoLDH. Ya que, a pesar que los 

iones fosfato presentan una alta afinidad por los LDH [42] estos no se 

intercambian por el Ris adsorbido en los nanoLDH@Ris. 

Por el contrario, la desorción de Ris en buffer acetato (pH= 4,7) fue del 100% 

luego de una hora de agitación. A pesar de la poca afinidad que presentan los 

iones acetato por los LDH, el Ris presente en los nanoLDH@Ris, se liberó 

completamente en poco tiempo. Por tanto se infiere que la liberación del Ris se da 

por la protonación de HRis3-  o la disolución de los nanoLDH@Ris. Estos dos procesos 

ocurren a valores de pH cercanos al valor de pH estudiado. 

Los resultados obtenidos en esta sede de expementos, indican que la 

funcionalización con Ris permite obtener nanoporfadores sensibles a los cambios de 

pH. Además, la baja desorción de Ris en buffer fosfato, demuestra que la 

funcionalización de los nanoLDH@Ris sería altamente estable en el plasmo 

sanguíneo. 

3.3.5 Especificidad por hidroxiapatita 

Aunque la capacidad de respuesta al pH de los nanoLDH@Ris es promisoria 

para la entrega de fármacos a las células cancerosas, no obstante, el principal 

objetivo de la funcionalización con Ris es dañe especificidad al nanoportador hacia 

el tejido óseo. Esta capacidad fue evaluada in vitro, estudiando la interacción del Ris 

unido a los nanoLDH@Ris con iones Ca2t tanto en solución, como en la superficie de 

Hap. Estos estudios son presentados en la figura 3.17. Por una parte, la interacción 
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con CaCl2 en solución, en la figura 3.17 A se muestra la desorción de Ris, mientras 

que, en la 3.17 B los valores de d y . Por otra parte, la interacción con Ca2  presente 

en la Hap sólida se expone en las figuras 3.17 C y D, donde se muestran los valores 

de medidos por streaming potential y micrografías SEM de la Hap y en presencia 

de los nanoLDH y nanoLDH@Ris. 

Hap 	nanoLDH 	nanoLDH@Ris 

-40 

Figura 3.17: (A)Desorción de Ris (%Ris) presente en los nanoLDH@Ris, (B) potencial 

zeta (, cuadros) en el eje de la izquierda, diámetro hidrodinámico aparente (d, 

círculos) en el eje de la derecha en función de [CaCl2]. (C) Potencial zeta () medido 

por streaming potential correspondiente a la Hap en KG 0,5 My en nanoLDH y 

nanoLDH@Ris. (D) Imágenes SEM de Hap antes y después de ser sumergidas en 

dispersiones de nanoLDH y nanoLDH@Ris. 
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Como se observa en la figura 3.17 A, la desorción del Ris disminuye a 

medida que aumenta la concentración de CaCl2. En otras palabras, los iones 

CO2  incorporado a los nanoLDH@Ris mejoran la estabilidad de la 

funcionalización evitando su desorción. 

Es posible evidenciar la incorporación de iones Ca2  a la superficie de 

(os nanoLDH@Ris gracias a la disminución de los valores de Ç Inicialmente, su 

valor fue de -40,0 mV, a medida que se aumentó la concentración de CaCl2, 

los valores de 	aumentaron hasta alcanzar valores de -lOmV. Como 

consecuencia, se formaron agregados con valores de d cercanos a los pm 

como se observa en la figura 13.17 B. Las determinaciones de Ris desorbido y 

las medidas de los valores de d y confirmaron la fuerte afinidad del Ris por 

los iones Ca2  en solución. 

Para la interacción con CO2  presente en la Hap sólida, se determinó el 

valor de correspondiente a la Hap, mediante medidas de streaming 

potential, este fue de -73 mV, lo que concuerda con lo reportado en 

literatura [51] [53]. Además, se observó que este valor cambió al forzar el 

paso de las dispersiones de nanoLDH y nanoLDH@Ris a través de la muestra 

de Hap. 

En primer lugar, al interaccionar la dispersión de nanoLDH con la muestra de 

Hap, se presenta un aumento en el valor de que pasa a -34 mV. Claramente, este 

cambio en el valor de , es debido a una fuerte interacción electrostática entre sus 

cargas opuestas, la Hap (-73 mV) y los nanoLDH (40 mV). 

En segundo lugar, al interaccionar la dispersión de nanoLDH@Ris con la misma 

muestra de Hap, el valor de decae fuertemente a -132 mV. Es decir, que los 

nanoLDH@Ris se unen a la Hap a pesar de que la Hap (-73 mV) y los nanoLDH@Ris (- 
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40 mV) presentan valores de negativos. Este hecho indica que la interacción ya no 

es electrostática sino específica, entre el HR1s3- adsorbido en los nanoLDH@Ris y los 

iones Ca2 en la superficie de Hap. 

Igualmente, la capacidad de unión de los nanoLDH y nanoLDH@Ris con Hap 

se ilustró mediante las micrograifas SEM de los comprimidos de Hap antes y después 

de ser sumergidos en dispersiones de los correspondientes nanoportadores, como se 

observa en figura 3.17 D. 

La micrografía de referencia (Hap sin ningún tratamiento) mostró partículas 

globulares dispuestas irregularmente. Mientras que en las otras dos imágenes se 

observó que la superficie de Hap fue cubierta tanto con nanoLDH como con 

nanoLDH@Ris, para ambos casos se observaron partículas hexagonales simétricas de 

morfología típica de los LDHs [23], en la superficie de Hap. 

La fuerte unión entre los iones Ca2  y el Ris ya se ha reportado en 

literatura [64]. En este estudio se encontró que el Ris se une a los iones Ca 2+, 

ya sea en solución o en la Hap, mediante la formación de un enlace de 

coordinación tipo quelato, entre el CO2 y dos oxígenos de los grupos fosfato. 

Los resultados obtenidos demuestran que existe una fuerte afinidad entre 

los nanoLDH funcionalizados con Ris y los iones CO2 , tanto en solución como 

en la superficie de Hap. Por lo tanto, la funcionalización con Ris, además de 

ser pH responsiva, también presenta especificidad hacia el tejido óseo. En 

consecuencia, los nanoLDH@Ris tienen propiedades promisorias para ser 

utilizados como nanoportadores de fármacos con localización específica en 

el tejido óseo (osteoespecificidad). 
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3.4 Conclusiones 

Se logró sintetizar nanoLDH de tamaño, composición y morfología adecuada, 

mediante síntesis por coprecipitación a pH 9,0, relación Mg/Al = 3:1 y  concentración 

del catión Al de 0,2 M. Una vez sintetizados los nanoLDH se funcionalizaron con Ris, un 

bifosfonato con afinidad por la hidroxiapatita y rica reactividad ácido-base. La 

funcionalización es óptima a bajas concentraciones de Ris, proporcionando un 

potencial zeta negativo y tamaño alrededor de 100 nm. La especie trivalente (HRis3-) 

se incorporó preferiblemente en la superficie de los nanoLDH y con una mínima 

intercalación entre las láminas, lo que permitiría la intercalación de un anión 

farmacéuticamente activo. 

La funcionalización no se vio afectada por la fuerza iónica o por la presencia 

de aniones en el medio. Sólo sufrió cambios a bajas concentraciones de 

nanoLDH@Ris, donde se comienza a disolver el nanoportador, o a bajo pH, donde 

además de la disolución de las láminas, el anión trivalente se protona y se produce 

la desorción. Además, se encontró que la funcionalización actúa como 

estabilizante. Los valores de d y medidos para nanoLDH@Ris no varían tanto como 

los medidos para los nanoLDH a las diferentes condiciones de concentración, fuerza 

iónica y pH estudiadas. 

Se logró demostrar la fuerte afinidad que presenta la funcionalización de 

los nanoLDH con los iones 002+,  tanto en solución como en la superficie de 

Hap. 
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Por lo tanto, la funcionalización con Ris, además de ser sensible al pH 

también presenta afinidad específica por la hidroxiapatita. Esto hace que los 

nanoLDH@Ris tengan una promisoria aplicación como portadores de 

fármacos anticancerígenos para localización específica en tejido óseo. 
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Capítulo 4: nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris 

4.1 Introducción 

Aunque la quimioterapia es uno de los tratamientos más empleados 

contra el cáncer, presentan numerosas 54 complicaciones [1, 21. En la 

mayoría de los casos, las respuestas clínicas muestran que su eficacia 

disminuye cuando se suministra durante largos periodos de tiempo, ya que las 

células cancerosas desarrollan resistencia a múltiples fármacos. En 

consecuencia, se requieren mayores dosis de agentes anticancerígenos, los 

cuales también son citotóxicos para células sanas y provocan efectos 

secundarios adversos en órganos sanos [3]. 

El metotrexato (MTX), es uno de los quimioterapéuticos más 

ampliamente usados. Su eficacia ha sido demostrada en el tratamiento de 

desórdenes neoplásicos, tales como leucemia linfocífica, linfoma non-Hodgkin, 

carcinomas de mama, lengua, faringe, tumores de vejiga urinaria, tumores de 

cerebro, neoplasmas cutáneos, coriocarcinoma, sarcoma osteogénico y 

osteosarcoma [4, 5]. Además, es el principal fármaco empleado para el tratamiento 

de la artritis reumatoidea [6]. El MDK es un principio activo perteneciente al grupo de 

los antifolatos. Este fármaco actúa inhibiendo competitivamente la enzima 

dihidrofolato reductasa (DHFR), lo que impide la formación de tetrahidrofolato, 

necesario para la síntesis de purinas y pirimidinas y la consecuente formación de 

DNA y RNA. Este mecanismo evita la proliferación celular, propia de las 

enfermedades cancerosas [7]. 
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En la figura 4.1 se presenta la estructura del MTX y sus equilibrios ácido 

base. El MTX contiene un ácido glutámico y, por lo tanto, tiene dos grupos 

carboxilatos en su estructura química. Para valores de pH por debajo de 2, el 

compuesto presenta una carga positiva sobre un átomo de nitrógeno del 

anillo de pteridina. El MTX puede disociar hasta tres protones a medida que el 

pH aumenta, dos protones de los grupos carboxilatos (pKai= 2,9 y  pK02 = 4,6) 

y un protón unido al átomo de nitrógeno del anillo pteridina (pKa3= 6,6)[8] 
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Figura 4.1: Estructura química y equilibrios acido-base del Metotrexato, 

modificado de la referencia [8]. 

Los mayores obstáculos para el uso del MTX como agente quimioterapéutico 

son su pobre solubilidad, escasa biodisponibilidad y estrecho índice terapéutico [9]. 

Dicho índice se refiere a la relación entre la dosis del fármaco que causa la muerte 

(dosis letal o DL) y la dosis que produce el efecto terapéutico deseado (dosis 

efectiva o DE). Según el sistema de clasificación biofarmacéutica, el MTX es un 

fármaco clase IV, por tener baja solubilidad acuosa y baja permeabilidad [10] [11]. 

Desafortunadamente, las pocas alternativas de tratamientos efectivos contra el 
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cáncer, hacen necesario el uso del MTX a pesar de todas las contraindicaciones 

que éste produce. Para que el tratamiento clínico sea efectivo, la mayoría de los 

médicos prescriben dosis altas de MTX (~ 500 mg/m2), que podrían conducir a 

resistencia a medicamentos y toxicidades no específicas en células de proliferación 

normal. Asimismo, genera niveles elevados de transaminasas séricas e insuficiencia 

renal en los pacientes [12, 131. 

En este contexto, la vehiculización de estos agentes quimioterapéuticos es una 

estrategia que permitiría, no sólo mejorar la eficacia del tratamiento contra el 

cáncer, sino también minimizar los efectos citotóxicos que causa la quimioterapia en 

tejidos normales [14]. En los últimos años, se ha presentado un incremento notable en 

el desarrollo de sistemas de administración de fármacos nanométricos y se 

encuentran cientos de publicaciones donde se combinan nanomateriales con 

agentes quimioterapéuticos [15-17]. 

Estudios recientes han demostrado que los LDHs son portadores eficientes para 

la vehiculización de fármacos anticancen'genos aniónicos [18]. Por ejemplo, se ha 

estudiado la intercalación y el efecto farmacológico de camptotecina [19, 201, 5- 

fiuorouracilo [21, 221, doxorubicina [23], floxuridina 	[24], doxifluridina [25], 

metotrexato, [7, 13, 261 entre otros. En todos los casos, se ha informado mayor 

eficiencia del agente quimioterapéutico cuando se encuentra intercalado entre las 

láminas de los LDHs. Principalmente debido a que, al vehiculizar el agente 

quimioterapéutico, los tiempos de circulación en sangre aumentan. Además, se 

observó mayor internalización del fármaco en las células tumorales. En 

consecuencia, se requieren dosis más bajas y los efectos citotóxicos en células sanas 

son menores. No obstante, ninguno de estos estudios contempla la intercalación de 

MTX en los LDHs funcionalizados con Ris y así lograr mayor efecto terapéutico en 

enfermedades como osteosarcoma o cáncer de hueso. 
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En este capítulo, se describen las diferentes estrategias de síntesis empleadas 

para obtener nanohíbridos; es decir, nanoLDH con MTX intercalado entre sus láminas 

(nanoLDH-MTX) y su posterior funcionalización con Ris (nanoLDH-MTX@Ris). Asimismo, 

se muestra la caracterización química, estructural, morfológica e interfacial, tanto de 

los nanohíbridos como de los nanohíbridos funcionalizados. Por último, se presentan 

los estudios de liberación del fármaco (MTX) desde los nanoLDH-MTX y los nanoLDH-

MTX@Ris mediante métodos que permitieron estudiar la liberación por intercambio 

aniónico, la disolución y la desorción. 
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4.2 Metodología experimental 

4.2.1 Síntesis de nanoLDH-MTX 

Se estudiaron distintos métodos de síntesis para obtener nanoLDH-MTX los 

cuales debían cumplir ciertas características: a) máxima intercalación del MTX 

(determinada mediante espectroscopia UV-Vis y DRX), b) partículas monodispersas, 

con diámetro hidrodinámico aparente (d) de alrededor de 100 nm (determinada 

mediante DLS) y c) potencial zeta () mayores a 30 mV (determinado mediante ELS). 

4.2.1.1 Síntesis por intercambio aniónico 

Para evaluar la obtención de nanoLDH-MTX mediante intercambio aniónico 

se realizaron dos experimentos por separado utilizando los nanoLDH y nanoLDH@Ris 

como precursores. (La síntesis de los precursores se describió previamente en el 

capítulo 3). 

Se estudió la cantidad de MTX incorporado mediante este método utilizando 

dispersiones 1,0 gIL del precursor correspondiente con concentraciones crecientes 

(0,6 - 1,3 mM, correspondiente a 5 -100 % CIA) de MTX a pH 9,0, las cuales se 

equilibraron durante 24 horas. Una porción de la dispersión fue centrifugada y filtrada 

para determinar la concentración de MTX libre mediante espectrofotometría UV-Vis 

a 370 nm (rMTX, mmol/ g), mientras que en la dispersión restante se determinaron los 

valores de d y de las partículas en suspensión. Este procedimiento se describe a 

continuación en la figura 4.2. 
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Figura 4.2: Esquema de preparación de nanoLDH-MTX@Ris. 

4.2.1.2 Síntesis por coprecipitación 

Otro de los métodos de síntesis evaluados para la obtención de nanoLDH-

MIX fue la síntesis directa por coprecipitación, tanto a pH constante como a pH 

variable. 

4.2.1.2.1 Síntesis por coprecipitación a pH constante 

La síntesis por coprecipitación a pH constante es el método de síntesis por el 

cual se obtuvieron previamente los nanoLDH y LDH-Ris (descripto en el ítem 3.2.1 del 

capítulo 3). Para la obtención de LDH, intercalado con MTX, se empleó este método 

de síntesis reemplazando la solución de NaCI por una solución de MTX 2,2 mM. Se 

determinaron los valores de d y (ver figura 4.3) como una primera aproximación 

para optimizar las condiciones de síntesis. 
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Figura 4.3: Esquema de síntesis de nanoLDH-MTX por coprecipitación a pH 

constante. 

4.2.1.2.2 Síntesis por coprecipitación a pH variable 

Con el propósito de determinar las condiciones óptimas para preparar 

nanoLDH-MTX, se sintetizaron LDH-MTX por coprecipitación a pH variable en 

diferentes condiciones, de tal manera que fuera posible estudiar variables de síntesis, 

tales como la relación Mg/Al, aniones de las sales de Al y Mg y la concentración de 

MT)(, expresado % CIA (tabla 4.1) 

Tabla 4.1. Condiciones de síntesis evaluadas para preparar nanoLDH-MTX. 

Mg/Al Aniones de las sales 	MM 

de cationes 	% CIA 

2:1 

 

CI- 

  

50% 

 

3:1 NO3- 100% 
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El método de síntesis consiste, como se describió anteriormente, en la adición 

de una solución que contiene el MTX y la cantidad estequiométrica de NaOH, 

necesaria para la precipitación de los cationes metálicos, a una solución de los 

cationes que conforman las láminas. Con el objetivo de determinar las condiciones 

adecuadas para la síntesis, en cuanto a la relación entre los cationes metálicos y los 

HO-, se realizaron titulaciones potenciométricas ácido-base con NaOH 1,0 M como 

titulante de las soluciones (SGmL) que contenían tanto los cationes metálicos, como 

el fármaco que participo en la síntesis. Las soluciones tituladas mediante este 

método contenían 0,6 mmol Al3  en todos los casos, ensayándose relaciones Mg/Al 

2:1 o 3:1 y  contenidos de MTX correspondientes a 50 y  100% CIA (0,15 y  0,30 mmol, 

respectivamente). 

Una vez determinada la cantidad estequiometria de NaOH necesaria para la 

formación de los sólidos (titulaciones potenciométricas ácido-base), se procedió a 

realizar la síntesis de nanoLDH-MTX por coprecipitación a pH variable, bajo las 

diferentes condiciones como se describe a continuación en la figura 4.4. 

Figura 4.4: Esquema de síntesis de nanoLDH-MTX por coprecipitación a pH 

variable. 
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Se agregó rápidamente una solución alcalina a 6,0 mi- de una solución que 

contenía las sales de cationes metálicos ([Mg2 1= 0,3M, [AP]= 0,1 M) y la cantidad de 

agua necesaria para completar un volumen total de SGmL, bajo una fuerte 

agitación, generada por un agitador Ultraturrax Ti 8 BASIC a 20000 rpm durante 30 

segundos. La solución alcalina contenía la cantidad estequiométrica de: a) NaOH 

para precipitar los cationes, dependiendo de la relación Mg/Al empleada (3,9 mmol 

para una relación 2:1 y  5,1 mmol para una relación 3:1), y  b) la cantidad de MTX 

correspondiente al 500 100% de la CIA. 

El sólido obtenido fue separado inmediatamente del medio de síntesis 

mediante centrifugación. Se realizaron una serie de lavados con agua 

descarbonatada, hasta que se observó turbidez en el sobrenadante. Finalmente, el 

sólido se dispersó en 50 mL de agua descarbonatada. Esta dispersión, se dejó en 

agitación toda la noche y se realizó su maduración bajo condiciones hidrotermales 

(a 90°C por 4 horas). Se determinaron los valores de rMDK, d y de las partículas en 

suspensión. Una porción del sólido fue liofilizado para realizar la caracterización 

estructural de la misma mediante DRX. 

Este procedimiento permitió obtener las condiciones de síntesis óptimas para 

preparar LDHs con las propiedades adecuadas en cuanto a contenido de MD( y 

distribución de tamaño de partícula. Las muestras así obtenidas se utilizaron para 

determinar la estabilidad frente a la agregación de los nanoLDH-MTX en el tiempo, 

mediante la determinación de los valores de d, y MD( libre a distintos tiempos 

(durante 14 días luego de la síntesis). 

Finalmente, la muestra de nanoLDH-MTX que presentó mayor 

estabilidad coloidal en el tiempo, se utilizó para determinar su composición 

química y realizar la caracterización estructural y morfológica. 
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4.2.2 Funcionalización de nanoLDH-MTX con Ris 

La funcionalización de los nanoLDH-MTX se realizó mediante la dispersión de 

los nanohíbridos en una solución que contenía el anión HRis3-. Para elegir las 

condiciones adecuadas de funcionalización, se realizó el estudio de la interacción 

de Ris con nanoLDH-MTX. Con este objetivo, se prepararon dispersiones (10,0 mL) 

conteniendo 0,08 mmol de nanoLDH-MTX y concentraciones crecientes (hasta 1,2 

mM, correspondiente al 50% de CIA) de Ris a pH 9,0. Estas dispersiones se equilibraron 

durante 24 horas, trascurrido el tiempo una porción de la muestra se centrifugó yfiltró 

para determinar la concentración de MTX desplazado de los nanoLDH-MTX. Es decir, 

la concentración de MTX que se libera desde los nanoLDH-MTX, luego de la 

incorporación de Ris, en el sobrenadante. Con el volumen restante, se determinaron 

los valores de d y de las partículas en suspensión. Finalmente, las muestras fueron 

liofilizadas para proceder a la obtención de los patrones de DRX. 

De acuerdo a los resultados del experimento anterior, se eligieron las condiciones 

óptimas para realizar la funcionalización: se agregó 0,02 L de solución de Ris (6,0 mM 

a pH 9,0), correspondiente al 40% de la CIA, a 0,07 L de dispersión de nanoLDH-MTX 

(5,0 gIL) y se equilibró durante 24 horas. Finalmente, se determinó la composición 

química y se realizó la caracterización estructural, morfológica e interfacial de la 

muestra final (ver figura 4.5). 

Agitar 24 

Figura 4.5: Esquema de preparación de nanoLDH©Ris. 
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4.2.3 Caracterización 

La caracterización química, estructural, morfológica e interfacial de los 

nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris se realizó según lo descrito en el capítulo 2. 

4.2.4 Liberación del Fármaco (MTX) 

Se realizaron experimentos para estudiar los dos principales procesos de 

liberación desde los nanoLDH-MTX y los nanoLDH-MTX@Ris: intercambio aniónico y 

disolución del nanoporfador. 

4.2.4.1 Intercambio aniónico 

Se realizaron cinéticas de liberación en dispersiones de 0,5 gIL de nanoLDH-

MTXy nanoLDH-MTX@Ris en NaCI (150 mM a pH 9,0), buffer fosfato (0,05 M a pH 7,4) y 

buffer acetato (0,05 M a pH 4,7). A tiempos predeterminados hasta 8 horas se 

sacaron volúmenes fijos de muestras, que se centrifugaron y filtraron para determinar 

la cantidad de MTX liberado en función del tiempo. 

4.2.4.2 Disolución 

La cinética de disolución en medio ácido, de los nanoLDH-MTX y nanoLDH-

MTX@Ris, se estudió en una solución de HCI de pH 2,9, a la que se le agregó la 

muestra correspondiente, de tal forma que la concentración y volumen final fueran 

0,] g/L y 0,] L, respectivamente. La disolución de la matriz fue determinada mediante 

medidas continuas de pH, utilizando un titulador automático (905 Mefrohm) 

acoplado a un electrodo de vidrio (Metrohm 9.0262.] 00). 
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4.3 Resultados y discusión 

4.3.1 Síntesis de nanoLDH-MTX 

Con el objetivo de obtener nanoLDH-MTX con una máxima 

intercalación de MTX sin perder su tamaño nanométrico, se estudiaron 

diferentes métodos de síntesis tales como: intercambio aniónico y síntesis por 

coprecipitación tanto a pH constante, como a pH variable. Los resultados 

obtenidos con cada uno de estos métodos de síntesis se presentan a 

continuación. 

4.3.1.1 Síntesis por intercambio aniónico 

La dependencia de la incorporación de MTX a los nanoLDH y 

nanoLDH@Ris con la concentración del fármaco, así como la variación de los 

valores de d y de las dispersiones resultantes se presentan en la figura 4.6. 

0,00 
00 

• nanoLDH • nanoLDH@Ris 

& 
0:2 	0:4 	0:6 
[MTX]eq  (mmol /L)  

U  nanoLDH 
60 

30- 

• E E0- 	 u 103 • • 
-30- 

-60 
0,0 	0,1 	0,2 	0,3 	0,4 

	
0,5 

1MTX (mmol Ig) 

. 

Figura 4.6: (A) Incorporación de MTX (rR) a los nanoLDH y nanoLDH@Ris en 
función de la concentración en equilibrio de MTX [MTX]eq, (B) en el eje de la 

izquierda (cuadros) y en el eje de la derecha d (círculos) en función de rMTX. 
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En la figura 4.6A se representa la cantidad de MTX incorporado (rMTx) en 

función de su concentración en equilibrio ([MTX]) tanto para los nanoLDH como 

para los nanoLDH@Ris. Ademas, se estudió la variación de los valores de d y con 

rMlx para ambas muestras, sólo se muestran, en la figura 4.6 B, las correspondientes a 

los nanoLDH. 

La incorporación de MTX se produjo en dos pasos consecutivos. A bajas 

concentraciones de MTX ([MTX]eq  < 0,1 mmol/L) se presentó un marcado 

incremento en rMTX hasta valores de rMTx = 0,4 mmol/g. Luego, para valores 

de {MTX}eq > 0,2 mmol/L se produce una disminución de la pendiente, hasta 

alcanzar un plateau a rMTx alrededor de 0,4 mmol/g, correspondiente a un 

31% de la CIA. 

Este comportamiento también se vió reflejado en los valores de d y 

como se observa en la figura 4.6 B. A medida que aumento rMTX hasta 0,4 

mmol/g, se observa una disminución continua en los valores de de 40,0 mV 

hasta valores alrededor de los -10,0 mV (Figura 4.6 B), donde se alcanza un 

valor constante. Como consecuencia, los valores de d aumentaron desde 

100 nm (nanoLDH) hasta unos pm. 

Por otra parte, los valores de rMTX para los nanoLDH@Ris fueron 

prácticamente despreciables, esto no permitió el trazado de las curvas en 

función de rMTX. No obstante, se pudo comprobar que los valores de se 

mantuvieron constantes alrededor de -20,OmV, sin embargo no permitió 

mantener los valores de d delOO nm de los nanoLDH@Ris, aumentando el 

orden de los pm. 

El incremento de EMTX a bajas [MTX]eq  y la disminución de los valores de 

, que presentan los nanoLDH, indican que el MTX se incorpora 

preferentemente en la superficie de las láminas por interacciones 
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electrostáticas. Es as¡ como, en los nanoLDH@Ris, al estar ocupada su 

superficie por el Ris la incorporación de MTX es minima, si bien suficiente para 

producir una variación en el tamaño de partícula. 

Estos resultados indican que el método de síntesis por intercambio 

aniónico no es adecuado para obtener nanoLDH-MTX. El MTX, a pesar de 

tener mayor densidad de carga que el CI-, presentes entre las láminas de los 

nanoLDHs precursores, también es mas voluminoso y se dificulta su 

intercal oca¡ ación en el espacio interlaminar. Debido a esto se estudió otro 

método de síntesis, donde el proceso de formación de las láminas e 

intercalación del anión se den en conjunto, como es el caso de las síntesis por 

coprecipitación [27]. 

4.3.1.2 Síntesis por coprecipitación 

4.3.1.2.1 Síntesis por coprecipitación a pH constante 

Se sintetizó LDH-MTX por coprecipitación a pH constante, empleando el 

método previamente descrito para la síntesis de nanoLDH y con la cantidad de MTX 

necesaria para ocupar el 100% de los sitios disponibles. En la figura 4.7 se presentan la 

distribución de tamaño y el valor de correspondientes a las partículas en dispersión 

después del tratamiento hidrotermal. 
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Figura 4.7: Distribución de tamaño y valores de para LDH-MTX sintetizado por 

coprecipitación a pH constante. 

En la figura 4.7 se observa que las partículas sintetizadas bajo estas 

condiciones presentan un valor de 	= -9,0 mV, insuficiente para lograr 

partículas monodispersas, incluso después del tratamiento hidrotermal, se 

observan la formación de agregados con valores de d del orden de los pm. 

Como las partículas obtenidas por este método de síntesis no cumplían con 

las características de tamaño y potencial zeta, no se continuó con la 

caracterización de éstas y se procedió a estudiar la síntesis por 

coprecipitación a pH variable, combinando una serie de variables como se 

describe a continuación. 
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4.3.1.2.2 Síntesis por coprecipitación a pH variable 

Antes de proceder con la síntesis se determinó la cantidad 

estequiométrica de NaOH necesaria para la formación de los LDH-MTX bajo 

las diferentes composiciones estudiadas. Con este propósito, se realizaron 

titulaciones de los reactantes con NaOH. A modo de ejemplo se presentan 

las curvas resultantes de la titulación de soluciones con una relación de 

Mg/Al 3:1 y  MTX correspondiente al 50% de la CIA (figura 4.8). 

—.—Cl 
-. 	NO3  

Mg 3 A1 (OH) (8)  MTX U  

¡ Al (OH) 3(s) 

3 
	

5 6 7 8 9 10 11 12 

pH 

Figura 4.8: Curvas de titulación correspondientes a las soluciones de 

metales con sales de nitrato y cloruro en una relación de Mg/Al 3:1, y MTX 

correspondiente al 50% de la CIA. 
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Todas las curvas de titulación obtenidas presentan un perfil similar, 

característico para la formación de LDHs de Mg y Al, éstas presentan dos grandes 

consumos de OH. En el primero, correspondiente a la formación de Al(OH)3 se 

consumen 3 moles de OH por cada mol Al-3-1  y se presenta entre valores de pH de 4 y 

5. En el segundo, atribuido a la formación de LDH-MTX, se presenta entre valores de 

pH de 8 y  10, el consumo de OH depende de la relación de Mg/Al utilizada; para 

una relación 3:1 se consumen 5 moles de OH por cada mol de Al-,-,, mientras que 

para la relación de Mg/Al 2:1 se consumen 3 moles de OH por cada mol de Al. 

Igualmente, el MTX presenta un consumo de OH de 1,0 y  0,5 mol de OH por mol de 

Al cuando se emplea el 100% y 50% de la CIA, respectivamente. Este consumo es 

debido a la deprotonación de los dos ácidos carboxilicos presentes en la molécula. 

A continuación, se presentan las reacciones que descben la formación de LDH-

MTX: 

3Mg 2 (ac(+Al (oc) 0,5MTX2- (0C( + 8,5OH-  (OC(Mg3Al(OH2)sMTXo,5(( [4.1] 

2Mg 2 (oc(±Al (ac( + 0,5MTX2  (oc) + 6,50H (oc(Mg2Al(OH2)6MTXO5(s( [4.2] 

La reacción 4.1 es la correspondiente para una relación de Mg/Al 3:1 y 

la ecuación 4.2 para una relación de Mg/Al de 2:1, en ambas reacciones se 

utiliza MTX correspondiente al 100% de la capacidad de intercambio. 

Obtenidas las cantidades estequiométrica de NaOH necesarias para 

la formación de los LDH-MTX, se procedió con las síntesis bajo las diferentes 

condiciones. Como criterio para elegir las mejores condiciones para obtener 

nanoLDH-MTX, se utilizaron los valores de d y obtenidos, estos resultados se 

presentan en la tabla 4.2. 
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Tabla 4.2. Valores de d y determinados con los LDH-MTX sintetizados en las 

diferentes condiciones, después del tratamiento hidrotermal (TH). 

Mg/Al :i 
	

Mg/Al :i 

(*) Por las características que presentó la muestra no fue posible determinar 
los valores de Ç 

Como se observa en la tabla 4.2, el valor de , a pesar de ser positivo, fue 

insuficiente para estabilizar electrostáticam ente las dispersiones de los nanoLDH-MTX 

cuando se emplea una cantidad de MD( correspondiente al 100% de CIA, en 

consecuencia, se observa la formación de agregados con valores de d por el orden 

de los pm. 

Por otra parte, en la figura 4.9 se presentan los difractogramas 

correspondientes a las muestras sintetizadas bajo una cantidad de MIX 

correspondiente al 50% de CIA, con relaciones de Mg/Al 2:1 y  3:1 utilizando tanto 

sales de cloruro como de nitrato. Además, se presentan los difractogramas de LDHs 

intercalados con aniones CI-  y NO3 -, los cuales son utilizados como referencia para 

ver el desplazamiento del espaciado inteaminar causado por la intercalación de 

MIX. 
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Figura 4.9: Difractogramas de rayos X de LDH-MTX sintetizados con una 

cantidad de MTX inicial correspondiente al 50% de CIA y con relaciones de 

Mg/Al 2:1 y 3:1. A) Utilizando sales de cloruro y B) sales de nitrato. Además, se 

presentan los difractogramas de LDH5 intercalados con CI-  y NO3 - que son 

utilizados como referencia 

Los difractogramas obtenidos para los LDH-MTX sintetizados bajo las mismas 

condiciones, empleando tanto sales de cloruro como de nitrato, presentaron sedes 

de picos al mismo valor de 2 9. Asimismo, se observó una diferencia muy marcada 

entre los difractogramas correspondientes a los LDH-MTX sintetizados bajo una 

relación de Mg/Al 3:1 y 2:1. Cuando la relación de Mg / Al es 2: 1, las muestras 

presentaron picos a un ángulo inferior de 29, evidenciando la presencia de una fase 

de LDH con espaciado inteaminar mayor, correspondiente a la intercalación de 

MTX, como se explicará más detalladamente en ítem 4.3.3 correspondiente a la 

caracterización estructural de los nanoLDH-MTX. En cambio, para la relación de Mg / 

Al 3: 1, no se observaron estos picos, pero sí picos análogos a los de la muestra de 
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referencia, lo que indica que no se produjo la intercalación de MTX entre las láminas 

de LDH. 

Estos resultados concuerdan con los encontrados por Fenglin Qi y 

colaboradores, ellos estudiaron el efecto de la relación de Mg/Al sobre la 

obtención de LDHs intercalados con MTX. Estos autores encontraron que la 

intercalación de MTX correspondió a 41% CIA para una relación de Mg/Al 2:1 

mientras que para una relación de 3:1 no se presentó intercalación 

significativa [28]. Este hecho se debe a la intensa competencia entre los 

aniones provenientes de la sal y el MTX dentro de las láminas de LDH durante 

la síntesis. Por tanto, la formación del LDH intercalado con el anión 

proveniente de la sal da lugar a una fase LDH energéticamente más 

favorable que a la formada con MTX [29]. Principalmente, hay dos factores 

que pueden afectar la estabilidad del LDH: cuanto más cationes Mg2  se 

sustituyen por cationes A13 , más cargas positivas se producen en las láminas 

de LDH, lo que conllevo a una unión más fuerte entre las láminas y el anión 

interlaminar y, por lo tanto, a una fase LDH con estructura más estable; por 

otro lodo, en la sustitución de cationes, se introduciría energía adicional 

debida a la distorsión creada por la diferencia de tamaño entre los dos 

cationes. Es así que se espera que la fase LDH más estable sea la que tenga 

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

Los resultados obtenidos nos indican que paro obtener nanoLDH-MTX con las 

características adecuadas para este estudio, la síntesis se debe realizar por 

coprecipitación a pH variable, utilizando una solución de metales, ya sea con sales 

de nitrato o cloruro en una relación de Mg/Al 2:1, y MTX correspondiente al 50171 de la 

CIA. 

Los nanoLDH-MTX que presentaron las mejores características de tamaño y 

potencial zeta fueron seleccionadas para determinar el MTX incorporado (rMTX), 
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(mmol/ g LDH) 

Lavados d (nm) 	(mV) 

Cloruro 6 108± 4 41 ± 1 	0,69 	38% 

Nitrato 3 137±2 44± 1 0,65 37% 

nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris 

estos resultados se presentan en la tabla 4.3. Además, se realizó el estudio de 

estabilidad en cuanto a tamaño y potencial zeta en función del tiempo como se 

describe más adelante. 

Tabla 4.3. Valores de d, 	y rMTX determinados con los nanoLDH-MTX 

sintetizados empleando una solución de metales de relación de Mg/Al 2:1 con MTX 

al 5011, después del tratamiento hidrotermal (TH). 

Los nanoLDH-MTX sintetizados bajo una relación de Mg/Al 2:1, y  cantidad de 

MTX inicial correspondiente al 50% de la CIA, empleando tanto sales de cloruro 

como de nitrato, presentan valores de d y similares. Asimismo, el MTX incorporado 

en ambos casos es cerca del 40% de la CIA. Sin embargo, cuando se emplean sales 

de nitrato se necesitan menos lavados para alcanzar estos valores. Esto se debe a la 

menor afinidad de los iones NO3-  por las láminas de LDH comparados a los iones C1 

[31], por lo que se eliminan de la superficie de los LDH5 con menor número de 

lavados. 

Aunque se observó que los nanoLDH-MTX se mantenían dispersos al momento 

de la síntesis, se pudo constatar la agregación de las partículas con el tiempo. Se 

realizaron medidas de los valores de d y así como la determinación de la 
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concentración de M1)( libre en función del tiempo en las dispersiones de los 

nanoLDH-MTX (figura 4.10). 

Sales de Cr- 	 Sales de (NO3) 

Figura 4.10: Distribución de tamaño, valores de y concentraciones de MIX 

libre en función del tiempo, correspondientes a las dispersiones de nanoLDH-M1)< 

sintetizadas utilizando sales de cloruro y nitrato. 

En los resultados obtenidos se presenta una disminución tanto de la 

concentración de MIX libre como en los valores de , este hecho nos indica que el 

MIX libre se está incorporando en la superficie de los nanoLDH-MD(. Sin embargo, 

cuando se emplean sales de cloruro la disminución de los valores de es más 

drástica, se alcanzan valores de de 4mV luego de 14 días de mantener la 

dispersión y en consecuencia las partículas tienden a agregarse. Por el contrario, 

cuando se utilizan sales de nitrato, la disminución de los valores de es más paulatina 

y el efecto sobre las dispersiones de nanoLDH-MTX es menor, se observan valores de 

d entorno a 1 OOnm después de 13 días. Por lo tanto, la síntesis de nanoLDH-MTX se 

realizará empleado sales de nitrato bajo las condiciones ya establecidas. 
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4.3.2 Funcionalización de nanoLDH-MTX con Ris 

Con el propósito de establecer las condiciones óptimas para realizar la 

funcionalización de los nanoLDH-MTX, se estudió la interacción del Ris con los 

nanoLDH-MTX. Los resultados obtenidos en estudio de la interacción de Ris con los 

nanoLDH, descrito en el capítulo anterior (ítem 3.3.2.2), nos indicaron que la 

funcionalización de la superficie de los nanoLDH se logra a bajas concentraciones 

de Ris. Es así como el presente estudio se realizó empleando bajas concentraciones 

de Ris inicial (10- 50%), expresado como él % de CIA. 

En este experimento no fue posible determinar la cantidad de Ris incorporada 

mediante espectroscopia UV-Vis. Ya que el valor de coeficiente de absortividad 

molar correspondiente al MTX (7183 hM/cm) es mucho más alto que el 

correspondiente al Ris (3536 hM/cm), en consecuencia, no se observó la curva 

espectral correspondiente para el Ris. No obstante, la incorporación de Ris se 

evidenció indirectamente mediante los valores de . 
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Figura 4.11: (A) % MTX desplazado, (B) en el eje de la izquierda (cuadros) y 

en el eje de la derecha d (círculos) y (C) patrones de DRX de muestras en función de 

la concentración de Ris inicial (%CIA). 

Se determinó el % MTX desplazado en función del Ris agregado inicialmente, 

como se muestra en la figura 4.10. Además, se determinaron los valores de d y 

(figura 4.11 B) y los patrones de DRX (figura 4.11 C) a medida que se incorpora Ris en 

los nanoLDH-MTX. 

Se observó que a medida que se aumentó la concentración inicial de Ris, el 

desplazamiento de MTX aumentó hasta alcanzar un valor constante cerca del 25% 

de MTX intercalado inidalmente (figura 4.11 A). El cambio que sufre la superficie de 

los nanoLDH-MTX se ve reflejado en los valores de d y Ç Cuando se agregó el 10% de 
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CIA de Ris el valor del disminuyó a un valor cercano a O mV, lo que produjó la 

agregación de las partículas, en consecuencia se observó el aumento del valor de 

d hasta unos pocos pm. Una vez que la concentración de Ris inicial aumenta los 

valores de disminuyen hasta alcanzar un valor cerca de -40 mV y el valor de d 

descendió hasta un valor de 200 nm (figura 4.11 B). 

Por último, para las concentraciones de Ris empleadas no se observaron 

cambios en los patrones de DRX (figura 4.11 C). La intensidad de los los picos (001), 

correspondientes a la fase de LDH-MTX (se explicará mas adelante) no se ve 

afectada por el aumento de la concentración de Ris. 

A partir de los resultados obtenidos, la funcionalización de los nanoLDH-MTX 

se logra empleando una concentración de Ris entre el 30 y  40 % CIA. De esta 

manera se mantiene la mayoría de la carga de MTX, las características 

estructurales de los nanoLDH-MTX y se obtienen partículas con valores de d y 

de 200 nm y = -40 ± 1 mV, respectivamente. Por otra parte, se observó que 

los nanoLDH-MTX@Ris se mantenían en dispersión durante más tiempo que las 

partículas sin funcionalizar con Ris. 

4.3.3 Caracterización 

Al obtener tanto los nanoLDH-MTX como los nanoLDH-MTX@Ris, se realizó el 

estudio comparativo de su composición, estructura y morfología. Cabe resaltar, que 

para la optimización de la síntesis se realizaron varias síntesis y una vez obtenidas las 

condiciones, se preparó un stock con el cual se procedió a realizar toda la 

caracterización y demás experimentos. 
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Capítulo 4 

Se realizó el análisis termogravimétco de los nanohíbridos, los nanoLDH-MTX y 

los nanoLDH-MTX@Ris, así como, el del fármaco MTX. Las curvas de TGA, fueron de 

utilidad para determinar la composición de los nanohíbdos, mientras que las curvas 

de DTA se emplearon para identificar los procesos involucrados en la degradación 

térmica de las diferentes muestras, estos resultados se muestran a continuación en la 

figura 4.12. 

Figura 4.12: Curvas de TGA/DTA correspondientes a los nanoLDH-MTX y 

nanoLDH-MTX@Ris. 

Las curvas de los nanoLDH-MTX y los nanoLDH-MTX@Ris, mostraron los 

tres procesos principales involucrados en la degradación térmica de los LDH, 

deshidratación, deshidroxil ación y descomposición del anión [32]. Mientras 

que, el perfil térmico del MTX libre, mostró dos proceso, el primero con un pico 
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centrado en los 87°C aproximadamente, de carácter endotérmico, asociado 

a la descarboxilación y el segundo en los 262°C debido a la descomposición 

del metotrexato [33]. 

En el caso de los nanohíbridos, se observó una pérdida de masa total del 38% 

para los nanoLDH-MTX y  44% para los nanoLDH-MTX@Ris al calentar hasta 800 °C En 

las curvas TGA/DTA se exhibieron los procesos de deshidratación hasta los 200°C 

aproximadamente, con un pico asociado a un efecto endotérmico. Mientras que, 

la pérdida de peso debida a la deshidroxilación y la descomposición del anión se 

produjo entre los 300°C y los 580°C, donde el pico principal se registró alrededor de 

los 540°C y  fue de carácter exotérmico [121. La temperatura de descomposición del 

MD( libre (262°C), se desplaza a una temperatura más alta 540°C en los nanohíbridos, 

esto indica la intercalación del MTX entre las láminas de los nanoLDH, debido a que 

la interacción electrostática del MIX con las láminas mejora su estabilidad térmica 

[34]. 

Por otra parte, se utilizaron los resultados del análisis químico y elemental 

conjuntamente con los datos obtenidos por otras técnicas, tales como, 

espectroscopia de energía dispersiva, análisis termogravimétrico y espectroscopia 

Uy-Vis para determinar la composición de los nanoLDH-MD( y los nanoLDH-MTX@Ris. 

De este modo, se determinó la fórmula química para cada uno de ellos. Estos 

resultados se recopilan en la tabla 4.4. 

Tabla 4.4. Análisis químico y elemental de los nanoLDH-MDK y nanoLDH-

MTX@Ris. 

%Mg %PJ M9/A] %C %N %H20 %MTX 	FcrmulaQuín*a 

nanol.DH-MTX 17,0 11,1 1,7 17,0 7,2 12,3 22,9 Mgo,AI0,37(OH)2MTXoo6 (NO3)0.25 0,79 H20 

nanoLDH-MTX@Ris 15,8 10,2 1,7 15,7 6,1 13,7 17,3 M9063A1037(OH)2MTX004(NO3)0 22 Riso, 02 0,88 H20 
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La fórmula química de los nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris se calculó 

considerando la presencia de dos aniones (MTX2  y NO3-) entre las láminas de LDHs. 

De acuerdo a la composición química se observó que el MTX presente en los 

nanoLDH-MTX ocupa el 32 % de la CIA. Este valor es menor al obtenido previamente 

en la optimización de la síntesis, ya que son síntesis diferentes, sin embargo el MTX 

incorporado en las diferentes síntesis siempre ocupó valores entre 30 y  40 % de la CIA. 

Además, el valor positivo de (44,0 mV) medido para los nanoLDH-MTX indica que el 

MTX se encuentra intercalado entre las láminas. El resto de los sitios intercambiables 

se suponen ocupados ya sea por aniones NO3-  o aniones CO -. Por otra parte, se 

observó que el contenido de MTX en los nanoLDH-MTX@Ris fue menor que en los 

nanoLDH-MTX, ocupando 22 % de los sitios disponibles. La incorporación de Ris en la 

superficie de los nanoLDH-MTX produce el desplazamiento de una pequeña 

cantidad del MTX presente en las láminas. 

La fórmula química establecida para ambas muestras indicó que tan solo el 

18 % de los sitios disponibles para el intercambio son ocupados por Ris, lo que indica, 

junto con el valor negativo de (-40,0 mV) y el pequeño desplazamiento de MTX, 

que el Ris se incorpora pncipalmente en la superficie de los nanoLDH-MTX@Ris. 

En la figura 4.13 se presentan los difractogramas de rayos X para los 

nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris. Además, se incluyen los difractogramas 

de MTX y nanoLDH intercalado con el anión NO3-, utilizados como referencia. 
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Figura 4.13: Difractogramas de rayos X de (A) nanoLDH-MTX y nanoLDH-

MTX@Ris y muestras de referencia y (B) nanoLDH-MTX empleando un escala 

más amplia de 2. 

Como se discutió previamente, los difractogramas de los nanoLDH-MTX y los 

nanoLDH-MTX@Ris no presentan diferencia entre sí. Estos difractogramas, en 

conjunto con el correspondiente a nanoLDH, presentan las señales características 

para los LDHs, con picos de mayor intensidad a bajos valores 2e (menor a 350), 

correspondientes a las reflexiones (001), mientras que las (hko), menos intensas, 

aparecen a valores de 2e mayores [35]. Sin embargo, para las muestras 

intercaladas con MTX se observó un desplazamiento de los picos (00 a valores de 

menor ángulo respecto a las intercaladas con NO3-, así como una disminución en la 

intensidad. Este comportamiento es característico para la intercalación de aniones 

orgánicos en las láminas de LDHs. Este tipo de aniones presentan mayor tamaño y 

en consecuencia, producen el aumento de la distancia entre las láminas, así como 

la disminución del ordenamiento de las láminas debido a una menor interacción 

entre ellas [36]. Otros eventos que respaldan la intercalación del MTX en los 

nanoLDH, es la ausencia de picos correspondientes al MTX puro en estos 
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difractogramas, además del cambio que presentan los valores correspondientes al 

espaciado basa¡ y el parámetro de celda c, como se describe a continuación. 

La muestra de referencia intercalada con el anión NO3-  (nanoLDH) 

presentó un espacio basal alrededor de 7,8 Á y sus parámetros de celda 

fueron de c = 23,4 Á y a = 3,04 Á. Mientras, que para las muestras intercaladas 

con MTX el espacio basa¡ fue de 16,0 Á y sus parámetros de celda fueron de 

c = 48,0 Á y a = 3,04 Á. Si se sustrae el valor del espesor de la lámina de LDH 

(4,8 Á) de los espacios basales calculados para ambas muestras, se obtienen 

los valores de espaciado interlaminar: 3,0 Á para nanoLDH y  11,2 Á para 

nanoLDH-MTX. Por otra parte, no se observaron cambios entre los valores del 

parámetro a (=d (110)), ya que está relacionado con los radios de los cationes 

laminares (Mg2  y Al-'-,- [371). 

De acuerdo al tamaño molecular del MTX, 21,7A de largo y 6,5 Á de 

ancho [38] [13], el espacio basa¡ esperado para los nanoLDH intercalados 

con MTX sería mucho más grande que el obtenido experimentalmente ( 16,0 

Á). Sin embargo, en la literatura se han registrado LDH-MTX con una gran 

variedad de valores correspondientes al espacio basa¡ desde 14,9 Á hasta 

28,9 Á [28, 34, 37, 39-411. Debido al gran tamaño y la compleja estructura que 

presenta el MTX, esta molécula puede adoptar diferentes conformaciones 

dentro de las láminas de LDH y dar como resultado diferentes espacios 

basales. Por ejemplo, Latterini propone que esta molécula se puede 

acomodar en el espacio interlaminar con sus anillos aromáticos en forma 

perpendicular o inclinada con respecto a las láminas de LDH y con sus grupos 

carboxílicos apuntando alternativamente hacia las capas superior e inferior 

formando una monocapa [42]. Otros autores [43, 44, 451, sugieren que los 

aniones se localizan formando bicapas que adoptan diferentes orientaciones 
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y distinto grado de inclinación entre las capas, siempre con sus grupos 

carboxílicos apuntando hacia las láminas de LDH [40]. De acuerdo al 

espacio basa¡ obtenido en este caso, el MTX adopta una conformación de 

bicapa entre las láminas de nanoLDH (figura 4.14). En esta conformación, los 

grupos carboxílicos apuntan hacia las láminas, y los anillos aromáticos se 

encuentran próximos, lo que conlleva a un apilamiento n - rr, con un 

consecuente aumento de la densidad electrónica [39, 40]. 

LDH-NO3 	 I.DH-MTX 

3,0 A -I •.. 	•.. 	.1..  -w›14,2-17.6Á  - 	k 	;F 	11.2- 12,4 A 

	

1 	• 

Conformación 	 Conformación 
en monocapa 	 en bicapa 

Figura 4.14: Posibles configuraciones del anion MTX entre las laminas de LDHs, 

modificado de la referencia [41]. 

En la figura 4.15, se presentan los espectros infrarrojo para los nanoLDH-

MTX y nanoLDH-MD(@Ris, así como los espectros correspondientes al MTX y nanoLDH 

intercalado con el anión NO3-, utilizados como referencia. Los espectros de 

nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX©Ris son muy similares entre sí, y coinciden con los 

reportados en bibliografía para LDHs intercalados con MTX [13, 12,37]. 
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Figura 4.15: Espectros infrarrojo para los nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX©Ris. 

Para los espectros de nanoLDH ya sea con o sin fármaco intercalado, 

se observaron las bandas características de los LDHs, éstas ya fueron 

discutidas en el capítulo 3 (ítem 3.2.3) [46]. El espectro correspondiente a MTX 

libre se distingue por la presencia de una banda intensa a 3419 cm ], 

atribuida a la vibración de estiramiento de los grupos NH. Mientras que en los 

espectros de los nanoLDH-MTX y los nanoLDH@Ris, esta banda es substituida 

por la observada a 3460 cm-', atribuida a los modos vibracionales de los 

grupos OH presentes, tanto en las láminas de LDH como en las moléculas de 

agua interlaminar [12]. De igual manera, en el espectro de MTX se presentan 

las bandas a 1640 y  1505 cm-' pertenecientes al modo de estiramiento 

asimétrico y simétrico del grupo C00. Por su parte en los espectros de los 

nanohíbridos se observó el desplazamiento de estas bandas hacia 1610 y 
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1452 cm-' [28, 34]. Lo que es atribuido a la ionización del MTX y la fuerte 

interacción electrostática entre los oxígenos terminales del MTX y las láminas 

de LDH [28]. Además, en el espectro de MTX libre se presentan bandas a 1200 

y 1100 cm-' correspondientes a la frecuencia de estiramiento C-N de los 

grupos amino primaria y terciarias presentes en la estructura del MTX. En los 

espectros de los nanohíbridos la intensidad de estas bandas disminuye 

drásticamente [37]. Finalmente, la intercalación del MTX tanto en los 

nanoLDH-MTX como en los nanoLDH-MTX@Ris, también se corroboró por la 

reducción de banda de absorción de alta intensidad a 1384cm-1, 

correspondiente a la vibración asimétrica del anión NO3-  presente en el 

espectro de los nanoLDH [39]. 

Mediante microscopia electrónica de barrido (SEM), se estudió la morfología 

de las muestras sintetizadas, tal como se presenta en la figura 4.16 para los nanoLDH-

MTX y nanoLDH-MTX@Ris. 

Figura 4.16: Imágenes SEM de nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris. 

Los nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris exhiben una forma de láminas 

hexagonales, con tamaños menores a los 200 nm. Se aprecia que las láminas, tanto 

de los nanoLDH-MTX como de los nanoLDH-MTX@Ris son mas irregulares y con 

bordes menos definidos que los nanoLDHs intercalados [47]. Este hecho se debe a la 

menor cristalinindad de las muestras de nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris. La 
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morfologia encontrada para los nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris es similar a la 

informada por otros autores para LDHs intercaladas con MTX [28]. 

4.3.4 Liberación del Fármaco (MTX) 

4.3.4.1 Intercambio aniónico 

Se realizaron cinéticas de liberación de MTX (Figura 4.16) desde los 

nanohíbridos (nanoLDH-MTX y los nano LDH-MTX@Ris) en los siguientes medios: 

NaCI 150 mM, buffer fosfato 50 mM (pH=7,4) y buffer acetato 50 mM (pH=4,7). 

En estos medios los LDHs no presentan disolución causada por el pH ácido 

(pH <4,0 las láminas comienzan a disolverse), esto permite estudiar el proceso 

de liberación del MTX por intercambio aniónico. Además, la distinta 

composición de los medios permite estudiar el efecto de aniones de diversa 

afinidad por las láminas de los LDHs. Asimismo, estos medios representan 

situaciones modelo de diferentes condiciones fisiológicas. Finalmente, se 

determinaron los valores de de las dispersiones de nanoLDH-MTX©Ris al final 

de la cinética para evaluar el estado de la funcionalización con Ris. 
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Figura 4.17: Cinéticas de liberación de MTX para los nanoLDH-MTX y los 

nanoLDH-MTX@Ris dispersos en (A) NaCl 150 mM (pH=9,0), (B) buffer fosfato 50 

mM (pH=7,4) y (C) buffer acetato 50 mM (pH=4,7). Se indican los valores de 

correspondientes a las dispersiones de nanoLDH-MTX@Ris en los diferentes 

medios al finalizar las cinéticas. 
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El perfil de liberación de MTX desde ambos nanohíbridos (nanoLDH-MTX 

y nanoLDH-MTX@Ris) es similar. Sin embargo, se observó que este perfil 

cambia en presencia de los diferentes medios de liberación. En la tabla 4.5 se 

presentan los valores de 1 de las dispersiones de los nanoLDH-MTX@Ris, en 

agua (previo a las cinéticas) y en los diferentes medios en que se realizaron 

las cinéticas (al finalizar las cinéticas). 

Tabla 4.5. Valores de 1 correspondientes a los nanoLDH-MTX@Ris dispersos en 

los diferentes medios. 

Medio de dispersión 	1 (mV) 

Agua -37 

-20 

±1 

±1 NaCI l5OmM 

Buffer fosfato 50 mM -29 ±1 

Buffer acetato 50 mM 23 ± 1 

La liberación de MTX en NaCI 150 mM alcanzó el 20% trascurridos los 30 

minutos y se mantuvo constante hasta las 8 horas. La baja liberación de MTX 

se debe a la poca afinidad del anión cloruro por las láminas de los LDHs. 

En cambio, la liberación de MTX en buffer fosfato alcanzó el 50% 

transcurridos 5 minutos (al realizar la primera medición) y se mantuvo 

constante al transcurrir el tiempo, no superó el 60% luego de 8 horas. El 

aumento de la liberación, con respecto a lo obtenido para NaCI 150 mM se 

debe a la mayor afinidad de los aniones fosfatos por las láminas de los LDHs, 

relacionada con su elevada carga y su capacidad para generar puentes de 

hidrógeno con las láminas. 

En ambos casos se obtuvo sólo un pequeño aumento de los valores de 

, lo que indica que la funcionalización de la partícula no se desorbió 
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completamente. Este cambio de los valores de es causado por la desorción 

parcial del anión Ris de la superficie de las láminas, debida a la dilución de 

los nanoLDH-MTX@Ris para realizar el experimento, su concentración se llevó 

hasta 0,5g/L. En el capítulo anterior (ítem 3.3.4) se estudió el efecto de la 

concentración del nanoportador y la fuerza iónica frente a la desorción de la 

funcionalización, los resultados indicaron que la fuerza iónica no causaba 

cambios significativos en los valores de , pero estos valores si se ven 

afectados por la dilución de los nanoLDH-MTX@Ris. 

Finalmente, la liberación de MTX en buffer acético acetato fue la 

menor de las tres, no supero el 10% trascurridas 8 horas. Esto se debe a la falta 

de afinidad del anión acetato por las láminas de los LDHs. Además, el pH del 

medio no es suficiente para la disolución de los LDH5, pero sí para disminuir la 

solubilidad del MTX (pKai= 2,9; pKa2 = 4,6 y  pKa3= 6,6), que en este rango de 

valores de pH presenta reacciones de protonación. Similares resultados se 

han obtenido para la liberación de fármacos ácidos con pKa similares, como 

el ibuprofeno, el cual presentó baja liberación en buffer acético acetato lo 

que se asignó, además de los factores anteriormente propuestos, a la 

protonación de las láminas de los LDH5 que incrementa la carga de las 

láminas la capacidad de retener el fármaco [48]. En este caso, se produjo 

una reversión del valor de (23 mV luego de las 8 horas) lo que indicó la 

pérdida de la funcionalización con Ris. Como se explicó en el capítulo 

anterior en el ítem 3.3.4.3, la funcionalización depende del pH, cuando el pH 

del medio es menor que 5 se produce la protonación de Ris y la consecuente 

desorción desde los nanoLDH-MTX@Ris. 
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4.3.4.2 Disolución 

Para estudiar la liberación por disolución del nanoportador, se realizaron 

cinéticas de disolución de los nanoLDH-MTX y nanoLDH-MTX@Ris en medio ácido 

(figura 4.18). 

S  nanoLDH-MTX 
	

• nanoLDH-MTX/Ris 

o 

1 	• 	1 	• 	1 	 U 

6 	8 	10 	12 
	

14 

tiempo (h) 

Figura 4.18: Cinéticas de disolución para los nanoLDH-MTX y los nanoLDH- 

MTX@Ris. 

Las cinéticas de disolución para los nanoLDH-MTX y los nanoLDH-MTX@Ris 

fueron muy similares. Ambas curvas presentaron una disolución lenta, que llega a 90 

% al cabo de más de 4 horas, esto se relaciona con la intercalación de un anión 

hidrofóbico como el MTX. 
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Los LDHs, al igual que otros hidróxidos de cationes metálicos, presentan grupos 

hidroxilo superficiales capaces de sufrir reacciones de protonación y deprotonación 

[49]. La protonación de los hidroxilo superficiales aumenta la velocidad de disolución 

de las láminas, como consecuencia de la alta polazación que conduce a un 

debilitamiento del enlace M-O. 

La liberación del MTX desde los nanoLDH-MTX en medio ácido puede 

describirse mediante los siguientes pasos: 1) una rápida formación de sitios reactivos 

superficiales, producto de la protonación de los grupos hidroxilo de las láminas y,  2) 

un desacoplamiento lento de los cationes metálicos de la superficie (ecuación 4.3). 

Mg2AI(01—1)6MTXfl)5) + H (oc) 	2Mg2  (oc) + A13  (oc) + nMTX + H20(I) [4.3] 

Trabajos previos indican que los aniones en la superficie e interlámina 

de los LDHs determinan su velocidad de disolución [20]. Así, la disolución de 

los LDHs intercalados con aniones hidrofílicos es más rápida, que la de los 

intercalados con aniones hidrofóbicos [22]. En el caso de los nanoLDH-

MTX@Ris, en medio ácido, se produce la protonación y rápida desorción del 

Ris presente en los nanoLDH-MTX@Ris, por lo que ambas muestras se 

comportan de igual manera. En general, con los resultados obtenidos y los 

informados en bibliografía, se puede deducir que los procesos de liberación 

de fármacos desde los LDHs son por medio de intercambio aniónico en 

medios básicos, ya que en este rango de pH no hay disolución de las láminas 

y la liberación está dirigida por los aniones del medio y la afinidad que estos 

presenten por los LDHs. En cambio, a valores de pH ácido la liberación del 

fármaco es por disolución del nanohíbrido. Específicamente, para este 

estudio se encontró que la vehiculización de MTX en los nanoLDH permitiría 

modular su liberación. Por ejemplo, en un medio neutro que simula el pH del 
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plasmo sanguíneo como es el buffer fosfato (7,4), se lograron liberaciones 

rápidas. Mientras que, en medios ácidos, por ejemplo en buffer acetato (4,7) 

que simula el pH de organelos intracelulares, o incluso en medios con pH más 

bajos se obtienen liberaciones sostenidas en el tiempo, debido a la disolución 

de la matrix. En este sentido, es de resaltar que la disolución ácida de LDHs en 

los lisosomas (pH = 4,7-5,0) se propone como el mecanismo de liberación 

para la vehiculización intracelular de ADN y fármacos anticancerosos por vía 

parenteral [50]. 
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4.4 Conclusiones 

Se logró sintetizar nanoLDH intercalado con M1)( de tamaño, composición y 

morfología adecuada. Los nanohíbridos se prepararon mediante síntesis por 

coprecipitación a pH variable, con una relación Mg/Al 2:1 y  cantidad de MTX inicial 

correspondiente al 50% de la CIA. Además, se encontró que, cuando se utilizaban 

sales de nitrato para la síntesis de los nanoLDH-MTX, estos se mantuvieron en 

dispersión durante peodos de tiempo más largos que los nanoLDH-MTX sintetizados 

con sales de cloruro. 

La funcionalización de los nanoLDH-MTX con Ris, se logró incorporando 

una baja cantidad (18 % CIA) en la superficie de las láminas. De esta manera, 

no se afectaron las características estructurales de los nanoLDH-MTX y se 

obtuvieron partículas que cumplen con los requerimientos de tamaño y 

cargado de fármaco, con valores de d y de 200 nm y = -40 ± 1 mV, 

respectivamente. 

Los estudios de liberación indican que la vehiculización de MTX en los 

nanoLDH permite modular su liberación dependiendo del pH y de los aniones 

del medio. Los principales procesos de liberación son la liberación por 

intercambio aniónico o la disolución del nanoportador. En el primer proceso 

la velocidad de liberación dependió de la afinidad que presenten los 

aniones del medio por las láminas de los nanoLDH. Mientras que en el 

segundo, la velocidad de liberación depende del pH del medio y la 

hidrofilicidad de la superficie de los LDHs. En consecuencia, la liberación del 

MTX desde los nanoLDH-MTX en medio ácido fue más lenta. Este perfil de 

liberación indica que la vehiculización de MTX en los nanoLDH produciría una 

acción terapéutica del MTX más prolongada en el tiempo. 
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Capítulo 5: Interacción con fluidos biológicos 

5.1 Introducción 

A lo largo del presente trabajo de tesis, se ha destacado el avance en 

los estudios sobre los nanomateriales y sus aplicaciones biomédicas, 

principalmente como nanoportadores de fármacos. En este contexto, se ha 

establecido que los nanoportadores de fármacos deben cumplir con ciertas 

propiedades para interactuar adecuadamente con los sistemas biológicos, 

alcanzar el lugar de acción y así aumentar la eficiencia terapéutica del 

fármaco [1]. Principalmente, la hidrofobicidad, el tamaño y la carga de los 

nanoportadores son los factores determinantes de su biocompatibilidad ¡n-

vivo y de su respuesta farmacológica [2]. Los nanoportadores con tamaños 

entre los 50 y  250 nm, con superficies hidrofílicas y carga negativa tienen la 

mayor probabilidad de presentar largos tiempos de circulación en sangre y, 

por ejemplo, acumularse en tejidos tumorales a través del efecto EPR [3-6]. 

La mayoría de los estudios de caracterización de los nanoportadores, se 

han realizado en condiciones in-vitro, utilizando soluciones acuosas que no 

representan completamente la interacción con fluidos biológicos. No 

obstante, recientemente se ha demostrado que cuando los nanoportadores 

ingresan a los fluidos biológicos, las proteínas y otras biomoléculas, como 

lípidos, se adsorben a su superficie conduciendo a la formación de la corona 

proteica (Figura 5.1) [7-9]. Por lo tanto, se pueden estudiar unas 

características que están vinculadas a los nanoportadores en ausencia de 

componentes de fluidos biológicos, que dan lugar a su identidad sintética. 

Por otro lado, y como consecuencia de la interacción con fluidos biológicos, 
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la identidad sintética de los nanoportadores se pierde y adquieren una 

identidad biológica con características interfaciales diferentes. Esta nueva 

identidad gobierna el modo de interacción entre los nanoportadores y, en 

consecuencia el mecanismo de liberación de fármacos en un determinado 

tipo celular [10]. 

Figura 5.1: Los nanoportadores en condiciones ¡n-vitro representan la 

Identidad sintética, mientras que el nanoportador en contacto con fluidos 

biológicos adsorbe proteínas (corona de proteínas) que determinan su 

identidad biológica[1]. 

La composición de la corona proteica es variable y depende en gran 

medida del entorno biológico inicial, de la química superficial de los 

nanoportadores y de la afinidad que las biomoléculas presenten por ellos 

[11]. Es así como la inmensa diversidad de nanoportadores que existe hoy en 

día, puede producir igual número de identidades biológicas. Por lo tanto, la 

caracterización, y control de esta identidad biológica se ha convertido en 

uno de los desafíos más importantes para la administración de fármacos [12-

14]. 
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Si bien la adsorción de biomoléculas altera muchas propiedades 

fisicoquímicas de los nanoportadores, como el tamaño, la forma y la 

composición de la superficie, los nanoportadores también pueden modificar 

las propiedades de las biomoléculas adsorbidas. Por ejemplo, la interacción 

nanoportador-proteínas puede inducir cambios conformacionales en las 

estructuras secundarias de las biomoléculas y alterar su actividad biológica 

[8]. En muchos casos, la adsorción de proteínas en los nanoportadores puede 

inducir fibrilación, inmunosensibilidad y plegamiento incorrecto, alterando 

sustancialmente propiedades como la biodistribución, la circulación, la 

captación celular, la localización intracelular y la toxicidad [15-17]. 

Contrariamente, otros casos han demostrado que la adsorción de 

biomoléculas otorga protección frente a la toxicidad, facilita las 

interacciones mediadas por receptores y mejora los perfiles farmacocinéticos 

[18]. 

La formación de la corona proteica está mediada por interacciones 

físicas no específicas, comunes a todos los sistemas proteína-no noportador 

(van der Waals, electrostática, etc.) [19,20]. Sin embargo, las interacciones 

proteína-proteína (PPI), que involucran dominios (de 35 a 150 residuos de 

aminoácidos organizados en plegamientos de estructuras secundarias 

específicas [25]) que reconocen específicamente sitios o secuencias en otro 

polipéptido [21-23], también juegan un papel importante en la composición 

de la corona proteica [24]. Las PPI que se generan en la corona proteica, se 

pueden estudiar usando herramientas bioinformáticas, y especialmente 

bases de datos de interacción proteína-proteína, que permiten construir las 

redes de interacción [24-26]. Por lo tanto, la formación y composición de la 

corona proteica puede estar mediada por interacciones físicas no 

203 

/ 



Capítulo 5 
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específicas entre los nanoportadores y las proteínas y por interacciones 

biológicamente específica entre las proteínas de la corona [27]. 

En este capítulo, se aborda el estudio de la interacción de los nanoLDH 

y nanoLDH@Ris con fluidos biológicos y la relación entre sus identidades 

sintéticas y biológicas. En primer lugar, se explora el efecto de la adsorción de 

albúmina (Alb) como un sistema sencillo para comprender el efecto de la 

formación de la corona proteica sobre las características superficiales de los 

nanoportadores. En segundo lugar, se analiza la interacción de los 

nanoportadores con las múltiples proteínas presentes en el suero, como el 

suero fetal bovino (SFB). Con este propósito, se realiza la identificación de las 

proteínas de las coronas proteicas formadas sobre los nanoLDH y 

nanoLDH@Ris y se evalúan las interacciones involucradas en este proceso. 

5.2 Metodología experimental 

5.2.1 Interacción con medios biológicos 
	

/ 

Se evaluó el efecto del medio en los valores de d y de las dispersiones tanto 

de los nanoLDH como los nanoLDH@Ris después de equilibrar toda la noche [28]. 

Con este propósito, se realizaron dispersiones 1 gIL de nanoLDH y nanoLDH@Ris en 

diferentes medios de relevancia fisiológica: a) NaCl 5 mmol/L, b) solución fisiológica 

(NaCI 150 mmol/ L), c) solución Ringer (NaCl 110 mmol /L; KCI 5,6 mmol /L; CaCl2 2,25 

mmol/L; NaHCO3 2,4 mmol/L) y d) plasma simulado (solución Ringer, suplementada 

con 40 gIL de Alb). 
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5.2.2 Adsorción de albúmina (Alb) 

Se estudió la capacidad de adsorción de Alb por los nanoLDH y 

nanoLDH@Ris además de su efecto sobre la funcionalización en los 

nanoLDH@Ris. Por otro lado, se evaluó el efecto de la adsorción de proteínas 

en los valores de d y tanto en los nanoLDH como nanoLDH@Ris. Para ello, se 

prepararon dispersiones 1,0 gIL de los nanoLDH y los nanoLDH@Ris en NaCI 

150 Mm con concentraciones crecientes de Alb a pH 9,0 (0 - 0,6 g/L). 

Después de equilibrar toda la noche se determinaron los valores de d, y la 

concentración de Alb y Ris en los sobrenadantes, luego por diferencia se 

calculó el Ris desorbido y Alb adsorbida, expresado como %Ris y íAIb, g/g, 

respectivamente. 

Una vez que se determinó la máxima cantidad de albúmina adsorbida 

(í Alb max), la adsorción de albúmina se expresó como grado de cubrimiento 

rAib/rAib mcx. 

5.2.3 Formación de corona proteica y determinación de la 
identidad Biológica 

La formación de la corona proteica en nanoLDH y nanoLDH@Ris se estudió 

agregando la dispersión correspondiente a una solución 30% (V/V) de Suero Fetal 

Bovino (SFB) y volumen final de lOmL, de tal manera que la concentración de las 

dispersiones fuera 1,0 g/L. Después de agitar las suspensiones durante 1 hora se 

determinaron los valores de d y . Posteriormente se realizó la identificación de las 

proteínas presentes en la corona proteica, como se describe a continuación (figura 

5.2). 
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Figuro 5.2: Metodología experimental para realizar la identificación y 

caracterización de las proteínas constituyentes de las coronas proteicas de 

los nanoLDH y nanoLDH@Ris. (* El perfil SDS-PAGE mostrado en la figura esa modo de ejemplo). 

5.2.3.1 Identificación de proteínas 

Con el propósito de identificar las proteínas que hacen parte de la 

corona proteica adsorbida sobre los nanoLDH y nanoLDH@Ris se realizaron los 

siguientes pasos previos: a) separar el complejo nanoportador/corona de las 

proteínas del SFB que no se adsorbieron, b) eluir la corona proteica formada 

sobre los nanoportadores, c) separar las proteínas constituyentes de la 

corona y finalmente, d) análisis e identificación de las proteínas. Esta serie de 

pasos se detallan a continuación [27]: 

a) La separación del complejo nanoportador/corona de las proteínas 

del SFB que no se adsorbieron, se logró utilizando disoluciones con 

una concentración final de 0,1 gIL en agua, se agregaron a un 
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colchón de sacarosa (0,7 M) y se centrifugaron (19000 g). Los 

precipitados formados se lavaron tres veces con agua. 

b) Las proteínas que formaron parte de la corona proteica de los 

nanoportadores se eluyeron añadiendo a los precipitados 

obtenidos, buffer de muestra para electroforesis en gel de 

poliacrilamida con dodecilsulfato sádico (SDS-PAGE, por sus siglas en 

inglés). Este buffer contiene: 62,5 Mm Tris-HCI pH 6,8, 2% P/V SDS, 10% 

glicerol, 50 mM 2-mercaptoetanol y  0,01% P/V azul de bromofenol. 

Finalmente se incubaron a 95 oc durante 5 mm. 

c) La separación de proteínas se realizó mediante SDS-PAGE de la 

siguiente manera: 20 pl de la suspensión obtenida en b), se corrieron 

en un gel de SDS-poliacrilamida al 6% durante 2 min a 200V y  las 

proteínas se tiñeron con azul brillante de Coomassie G-250. Las 

bandas se cortaron, se lavaron, se redujeron y se S-alquilaron. Se 

realizó la digestión de los trozos de gel cubiertos con 2 ng/pL de 

tripsina en 5 mM de NH4HCO3 y se incubó durante toda la noche a 

37 °C. Después de eliminar las sales con una punta de pipeta ZipTip 

C18 (Merck Millipore), la muestra se liofilizó y se suspendió en una 

solución de ácido fórmico al 0,1%. 

d) El análisis e identificación de las proteínas constituyentes de la 

corona proteica de las muestras nanoLDH y nanoLDH©Ris fue 

realizada mediante nano LC-MS/MS en un espectrómetro de masas 

Q-Thermo Schermo y se ionizaron por electropulverizacián con EASY-

SPRAY (CEQUIBIEM, Bs Aires, Argentina). La cromatografía líquida 

capilar de péptidos trípticos se realizó con Thermo Scientific, sistema 
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EASY-nLC 1000. (estas técnicas y la metodología empleada se 

detallan en el capítulo 2). Las proteínas identificadas se asignaron a 

la especie Bos Taurus (vaca) mediante la búsqueda en la base de 

datos UniProtKB. Las proteínas identificadas se clasificaron según sus 

funciones utilizando la base de datos (DAVID) v6.8. 

5.2.3.2 Interacción proteína-proteína 

Con las proteínas identificadas en cada una de las coronas proteicas 

(nanoLDH y nanoLDH@Ris) se construyó una red PPI utilizando la base de datos 

STRING (Search bol for the Retrieval of lnteracting Genes/Proteins) versión 10.0 

(http://string-db.org/). Para la construcción de esta red, STRING usa información de 

bases de datos públicas que incluyen datos experimentales y predicciones 

computacionales (interacción dominio-dominio). La red PPI resume las asociaciones 

predichas para un grupo particular de proteínas. Los nodos de la red son proteínas, 

los bordes representan las asociaciones funcionales predichas, y el grosor de los 

bordes indica el grado de confianza en la predicción de la interacción, la 

puntuación de interacción mínima requerida es 0,7. Los parámetros estadísticos que 

caracterizan la red incluyen el número de nodos y bordes, el grado promedio de 

nodos (representa la cantidad de interacciones que tiene una proteína de la red en 

promedio), el coeficiente de agrupamiento (mide la conexión de los nodos en la 

red), el número esperado de bordes (indica cuántos bordes se esperan si los nodos 

se seleccionaron al azar) y el p-valor de enriquecimiento PPI (indica silos nodos no 

son aleatorios y si el número observado de bordes es significativo). El coeficiente de 

agrupamiento de la red se calcula como el promedio de los coeficientes de 

agrupamiento de todos los nodos. Por ejemplo, si un nodo interactúa con todos sus 

vecinos, tendría un coeficiente de 1 y si no interactúa con ninguno, tendría un 

coeficiente de 0. 
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5.3 	Resultados y discusión 

5.3.1 Interacción con medios biológicos 

El tamaño es una de las características principales que afecta el 

rendimiento de los nanoportadores de fármacos; se espera que los medios 

fisiológicos induzcan cierto grado de agregación debido a su alta fuerza 

jónica y composición compleja [29]. En la figura 5.3 se presentan los valores 

de d y de los nanoLDH y nanoLDH@Ris dispersos en medios de relevancia 

fisiológica: solución fisiológica, solución Ringer y plasma simulado. De esta 

manera, se estudió el efecto de parámetros como la fuerza iónica o la 

presencia de proteína sobre los valores de d y , como un primer análisis para 

comprender las diferencias entre las identidades sintéticas y biológicas. 

Figura 5.3: Valores de d y para los nanoLDH@Ris y nanoLDH dispersos en 

diferentes medios de relevancia fisiológica. 
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Los nanoLDH y nanoLDH@Ris dispersos en la solución NaCI 5mM se 

utilizaron como referencia de identidad sintética para comparar los cambios 

que presentaron los valores de d y con respecto a los medios fisiológicos, 

representativos de identidades biológicas de creciente complejidad. La 

solución fisiológica contiene sólo NaCI, mientras que la solución Ringer incluye 

los tres principales cationes presentes en los medios fisiológicos (Na, K+ y 

Cae,-). Finalmente, el plasma simulado difiere con la solución Ringer en la 

presencia de Alb en una concentración similar a la del plasma humano (40 

g/L). 

El valor de d de los nanoLDH en solución fisiológica aumentó 

considerablemente, mientras que los valores de d para los nanoLDH@Ris no 

se vieron afectados por la alta fuerza iónica de la solución fisiológica. Estos 

resultados concuerdan con el estudio realizado en el capítulo 3 ítem 3.2.4.2, 

donde se estudió el efecto de la fuerza iónica sobre el tamaño de los 

nanoportadores funcionalizados con Ris. Este efecto puede atribuirse 

principalmente al cambio en los valores de con un aumento de la fuerza 

iónica, que se minimiza con la funcionalización con Ris. 

Por el contrario, los valores de d medidos para ambas dispersiones 

aumentaron considerablemente en solución Ringer, debido a la fuerte 

disminución de los valores de 1. En este caso, la presencia de cationes como 

el Cae inhibe el efecto estabilizante de la funcionalización, ya que 

interacciona con el anión HRis3- provocando la agregación, como se 

estableció en el estudio de la especificidad de la funcionalización por la 

hidroxiapatita (capitulo 3 ítem 3.3.5). Finalmente, se observó que los valores 

de d en plasma simulado fueron de alrededor de 100 nm y los valores de ~ 

fueron aproximadamente de -10 mV, para ambas dispersiones. Este valor 

negativo de indica que la adsorción de Alb sobre los nanoportadores 
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genero un efecto estabilizador frente o lo agregación. Por lo tanto, también 

se analizó el efecto de lo concentración de Alb en los nonoportadores como 

se explico o continuación. Estos resultados muestran claramente que aún lo 

presencio de uno solo proteína en esto solución modifico drásticomente los 

propiedades interfocioles de los nonoportodores. 

5.3.2 Adsorción de albúmina (Alb) 

Con el propósito de iniciar el análisis del efecto de lo formación de lo 

corono proteico sobre los valores de d y , se estudió el proceso de adsorción 

de Alb en los nonoLDH y nonoLDH@Ris en soluciones fisiológicos, tal como se 

presento en la figuro 5.4. 

U r.noLDH 	• nLOI4R,. 

0,00 	0,05 	0,10 	0,15 	0,20 

Alb (glg) 

Figura 5.4: (A) Cantidad de Alb adsorbida (r) vs. concentración en el 

equilibrio, (B) desorción de Ris (%Ris) y (0) valores de d y para los 

nanoLDH©Ris y nanoLDH en función de la relación íAIbf rAlbmax. 
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En la figura 5.4 A se presenta la adsorción de Alb tanto en los nanoLDH 

como en los nanoLDH@Ris. Para los nanoLDH, se observó un marcado 

incremento en íAIb a bajas concentraciones [Alb]eq, este comportamiento 

indica una alta afinidad de Alb sobre los nanoLDH. Es decir, que esta proteína 

con carga negativa en solución fisiológica (su punto isoeléctrico es 4,7 [30]) 

presenta una fuerte interacción electrostática por la superficie de estos 

nanoportadores cargados positivamente. Para valores de íAIb cercanos a 

lgIg, se presenta una disminución de la pendiente hasta valores de íAIb = 1,5 

g/g que corresponde a la cantidad máxima adsorbida. Por el contrario, para 

los nanoLDH@Ris no se presentó un incremento inicial tan marcado de íAb'/ Q 

máxima cantidad adsorbida fue de 0,2 g/g. Esta baja adsorción, se debe 

principalmente a la repulsión electrostática entre los nanoLDH@Ris cargados 

negativamente y la Alb, así como a la alta afinidad del anión HRis3 , por la 

superficie de los nanoLDH@Ris. Así, el desplazamiento 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 y para los nanoLDH y 

nanoLDH@Ris en función del grado de cubrimiento íAIb/íAIb max. Al aumentar 

esta relación, se observó que los valores de 1 para los nanoLDH@Ris se 

tornaron ligeramente menos negativos, mientras que para los nanoLDH se 

observó una inversión del potencial positivo hasta un valor de -23 mV. Ambas 

muestras presentaron valores convergentes de cuando rAib/rAib Max = 1, lo 

que indica que la Alb es la que determina este valor, de forma similar a lo 

encontrado para otros LDH5 y para óxidos metálicos [1,31]. Por otro lado, la 

dependencia de los valores de d con el grado de cubrimiento íAIb/íAb max fue 

similar para ambas muestras: aumentaron cuando la relación íAjb/íAIb max fue 

baja y disminuyeron al aumentar esta relación, hasta alcanzar 

aproximadamente lOOnm cuando íAIb/íAIb max = 1. Ese comportamiento, se 
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debe principalmente a los cambios observados en los valores de Ç Por lo 

tanto, la formación de la corona proteica (aun con sólo una proteína) 

cuando rAIb/rAlb Max = 1 en este experimento, yen el caso del plasma simulado, 

inhibió la formación de agregados. Esta estabilidad frente a la agregación no 

se debe a interacciones electrostáticas, sino al impedimento estérico 

causado por la proteína, ya que los valores de no fueron lo suficientemente 

altos como para causar la repulsión electrostática. 

Por otra parte, cabe destacar que los nanoportadores pueden causar 

que la proteína adsorbidas pierda su estructura nativa, previamente se ha 

estudiado la adsorción de albumino sobre LDH intercalados con aniones de 

diferentes naturaleza como, C1, CO3 y dodecilsulfato [1]. Mediante 

espectroscopia IR determinaron que la Alb adsorbida en los LDHs 

intercalados con CI-  y 0032-  no sufrió cambios en su estructura, caso contrario 

ocurrió con la Alb adsorbida en el LDH intercalado con dodecilsulfato. 

5.3.3 Formación de corona proteica y determinación de la 

identidad Biológica 

Se estudió la formación de la corona proteica incubando los nanoLDH y 

nanoLDH@Ris en una solución de SFB. Asimismo, se comparó la identidad sintética e 

identidad biológica de estos nanoportadores mediante determinaciones de los 

valores de d y antes y después de la formación de la corona (tabla 5.1). 
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nanoLDH nanoLDH@Ris 

(mV) (mV) 

Identidad sintética 82±3 45±1 182±10 -28±2 

Identidad biológica 130 ± 3 -14±1 240 ± 10 -10±1 

Capítulo 5 

Tabla 5.1. Valores de d y medidos para nanoLDH y nanoLDH@Ris dispersos 

en agua (identidad sintética) y SFB (identidad biológica). 

Tal como se observó con Alb, la formación de la corona proteica 

produce cambios en los valores de d y , dando lugar a nanoportadores con 

características interfaciales diferentes a las de las partículas recién 

sintetizadas. Tanto para los nanoLDH como para los nanoLDH@Ris se presentó 

un pequeño incremento en los valores de d, sin embargo, estos valores se 

mantuvieron cercanos a los 200 nm, dentro del rango óptimo para ser 

utilizados como nanoportadores. En cuanto a los valores de , estos 

convergieron a valores cercanos a -10 mV. Este potencial negativo es 

consistente con el hecho de que la Alb y la mayoría de las proteínas del 

suero tienen un punto isoeléctrico entre pH 6 y 7, y, por lo tanto, tienen una 

carga negativa a pH 7,4. La adsorción de las proteínas aniónicas del SFB 

enmascaro la carga positiva de los nanotransportadores, lo que podría 

dificultar su interacción con la membrana celular y la internalización 

mediada por clatrina, mecanismo propuesto para los LDHs [32, 33]. No 

obstante, la célula cuanta con otros mecanismos que permiten la 

internalización, se ha reportado que la formación de la corona proteica 

sobre otro tipo de nanopartículas como sílice, poliestireno [34], oro [35] y 

óxidos metálicos [36], también genero esta carga negativa e igual muestran 
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una transfección de la membrana celular, incluso en algunos caso más eficaz 

que la transfección de partículas sin la corona [34]. 

Para continuar con la caracterización de la identidad biológica, se 

identificaron las proteínas constituyentes de las coronas proteicas de los 

nanoLDH y nanoLDH@Ris como se describe a continuación. 

5.3.3.1 Identificación de proteínas 

Primero, se separan las proteínas que no hacían parte de la corona 

proteica, utilizando un colchón de sacarosa y realizando una serie de 

centrifugados y lavados. Luego, se separaron las proteínas de acuerdo a su 

tamaño mediante SDS-PAGE, los fragmentos obtenidos se identificaron 

mediante LC-MS y finalmente con las proteínas identificadas se construyó la 

red de interacción proteína-proteína, esta se explica con mayor detalle en el 

ítem 5.3.4.2. 

Una vez identificadas las proteínas adsorbidas sobre los nanoportadores 

se utilizó la herramienta bioinformática DAVID para clasificarlas de acuerdo a 

su función biológica, punto isoeléctrico (pl) y peso molecular (PM). En la tabla 

5.2 se presentan cinco grupos de proteínas según la función biológica que 

cumplen. 
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Tabla 5.2. Proteínas séricas constituyentes de las coronas proteicas de 

los nanoLDH y nanoLDH@Ris. 

Descripción 

1) Proteínas estructurales 

pl PM nanoLDH (KDO) nanoLDH@Rls 

Serum albumin 6,18 69,2 x 
Gelsolin 6,2] 85,6 x 
Cartilage ollgomerlc matrlx protein 4,83 81,8 x 
Hemoglobin subunit alpha 844 15,2 x 
Keratin, type II cytoskeletal 5 7,8] 60,6 

Neural ccli adhesion molecule 1 (Fragment) 4,96 92,7 

Lumican 6,35 38,7 

2) Lipoprotelnas 

Apolipoprotein E 5,67 36,0 

Apolipoprotein A-I 5,97 30,3 x 
Alpha-2-HS-91ycoproteln 5,50 38,4 

3) Vías de complemento 

Complement C3 7,02 187,0 x 
Complement factor H 6,8] 140,3 x 
Complement factor B 7,68 85,3 x 
Complement Cis subcomponent 5,08 76,6 

Complement component C7 7,20 92,9 x 
Complement C5a 6,47 188,9 

4) Proteínas de fase aguda 

lnter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 7,94 106,1 x 
lnter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 5,90 99,5 x 
lnfer-alpha-trypsln inhibitor heavy chain H4 6,68 101,5 x 
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain Hl 7,20 101,2 x 
Adiponectin 5,74 26,] 

Continúa siguiente página. 
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Tabla 5.2. Continuación 

5) 	Factores de coagulación pl PM 
KDa nanoLDH nanoLDHRis 

Alpha-2-macroglobulln 6,02 167,5 x x 
Klninogen- 1 6,62 68,8 x x 
Klninogen-2 6,57 68,7 x x 
Plasminogen 7,64 91,2 x x 
Embryo-speclflc fibronectin 1 transcrlpt voriont 5,74 262,3 x x 
von Willebrond factor (Fragment) 5,60 102,5 x 
Antithrombln-III 6,80 52,4 x 
Plasmo serme protease inhibitor 9,36 45,3 x 
Thrombospondin- 1 4,94 129,3 x x 
protein AMBP precursor 7,78 39,3 x x 
Alpha-1 -antiproteinase 6,52 46,1 x x 
Serpin A3-2 5,99 46,2 x x 
SERPIND1 protein 6,86 55,2 x 

El 	SFB 	está 	constituido 	por 	más de 200 proteínas de diferente 

naturaleza, no obstante, se encontró que tan sólo un pequeño número de 

estas proteínas constituían la corona proteica de los nanoLDH y nanoLDH@Ris, 

32 y  22, respectivamente. Para diferenciar las proteínas que formaron parte 

de las diferentes coronas se utiliza una X en las dos últimas columnas de la 

tabla 5.2. La clasificación realizada para estas proteínas mostró un 

enriquecimiento significativo de proteínas plasmáticas con bajo peso 

molecular (PM <120 kDa) y cargadas negativamente para ambas coronas. 

Las proteínas se adsorben sobre los nanoportadores indistintamente de la 

carga que estos presenten, provocando que la identidad biológica presente 

valores de negativos (tabla 5.1). Estos resultados indican que la formación 

de la corona proteica no está dada solo por interacciones electrostáticas, 

sino también por otro tipo de interacción, además los sistemas biológicos se 

217 



Capítulo 5 

enfrentarían con nanoportadores cargados negativamente sin importar su 

identidad sintética [35]. 

En la figura 5.5 se presenta los porcentajes de proteínas que constituyen 

las coronas proteicas de los nanoLDH y nanoLDH@Ris, de acuerdo a su 

función biológica. Este porcentaje se determina en base al número de 

proteínas totales que forman la respectiva corona proteica, por ejemplo: de 

las 32 proteínas que formaron la corona de los nanoLDH@Ris el 5% son 

lipoproteínas. Las proteínas identificadas están relacionadas con diferentes 

procesos biológicos (coagulación, respuesta de fase aguda, metabolismo de 

los lípidos y otras proteínas relacionadas con las estructuras de las células), 

este análisis reveló un enriquecimiento significativo de proteínas implicadas 

en la coagulación, para ambos casos. 

U nanoLDH es nanoLDH@Ris 

34 41 
22 18 	 19 18 	16 18 . m  -  9  

Estructura 	Lipoproteína Complemento 	Fose aguda 	Factor de 
coagulación 

Figura 5.5: Porcentaje de número de proteínas que forman parte de las 

coronas proteicas de los nanoLDH y nanoLDH@Ris clasificadas de acuerdo a 

su función biológica. 

Se observó que las proteínas implicadas en la coagulación eran 

predominantes tanto en la corona de los nanoLDH como en la de los 

nanoLDH@Ris estas conformaron el 34% y 41% de la corona respectivamente. 

En particular, la ausencia de fibrinógeno en la corona los nanoportadores, 
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sugiere que estos nanoportadores serían más hemocompatibles, ya que la 

presencia de esta proteína puede causar trombosis como efecto secundario, 

al estar relacionada con la activación del factor de coagulación FXII [37] [38]. 

También se encontró que el 22% de las proteínas de la corona de los 

nanoLDH y el 18% de los nanoLDH@Ris pertenecían a las proteínas 

estructurales, grupo al que pertenece la Alb, la cual como vimos 

anteriormente, presenta una alta afinidad por la superficie de los LDHs. Esta es 

una proteína del grupo de las disopsoninas, que inhibe la captación por 

macrófagos, asegurando largos tiempos de circulación [10]. Las proteínas de 

fase aguda es otro grupo representativo: el 16% de las proteínas en la corona 

de los nanoLDH y el 18% en los nanoLDH@Ris forman parte de este grupo. Las 

proteínas en fase aguda son una clase de proteínas cuyas concentraciones 

en plasma aumentan o disminuye en respuesta a la inflamación [39]. Por otra 

parte, el 19% y  el 18% de las proteínas en la corona de os nanoLDH y 

nanoLDH@Ris, respectivamente, se encontraron en el grupo de proteínas de 

complemento, una parte clave de la respuesta inmune innata. Las opsoninas 

incluidas en este grupo promueven la fagocitosis y una rápida eliminación de 

los nanoportadores del torrente sanguíneo [40,41]. Finalmente, las proteínas 

involucradas en el transporte de lípidos y colesterol en el torrente sanguíneo 

[42] y, como tal, relacionadas con el tráfico intracelular, el destino y el 

transporte de nanoportadores, tan solo conformaban el 9% de la corona de 

los nanoLDH y el 5% de los nanoLDH@Ris. Este grupo incluye las 

apolipoproteínas, que promueven la circulación prolongada de la 

circulación sanguínea [41]. 
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5.3.3.2 Interacción proteína-proteína 

Finalmente, se construyó una red PPI con las proteínas que 

conformaron tanto Da corona proteica de los nanoLDH como de los 

nanoLDH@Ris utilizando la herramienta bioinformática STRING [43,44], como 

se indica en la Fig. 5.6 (los parámetros estadísticos de la red se especifican en 

la Tabla 5.3). 

C7 
	

SERPINA 
	 ENSBTAGOO26417 

Figura 5.6: Red FF1 de las coronas proteicas formadas en los nanoLDH y 
nanoLDH@Ris. 

El p-valor del enriquecimiento de PPI y el número esperado de 

interacciones indicaron que los nodos no se distribuyeron al azar y que el 

número observado de interacciones fue significativo para ambos casos. 
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Tabla 5.3. Parámetros estadísticos de la red PPI. 

nanoLDH nanoLDH@Ris 

Numero de nodos 32 22 
Numero de interacciones 43 22 
Grado medio del nodo 2,69 2 
Coeficiente de agrupamiento 0,84 0,48 

0 
0 

Numero esperado de interacciones 2 
p-value del enriquecimiento de PPI 0 

De las 32 proteínas identificadas en los nanoLDH, 23 (coeficiente de 

agrupamiento de 0,84) participaron en la red con un número global de 

interacciones de 43 y  un grado medio del nodo 2,69. Por otra parte, para la 

red correspondiente a la corona de los nanoLDH@Ris se observaron 22 solo 16 

(coeficiente de agrupamiento de 0,48) participaron en la red con un número 

global de interacciones de 22 y un grado medio del nodo 2. 

Las redes muestran un recubrimiento de proteínas con un alto grado de 

interconexiones entre ellas, es decir, cada nodo interactúa con casi todos sus 

vecinos. Además, la Alb aparece como un nodo central del cual emergen 

todas las interacciones, que puede estar relacionado con que la Alb es la 

proteína que se encuentra en mayor proporción en el SFB, además de que la 

Alb presenta múltiples dominios de interacción, debido a su principal función 

biológica como proteína transportadora en la circulación sanguínea [45]. 

Estos resultados permiten verificar que la red PPI juega un papel 

importante en la conformación de la corona proteica. Las proteínas no sólo 

se incorporan por interacciones inespecíficas con la superficie de los 

nanoportadores, sino también por interacciones específicas entre las 

proteínas. Esta observación está claramente relacionada con los resultados 
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informados en varios trabajos donde la abundancia relativa de proteínas en 

la corona en general, no refleja, su abundancia relativa en el suero [12,46,47]. 
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5.4 Conclusiones 

Se logró comprobar que los nanoLDH y los nanoLDH@Ris dispersos en 

agua (identidad sintética) cambian enormemente sus propiedades 

interfaciales al ingresar a un fluido biológico debido a su interacción con los 

componentes biológicos (identidad biológica). Incluso en la formación de la 

corona con una sola proteína como la Alb, se observó que tanto para los 

nanoLDH como para los nanoLDH@Ris los valores de 	convergieron 

aproximadamente a -10 mV. Además, la formación de la corona proteica 

sobre los nanoportadores inhibió la formación de agregados a pesar de la 

alta fuerza iónica presente en la solución. Lo cual se debe al impedimento 

estérico causado por las proteínas adsorbidas. Estos resultados indican que 

los nanoLDH y nanoLDH@Ris conservan sus propiedades como 

nanoportadores de fármacos después de interactuar con los medios 

biológicos. 

La composición de la corona proteica formada sobre los 

nanoportadores depende fuertemente de su química superficial. Luego de la 

interacción de los nanoportadores con el SFB, se encontró que tan solo un 

pequeño número de proteínas constituían la corona proteica de los nanoLDH 

y nanoLDH@Ris, 32 y  21 respectivamente, en su mayoría eran proteínas de 

bajo peso molecular y carga negativa. Las coronas proteicas en nanoLDH y 

nanoLDH@Ris difieren en su composición ya que la funcionalización con Ris 

causo que menor número de proteínas se adsorbieran sobre los nanoLDH@Ris 

y en algunos casos de naturaleza diferente en comparación con las 

adsorbidas en los nanoLDH. 

La red PPI jugó un papel importante en la determinación de la 

composición de la corona proteica, ya que permitió caracterizar el grupo de 
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proteínas adsorbidas sobre la superficie de los nanoportadores y como estas 

interaccionan entre sí. Este estudio permitiría entender como interaccionan 

los nanoportadores, las proteínas y las células, ya que se ha reportado que las 

interacciones electrostáticas no parecen ser el único factor determinante, 

sino que el reconocimiento biológico específico también desempeña un 

papel fundamental. 
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Capítulo 6: Conclusiones y perspectivas futuras 

6.1 Conclusiones 

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis doctoral, se 

realizó una contribución en el desarrollo de nuevos sistemas portadores para 

el tratamiento del cáncer en huesos, mediante el estudio fundamental 

relacionado con la síntesis y optimización de nanoportadores de fármacos. 

Específicamente, en este trabajo se sintetizaron nanoportadores de fármacos 

basados en LDH5 (nanoLDH) para la administración sitio-específica de 

metotrexato (MTX) en tejido óseo. Este objetivo se alcanzó a través de una 

serie de etapas, que incluyen la síntesis, funcionalización con risedronato (Ris), 

incorporación del agente anticancerígeno y su evaluación en medios de 

relevancia fisiológica. 

En primer lugar, se obtuvieron nanoLDH mediante síntesis por 

coprecipitación a pH constante, que se funcionalizaron con Ris 

(nanoLDH@Ris) sin perder su tamaño nanométrico. Luego, estos 

nanoportadores se caracterizaron en diferentes condiciones de relevancia 

fisiológica. Se determinó que la funcionalización presentaba alta estabilidad 

frente a la desorción en condiciones de fuerza iónica alta y en presencia de 

aniones de diferente naturaleza. El Ris sólo se desorbió completamente a 

bajas concentraciones de nanoLDH@Ris o cuando los valores de pH del 

medio fueron menores a 4,0. Además, la funcionalización actuó como 

estabilizante frente a la agregación. Finalmente, se corroboró la 
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1 

osteoespecificidad de los nanoLDH@Ris, a través de su interacción con 

hidroxiapatita. 

En segundo lugar, se evaluaron diferentes estrategias para incorporar el 

fármaco oncológico a los nanoportadores (nanoLDH-MTX). En este caso la 

metodología empleada fue la síntesis por coprecipitación a pH variable, 

seguida de la funcionalización con Ris por intercambio aniónico (nanoLDH-

MTX@Ris). De esta manera, se obtuvieron nanohíbridos que cumplen con los 

requerimientos adecuados de tamaño (200 nm) y cargado de fármaco (22% 

P/P). Asimismo, la vehiculización de MTX en los nanoLDH y nanoLDH@Ris 

permite modular su liberación dependiendo del pH y de los aniones del 

medio. 

Finalmente, se estudió la interacción de los nanoLDH y nanoLDH@Ris 

con fluidos biológicos (identidad biológica), empezando con la 

incorporación de albúmina (Alb) hasta fluidos más complejos, como el suero 

fetal bovino (SFB). En ambos casos, se encontró que la adsorción de proteínas 

produce la formación de la corona proteica que cambia las características 

interfaciales e inhibe la formación de agregados. Las interacciones no 

específicas son las responsables de la interacción nanoportador-proteínas, 

mientras que las interacciones proteína-proteína determinan la composición 

de la corona a través de una red de reconocimiento biológico específico. La 

corona está formada por un pequeño grupo de proteínas, entre las más de 

200 que constituyen el SFB, que en su mayoría presentaron carga negativa a 

pH fisiológico. Debido a esto, la identidad biológica de estos nanoportadores 

presenta valores de negativos, que conjuntamente con el impedimento 

esférico causado por las proteínas, inhiben la agregación. Por otro lado, se 

encontró que la presencia de Ris en la superficie de los nanoportadores 

234 

149 



& 

JBLIOTECA DE CIE NUlAS OtJIMIOAS 

Conclusiones y perspectivas 

afecta la formación de la corona proteica, tanto en número como en 

composición. 

Por lo tanto, las propiedades más destacables que presentan los 

nanoLDH-MTX@Ris obtenidos durante este trabajo de tesis doctoral son: la 

propiedad de responder a los cambios de pH, la afinidad específica por la 

hidroxiapatita y la capacidad de modular la liberación del fármaco de 

acuerdo al entorno, a través de diferentes mecanismos. Además, conservan 

estas propiedades después de interactuar con los medios biológicos. En este 

contexto, los resultados obtenidos durante este trabajo de tesis, representan 

una promisoria aplicación de los mismos para el desarrollo como portadores 

de fármacos anticancerígenos con localización específica en tejido óseo, de 

una manera más segura y eficiente. 
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6.2 Perspectivas 

En términos generales, el presente trabajo de tesis doctoral representa 

un aporte a la investigación fundamental, tanto en el desarrollo de 

nanoportadores de fármacos, como en el conocimiento de los hidróxidos 

dobles laminares. Sin embargo, se hace necesario profundizar más en este 

campo de investigación. Particularmente, sería interesante evaluar el efecto 

de la identidad biológica de los nanoportadores en el transporte y liberación 

de fármacos, aspecto poco estudiado con nanoLDHs. Asimismo, sería 

provechoso optimizar las condiciones de liberación in vitro, en cuanto a 

citotoxicidad y efecto terapéutico, con la perspectiva de encontrar 

formulaciones óptimas para su aplicación en modelos animales. Finalmente, 

estos híbridos basados en nanoLDHs funcionalizados, para lograr sitio-

especificidad en huesos, podrían extenderse hacia otros fármacos. También, 

podría utilizarse MTX combinado con nanoLDHs con otras funcionalidades 

para alcanzar otro tipo de tejidos. 

El complemento y generalización de estos estudios, permitiría ampliar los 

resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral y fortalecer la idea de 

la promisoria aplicación que presentan estos nanoportadores para la 

administración de fármacos con localización específica, en general, y de 

agentes anticancerígenos para tejido óseo, en particular. 

236 

J 

) 


