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Resumen

El desarrollo cientifico y tecnoldgico de los ultimos afios se ha acompafiado de un
aumento de la esperanza de vida y un incremento, en consecuencia, de eventos asociados a
desordenes patoldgicos. En el tejido dseo, estas afecciones incluyen desde fracturas hasta
osteoporosis, osteomielitis, osteosarcoma y osteoartritis. Esto ha acrecentado el niumero de
implantes e injertos de hueso realizados en el ambito de la ortopedia y odontologia. Estas
cirugias suponen un riesgo inherente de infeccion y de desarrollo de afecciones
periimplantarias, con el consecuente aflojamiento del implante y necesidad de procedimientos
de revision. El desarrollo de microorganismos en la superficie de una prétesis genera un
proceso infeccioso que cursa con inflamacién de los tejidos blandos que rodean al implante,
comprometiendo su futuro.

Adicionalmente, en muchos casos son necesarias cirugias de revision por aflojamiento
aséptico, es decir, aflojamiento del implante debido a procesos no infecciosos. Este evento esta
asociado a la falta de integracion del implante con el hueso (osteointegracion), con
impedimento de fijacion de la protesis al cuerpo.

En virtud de lo mencionado, el objetivo de este trabajo fue el desarrollo de nuevas
estrategias que permitan conjuntamente mejorar la integracion hueso-implante y a la vez evitar
la colonizacidon bacteriana de las superficies implantables. Para la implementacion de dichas
estrategias se emplearon nanoparticulas de hidroxiapatita (nano-HA), las cuales reiinen muchas
caracteristicas que la convierten en una alternativa ideal para su uso en el desarrollo de
biomateriales destinados al tejido 6seo: composicion quimica similar a la fase mineral 6sea,
biocompatibilidad, biodegradabilidad y propiedades osteoinductivas.

Para ello, se han abordado diferentes enfoques como el desarrollo de plataformas y/o
formulaciones portadoras de farmacos (plataformas HAJ/CIP, HA/L-ARG/IBU y la
formulacion multifarmaco LMm/nano-HA,), asi como mecanismos alternativos para impedir
la colonizacion de superficies implantables por parte de microrganismos sin la incorporacion
de principios activos (plataformas HA/MoOx). Los sistemas desarrollados demostraron ser
estrategias validas y con potencial para su aplicabilidad como biomateriales para el
recubrimiento de superficies implantables y/o relleno de pequefios defectos dseos.

Las plataformas HA/CIP, HA/J/L-ARG/IBU y la formulacion multifarmaco
LMm/nano-HA, propiciaron la liberacion de los farmacos ibuprofeno y ciprofloxacina dentro

de los rangos de concentracion terapéuticos, con una cinética controlada dependiente del pH 'y
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en los tiempos adecuados en relacion al proceso normal de curacion de heridas. Ademas, la
formulacion multifarmaco demostré estabilidad de almacenamiento en un marco temporal
apropiado, actividad antibacteriana in vitro frente a Staphylococcus aureus y Pseudomona
aeruginosa y biocompatibilidad in vitro en cultivos primarios de osteoblastos de calvaria de
rata.

Por otra parte, a partir del desarrollo de las plataformas HA//MoOx hemos confirmado
que las propiedades de fluorescencia autoactivadas pueden inducirse combinando 6xidos de
molibdeno (MoOXx) con cristales de HA. Los defectos puntuales inducidos en nano-HA; acttian
como aceptores de electrones, propiciandole propiedades redox al material que explicarian la
actividad antibacteriana de las plataformas frente a las cepas bacterianas Staphylococcus
aureus y Pseudomona aeruginosa. Se verificd la biocompatibilidad in vitro de estas
plataformas por interaccion de las mismas con cultivos primarios de osteoblastos de calvaria

de rata.



Abstract

The scientific and technological development of recent years has been accompanied by
an increase in life expectancy and, consequently, an increase in events associated with
pathological disorders. In bone tissue, these conditions range from fractures to osteoporosis,
osteomyelitis, osteosarcoma and osteoarthritis. This has increased the number of implants and
bone grafts performed in the field of orthopedics and dentistry. These surgeries pose an inherent
risk of infection and the development of peri-implant conditions, with the consequent loosening
of the implant and the need for revision procedures. The microorganism’s growth on the surface
of a prosthesis generates an infectious process that causes inflammation of the soft tissues
surrounding the implant, compromising its future.

Additionally, in many cases revision surgeries are necessary due to aseptic loosening,
that is, loosening of the implant due to non-infectious processes. This event is associated with
the lack of integration of the implant with the bone (osseointegration), with a prosthesis fixation
impediment to the body.

By virtue of the above, the objective of this work was the development of new strategies
that jointly allow to improve bone-implant integration and, at the same time, avoid bacterial
colonization of implantable surfaces. For the implementation of these strategies,
hydroxyapatite nanoparticles (nano-HA) were used, which have many characteristics that make
them an ideal alternative to use in the development of biomaterials for bone tissue: chemical
composition similar to the bone mineral phase, biocompatibility, biodegradability and
osteoinductive properties.

To this end, different approaches have been addressed, such as the development of drug-
releasing platforms and/or formulations (HA/CIP, HA/L-ARG/IBU platforms, and the
LMm/nano-HA| multidrug formulation), as well as alternative mechanisms to prevent the
colonization of implantable surfaces by microorganisms without the incorporation of active
ingredients (HA/MoOx platforms). The developed systems proved to be valid strategies with
potential for their applicability as biomaterials for the coating of implantable surfaces and/or
filling of small bone defects.

The HAJ/CIP, HA/L-ARG/IBU platforms and the LMm/nano-HA, multidrug
formulation favored the release of ibuprofen and ciprofloxacin drugs within therapeutic
concentration ranges, with controlled kinetics dependent on pH and time. in relation to the

normal process of wound healing. In addition, the multidrug formulation demonstrated storage
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stability in an appropriate time frame, in vitro antibacterial activity against Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa, and in vitro biocompatibility with primary cultures of
rat calvaria osteoblasts.

On the other hand, from the development of HA/MoOx platforms we have confirmed
that self-activated fluorescence properties can be induced combining molybdenum oxides
(MoOx) with HA crystals. The point defects induced in nano-HA act as electron acceptors,
providing redox properties to the material that would explain the antibacterial activity of the
platforms against the bacterial strains Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa.
The in vitro biocompatibility of these platforms was verified through their interaction with

primary cultures of rat calvaria osteoblasts.
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Capitulo 1

Introduccion general

1.1 Problemética actual asociada a la creciente demanda de implantes en ortopedia,

odontologia y cirugia reconstructiva

El desarrollo tecnolégico y la creciente capacidad para abordar afecciones
médicas previamente intratables han generado una mejora continua en la esperanza de
vida en las ultimas décadas [1]. Esto ha producido un incremento en el nimero de eventos
asociados a lesiones y desordenes 6seos patoldgicos, que engloban desde fracturas hasta
osteoporosis, osteomielitis, osteosarcoma y osteoartritis [2]. En consecuencia, se ha dado
un aumento en el nimero de implantes e injertos de hueso realizados en el ambito de la
ortopedia y odontologia [3]. Las proyecciones que se hacen solo en el ambito de la cirugia
ortopédica, estiman que para 2030 se realizaran cuatro millones de procedimientos de
artroplastia total de rodilla y cadera por afio [4]. Los distintos tipos de cirugias implicadas
en la colocacion de prétesis, injertos y/o sustitutos 6seos para reconstruccion de piezas
dafiadas y/o relleno de defectos provocados por la extirpacion de tejido infectado o
tumores, conlleva un riesgo inherente de infeccién y de desarrollo de afecciones
periimplantarias, con el consecuente aflojamiento del implante y necesidad de
procedimientos de revision [1], [4]-[6]. Teniendo en cuenta esto, no sorprenden los datos
que alertan del crecimiento en el nimero de pacientes diagnosticados y tratados por
infecciones protésicas articulares [7], [8]. Asi, los procedimientos de revision, cada vez
mas frecuentes, son usualmente causados por infecciones periprotésicas que afectan la
salud del paciente y la del sistema de salud, dado la complejidad y costo de las mismas
[3], [4], [8]. Situando los hechos en numeros, la mitad de las infecciones originadas en el
ambito hospitalario involucran el uso de dispositivos médicos implantables [5]. Por
ejemplo, el 15% y 30% de las revisiones de protesis de cadera y rodilla, respectivamente,

tienen la infeccion como causa principal [3], [9]. Dado el aumento progresivo en el



numero de revisiones necesarias, el problema que esto representa para el sistema de salud

en términos de carga econdmica seré cada vez mas importante [3], [7]-[9].

Los microorganismos pueden alcanzar la prétesis en el momento de la
implantacion por distintos mecanismos. Uno de ellos se asocia con tener comprometida
su esterilidad, o como resultado de contaminacion de la herida y/o el dispositivo a
implantar por aire 0 malas préacticas asepticas [10]. Otra via de contaminacién, podria
darse en un implante previamente estéril, a través de siembra hematdgena durante una
bacteriemia o desde un foco de infeccidn adyacente al sitio de implantacion [11]. Cuando
los microorganismos, generalmente bacterias, colonizan la superficie de una protesis y el
sistema inmune no es capaz de eliminarlos a tiempo, estos proliferan y desarrollan un
foco infeccioso que cursa con inflamacidon de los tejidos blandos del hueso que rodean el
implante y de sus componentes restauradores, lo cual compromete seriamente su futuro
[5], [12]. En este escenario, inicialmente tenemos lo que se conoce como Mucositis
periimplantaria y periimplantitis. Ambos estados inflamatorios se diferencian en que uno
de ellos tiene su curso sin pérdida 6sea adicional, la mucositis, mientras que la
periimplantitis se da con pérdida progresiva del hueso periimplantario de soporte [6],
[12]. Si bien el diagnostico clinico diferencial preciso muchas veces es complejo, distintos
articulos que tratan sobre la incidencia de estas afecciones informan prevalencias del 48%
al 90% para la mucositis y del 28% al 51% para la periimplantitis [13]-[16]. Sin embargo,
ambas afecciones comparten su etiologia infecciosa a partir del desarrollo de biofilms

bacterianos en la superficie del implante [17], [18], Fig. 1.1.
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Figura 1.1: Representacion esquematica de la respuesta inflamatoria asociada con periimplantitis por

desarrollo de un biofilm bacteriano en la superficie del implante dental. Creado con Biorender.com.

Los biofilms son comunidades de bacterias embebidas en una matriz de polimeros
extracelulares cuyas propiedades le permiten adherirse fuertemente a la superficie del
implante [19]. Estas estructuras funcionan como un ambiente protector que pone las
bacterias al resguardo tanto del sistema inmune como de los antibidticos [20]-[23]. Las
cepas comunmente implicadas en infecciones periprotésicas y osteomielitis son:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Proteus mirabilis, entre otras [20], [21], [23]-
[25]. Una vez dada la infeccidn, si esta es detectada de manera temprana, es posible
conservar el implante, pero siempre serd necesario un desbridamiento quirdrgico de los
tejidos afectados, con abundantes lavados y empleo de soluciones antisépticas [4], [10],
[26]. Sin embargo, una vez establecida la formacion de un biofilm maduro en la superficie
de la protesis, es practicamente imposible eliminar la infeccion si no se extrae el implante
previamente [5], [26]-[28]. El control de estas infecciones es de vital importancia, dado
que el avance de la misma puede derivar incluso en una septicemia, poniendo en riesgo
la vida del propio paciente [7], [8], [28].
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Todo esto se vincula directamente, ademas, con la dificultad que representa el
abordaje de terapias dirigidas al tejido 6seo dada su baja perfusion sanguinea [29], la cual
se ve aln mas comprometida con el envejecimiento y presencia de patologias de base
como osteoporosis, diabetes mellitus y malos habitos como el tabaquismo [2], [30]. Esto
hace que los tratamientos farmacoldgicos sean dificilmente exitosos y conlleven largos
periodos de exposicion a drogas (meses de terapia) con el consecuente riesgo de
reacciones adversas y deterioro de la salud del paciente [5], [30], [31].

Adicionalmente, en muchos otros casos son necesarios procedimientos de revision
quirdrgica por aflojamiento del implante debido a procesos no infecciosos, lo que se
conoce como aflojamiento aséptico [32]. En este caso, el fracaso estéd asociado a falta de
integracion del implante con el hueso (osteointegracion), lo que produce una
micromovilidad que impide un adecuado crecimiento éseo alrededor del mismo, con

formacion de tejido fibroso e impedimento de fijacion de la prétesis al cuerpo [33].

Todo esto explica por qué representa una necesidad actual el desarrollo de nuevas
estrategias que permitan conjuntamente mejorar la integracion hueso-implante y a la vez

evitar la colonizacion bacteriana de las superficies implantables.

De las opciones disponibles, el injerto seo autélogo (autoinjerto), es decir, hueso
obtenido del propio paciente, constituye la alternativa gold estandar en términos de
integracién en la interfase hueso — implante, al presentar Optimas propiedades
osteogeénicas, osteoinductivas y no inmunogénicas [34]. Sin embargo, su uso esta
restringido debido a que pueden provocar morbilidad en el sitio donante (dolor,
hematoma, infeccidn), su disponibilidad es limitada ya que puede ser insuficiente para
rellenar grandes defectos y por el aumento en los tiempos quirdrgicos [35], [36]. Los
aloinjertos, comprenden tejido éseo tomado de un individuo de la misma especie, pero no
relacionado genéticamente con el receptor [37]. Estos presentan como inconvenientes la
posibilidad de rechazo por reaccion inmunitaria contra el injerto, la transmision de
enfermedades y su alto costo [35], [38]. Debido a esto, el énfasis cientifico actual se
encuentra enfocado a proveer alternativas que permitan reducir la necesidad de uso de

estos injertos.

En los Gltimos afios el avance de la nanotecnologia ha provisto de alternativas
superadoras al potenciar el desarrollo de los denominados biomateriales de tercera

generacion. Un biomaterial es un material pensado para interactuar con sistemas



bioldgicos y aportar soluciones de caracter médico [39]. Se los identifica como de tercera
generacion debido a que poseen la propiedad de ser biodegradables, bioactivos y
osteoinductores [40], a diferencia de los implantes metalicos ampliamente utilizados
(titanio, aluminio, acero inoxidable) los cuales se consideran bioinertes, al no promover

una interaccién/integracion con los tejidos biologicos [41].

El término biodegradable se refiere a la propiedad de un material para servir de
soporte estructural temporal, acompafiando la regeneracion tisular y degradandose
conforme se da la remodelacion fisioldgica normal del tejido [42], [43], esto es, la
degradacion &cida mediada por los osteoclastos durante el proceso de resorcién, sin
generar residuos perjudiciales [44]. Osteoinduccion alude a la aptitud del material para
generar el microambiente adecuado para reclutar células mesenquimales (células madre
indiferenciadas) e inducir su diferenciacion en células formadoras de hueso [45]. Por otra
parte, la bioactividad de un sustituto 6seo, hace referencia a su capacidad de promover la
formacion de una capa de apatita en su superficie, la cual asegura la formacién de enlaces
quimicos fuertes entre el implante y el hueso favoreciendo su integracion, promoviendo
el crecimiento de hueso nuevo y evitando su rechazo mediado por encapsulamiento de
tejido fibroso [46]-[48]. De esta manera, los biomateriales que relnen estas
caracteristicas son capaces de inducir en sus superficies procesos bioldgicos especificos
que propician la formacion de hueso nuevo y la integracion del implante al hueso que lo
rodea [49].

La hidroxiapatita (HA) nanoestructurada reine muchas caracteristicas que la
convierten en una alternativa ideal para implantes ortopédicos y dentales, o como
componente de los mismos [1], [2], [24], [42], [50]. Su composicion quimica similar a la
fase mineral dsea, biocompatibilidad, biodegradabilidad y propiedades osteoinductivas,
se conjugan con su gran area superficial activa, baja solubilidad en agua y estabilidad
frente a condiciones oxidantes y reductoras que la hace potencialmente apropiada tanto
para la adsorcion directa de moléculas activas y/o la funcionalizacién de su superficie
para fines especificos [24], [42], [43], [50]-[54].

El uso principal de la hidroxiapatita es como sustituto sintético del injerto éseo
para reparacion de tejidos duros, donde representa una alternativa al autoinjerto para el
aumento 60seo y relleno de defectos [55], [56]; Ostim®, BelOst® y Nanobone®

constituyen ejemplos comercialmente disponibles.



Los injertos 0seos constituyen el segundo trasplante de tejido mas frecuente, con
més de dos millones de procedimientos anuales en todo el mundo [56]. Los sustitutos
0seos sintéticos tienen entonces una gran demanda potencial por delante, habiendo
experimentado un gran aumento en su uso en los Gltimos afios para cirugia protésica de

revision, cirugia oncologica, ortopedia y odontologia [1], [57].

Adicionalmente, la HA posee un caso de uso importante como recubrimiento de
diversos materiales implantables, habiéndose asociado esta aplicacion en implantes
metalicos ortopédicos de cadera y rodilla e implantes dentales [1], [2], [24], [50], [58].
La presencia de recubrimientos de HA en la superficie de implantes metalicos propicia la
adhesion/unién en la interfase hueso — implante, promoviendo integracion, de vital
importancia de cara a prevenir aflojamientos asépticos y acelerando el periodo de
curacion de la herida [59]-[61]; los implantes metalicos no pueden promover esta
interaccion [41], [60]. Ademas, proporcionan un método de fijacion alternativo al uso de
cementos 6seos poliméricos de polimetilmetacrilato (PMMA), frecuentemente utilizados
en cirugia ortopédica, que han causado complicaciones por dafio térmico durante el
proceso de polimerizacion (necrosis tisular, proceso fuertemente exotérmico), efectos
negativos en el remodelado 6seo (mala biocompatibilidad, disminucion de la
revascularizacién) y toxicidad de largo plazo por liberacion del mondmero
metilmetacrilato (MMA) al medio bioldgico [62]-[66] .

1.2 Hidroxiapatita, componente estructural del hueso

El tejido dseo es tejido conectivo especializado que se compone de una fase
mineral inorganica (HA), una fase organica (95% corresponde a colageno de tipo 1) y una
componente celular (osteoclastos, osteoblastos y osteocitos) [67]. A escala macroscéopica
podemos diferenciar entre hueso trabecular o esponjoso y hueso compacto o cortical. El
hueso cortical constituye la capa exterior, rodea el canal medular y posee funciones de
soporte y proteccion. El hueso trabecular, en cambio, de menor resistencia a la
compresion, se ubica en el interior de los huesos; la disposicion de sus laminas
intersticiales delimita espacios denominados trabéculas, donde se aloja la médula 6sea y
los osteocitos [41]. A escala nanométrica, el hueso se compone de fibrillas de colageno
entre y sobre las cuales cristalizan los cristales de apatita biologica, con dimensiones que
van desde los 10 a los 100 nm [68], [69], Fig. 1.2.
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Figura 1.2: Representacion esquemaética de la macro y nanoestructura 6sea. Esquema adaptado de la
publicacién de Sadat-Shojai M. y col [70]. Creado con Biorender.com.

El término apatita bioldgica se emplea para dejar en claro las diferencias que
presenta la fase mineral del hueso en relacion a la hidroxiapatita estequiométrica de
férmula: Caio(PO4)s(OH)2. Si bien su composicion quimica y estructura cristalina es
similar, la apatita biologica presenta defectos cristalinos que hacen a su falta de
homogeneidad estructural, la cual modifica sus propiedades, como la cristalinidad,
solubilidad, pardmetros cristalinos, entre otros [71]-[75]. De la misma, el dopado e
induccion de defectos puede permitir la adicion de nuevas propiedades, enfoque que sera
abordado en el capitulo 5. Entre los defectos cristalinos presentes en la apatita bioldgica,
se destacan sustituciones de atomos de la red por otros (COs?/ PO43, HPO4*/ PO43,
Mg?*/Ca?*, K*/Ca?*, entre otros) [52], [53], [75]-[77] y vacancias (falta de un atomo en
una posicion de la red), donde se destacan las vacantes -OH [48], [71], [72]. Asi,
caracterizamos a la apatita biolégica como no estequiométrica, pobremente cristalina y

deficiente en calcio [71]-[75], representada por la siguiente formula:



Ca10.x(PO4)6x(HPO4)x(OH)2x 0<x<I

La HA que se obtiene por sintesis en el laboratorio en condiciones normales
cristaliza como cristal molecular iénico en un sistema cristalino hexagonal (grupo
espacial P63/m), Fig 1.3, con una celda unitaria que consta de 44 atomos donde los iones

Cay -OH conforman un canal estructural a lo largo del eje “c” principal (canales -OH)
[11, [48], [49].

Figura 1.3: Esquema de una unidad estructural hexagonal de HA estequiométrica proyectada en la

direccion [001]. Esquema adaptado de la publicacion de Lu y col [78].

1.3 Disefio y desarrollo de biomateriales a partir de HA nanoestructurada

La HA de tamafio nanométrico juega un rol importante en la implementacion de
biomateriales implantables. El objetivo de este trabajo de tesis sera afadir a las
capacidades mencionadas de la hidroxiapatita como regenerador 6seo, propiedades de

relevancia para la profilaxis y/o tratamiento de afecciones ligadas al tejido dseo.

En investigaciones previas realizadas en nuestro grupo de investigacion, se han
sintetizado y caracterizado nanoparticulas de hidroxiapatita (nano-HA) no
estequiométrica  biocompatibles (HAI, Cag42(POa)s5.42(HPOa4)os8(OH)1.42), con
propiedades de topografia superficial, degradacion y bioactividad apropiadas para la

regeneracion in vitro de tejido 0seo [42], [43], [52]-[54]. Dichas nanoparticulas fueron



tomadas como punto de partida para el desarrollo de sistemas portadores de farmacos. El
objetivo de estos sistemas es permitir la administracién localizada y controlada de
farmacos de interés en patologias asociadas al tejido 6seo. Para ello se estudiaron dos
enfoques, la adsorcion directa de los farmacos en nano-HA, y el uso de portadores y/o
moduladores de los mismos que permitan su integracion en una unica formulacion. La

implementacién de dichas estrategias se encuentra detallada en los capitulos 3y 4.

Adicionalmente, se disefid una nueva sintesis a partir de la cual se logro obtener
nanoparticulas de hidroxiapatita no estequiométrica (HAu,
Cag.12(PO4)s.12(HPO4)0.88(OH)1.12) de caracteristicas similares a la antes mencionada, pero
con una mejora sustancial en cuanto a los rendimientos de reaccion. Esta Ultima, se utiliz6
para el desarrollo de plataformas de hidroxiapatita — 6xidos de molibdeno con el fin de
lograr mecanismos alternativos para impedir la colonizacion de superficies de implantes
por parte de microrganismos patdgenos sin la incorporacion de principios activos. Los

resultados de esta investigacion se presentan en el capitulo 5.
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Capitulo 2

Objetivo general

La presente propuesta estudiara estrategias para afiadir a las capacidades de la
hidroxiapatita como regenerador éseo, propiedades de relevancia para la profilaxis y/o
tratamiento de afecciones ligadas al tejido 6seo, integrando multiples funciones en un

mismo sistema.

Objetivos especificos:

1. Desarrollar sistemas portadores de farmacos a partir de regeneradores 0seos de
HA
a. Sintesis de plataformas HA\/CIP y HA/L-ARG/IBU
i. Estudiar la adsorcion del antibiético ciprofloxacina en nano-HA,
en condiciones fisiologicas (pH=7,4, 37°C), de herida abierta
(pH=6, 37°C) y resorcion 6sea (pH=4,2, 37°C).

ii. Estudiar la adsorcion del antiinflamatorio ibuprofeno en nano-HA,
utilizando el aminoécido L-ARG como agente enlazante en los tres
medios mencionados en el apartado anterior.

iii. Analizar el comportamiento cinético de adsorcién y desorcion
independiente de ciprofloxacina e ibuprofeno en los tres medios de
pH mencionados.

b. Sintesis de la formulacion multifarmaco LMm/nano-HA
i. Desarrollar un recubrimiento lipidico mimético de membrana en la
superficie de nano-HA,: establecer los parametros de formulacion

y analizar el proceso de adsorcion.
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ii. Caracterizar la microestructura de la formulacion multifarmaco
alcanzada.

iii. Caracterizacion térmica y estabilidad de almacenamiento de la
formulacion.

iv. Estudiar la eficiencia de carga y liberacion simultanea de los
farmacos ciprofloxacina e ibuprofeno por la formulacion
multifarmaco en condiciones fisiologicas (pH=7,4, 37°C), de
herida abierta (pH=6, 37°C) y resorcién osea (pH=4,2, 37°C).

v. Evaluar la actividad antibacteriana y antinflamatoria de los
farmacos liberados por la formulacion.

vi. Estudiar la biocompatibilidad de la formulacion mediante la

interaccidn con osteoblastos primarios de boveda craneal de rata.

2. Desarrollar plataformas con actividad antibacteriana a partir de regeneradores

6seos de HA sin la incorporacién de principios activos: Sintesis de plataformas
nano-HA\/MoOx.

a.

Implementar una nueva sintesis de hidroxiapatita y desarrollar sobre la
base de la misma las plataformas nano-HA/MoOx a partir de inducir
cambios quimicos y fisicos en nano-HA utilizando 6xidos de molibdeno
(MoOx).

Caracterizar la microestructura y morfologia de las plataformas nano-
HA/MoOx obtenidas.

Estudiar las propiedades optoelectrénicas y electroactivas resultantes de
las plataformas alcanzadas.

Evaluar la actividad antibacteriana de las plataformas frente a cepas
patdgenas de relevancia clinica: Pseudomonas aeruginosa Yy
Staphylococcus aureus. Analizar el estado celular de las cubiertas externas
de los microorganismos luego de tomar contacto con el material y
determinar la presencia de contenido citoplasmatico liberado al medio
luego de dicha exposicion.

Estudiar la biocompatibilidad de las plataformas sintetizadas mediante la
interaccion de las mismas con osteoblastos primarios de boveda craneal

de rata.
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Sintesis y caracterizacion de
sistemas portadores de farmacos
a partir de regeneradores 0seos

de hidroxiapatita
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Capitulo 3

Sintesis y caracterizacion de plataformas
HAI/CIP y HA/L-ARG/IBU

En este capitulo se mencionaran aspectos relevantes relativos a la sintesis y
caracterizacion de nanoparticulas de hidroxiapatita (nano-HA) a partir de plantillas de
bromuro de hexadeciltrimetilamonio y polipropilenglicol (CTAB y PPG,
respectivamente). A la hidroxiapatita proveniente de esta sintesis la nomenclaremos HA..
En investigaciones anteriores realizadas en nuestro grupo de investigacion, “Materiales
Nanoestructurados”, se demostrd las aptitudes de estas plataformas bioactivas y
biodegradables para promover regeneracién dsea in vitro [1]-[3]. Este regenerador 6seo
se utiliz6 como plataforma para el desarrollo de distintos sistemas portadores de farmacos.
La primera estrategia implementada para la formulacién de estos sistemas fue la
adsorcion directa de los farmacos en nano-HA; los resultados de esta investigacion se

detallan en este capitulo.

3.1 Sintesis de nano-HA\ a partir de estructuras organicas autoensambladas

Comenzaremos describiendo el concepto empleado para la sintesis de
hidroxiapatita dado que ambas sintesis utilizadas a lo largo de esta tesis comparten en
esencia la misma estrategia. Tanto HA, como la nueva sintesis de hidroxiapatita (HA,
que se detallard en el capitulo 5), son sintesis hidrotermales que emplean estructuras
organicas autoensambladas, tales como agregados micelares y poliméricos, como agentes
directores de estructura para el desarrollo de materiales inorganicos [1], [2], [4]-[6]. Asi,
las superficies de estos agregados dirigen la nucleacion de los cristales por
complementariedad geométrica, electrostatica, y estereoquimica, permitiendo el control
de la forma y tamafio de los mismos [1], [2], [7]. De esta manera se consigue una sintesis

biomimética debido a su similitud con la equivalente a nivel bioldgico, donde la matriz
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proteica sintetizada por los osteoblastos actta como plantilla para dirigir la nucleacion y

crecimiento de los cristales de apatita bioldgica.

La sintesis de HA, emplea la asociacion de bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB) y polipropilenglicol (PPG) para dar origen a estas estructuras supramoleculares

autoensambladas, un surfactante y un polimero, respectivamente.

Los surfactantes son un grupo de moléculas anfifilicas, es decir, que presentan una
afinidad dual, conjugando regiones hidrofilicas con afinidad por el agua, con regiones
hidrofébicas con afinidad por sustancias lipidicas. Estas moléculas presentan la capacidad
de autoensamblarse espontaneamente en solucion a fin de satisfacer su doble afinidad, y
la manera en que lo hacen se correlaciona con su estructura quimica y las condiciones
experimentales [8]-[10]. La forma de estas estructuras autoagregadas estara determinada
por la conformacion mas favorable desde el punto de vista termodinamico, la cual se
puede expresar convenientemente a partir del pardmetro critico de empaquetamiento
(CPP), que se define a partir de la relacion de ciertas variables de tamafio caracteristicas

del anfifilo en un ambiente de solucion dado:

CPP=v/al (ec.3.1)

donde “v” corresponde al volumen de la/s “colas” hidrocarbonadas; “a”, al area efectiva

del grupo “cabeza” del anfifilo y “Ic” a la longitud de las cadenas hidrocarbonadas.

En la Fig. 3.1 se representan esquematicamente las formas de autoagregacion
comunmente observadas y el pardmetro de empaquetamiento critico caracteristico de los

surfactantes que le dan origen.
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Figura 3.1: representacion esquematica de distintas formas de agregacion de moléculas anfifilicas en

Micelas inversas

funcion a su forma molecular expresada a partir del CPP; “v” corresponde al volumen de la/s “colas”
hidrocarbonadas; “a”, al area efectiva del grupo “cabeza” del anfifilo y “I¢”, a la longitud de las cadenas

hidrocarbonadas. Esquema adaptado de la publicacion de Dutt y col [11].

Los micelas constituyen uno de los tipos de agregacion. Estas estructuras se
forman por el autoensamblado espontaneo de moléculas anfifilicas cuando se encuentran
por encima de una determinada concentracion, denominada concentracion micelar critica
(CMC), que es caracteristica de cada sistema de surfactante-solvente y dependiente de la

temperatura [9].

Sabemos a partir de literatura que el tamafio de un nanocristal de apatita bioldgica
es de aproximadamente 10 a 100 nm, con forma aplanada, acicular o de rodillos [12]. De
modo que podemos valernos de surfactantes, o mezclas de los mismos, que en
condiciones establecidas den origen a micelas cilindricas de tamafio nanométrico y
utilizar estas estructuras para dirigir la nucleacion de los cristales, a fin de mimetizar la

morfologia y estructura cristalina de la apatita bioldgica.
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El CTAB (C19H42BrN), Fig. 3.2, es una sal de amonio cuaternaria que posee una
cadena hidrocarbonada de 16 carbonos y un grupo polar cargado positivamente, por lo
que pertenece al grupo de surfactantes cationicos.

Figura 3.2: Estructura de la molécula de CTAB.

Por encima de su CMC, el CTAB forma micelas esféricas que en presencia de
sales experimentan transiciones hacia micelas cilindricas de aproximadamente 47 nm de
longitud [13], [14]. Se ha demostrado, ademas, el uso de nitrito de sodio (NaNO2) para
generar dichas transiciones, permitiendo el desarrollo de micelas cilindricas estables [15].
De esta manera, las micelas cilindricas de CTAB moldearan la deposicion de los iones

fosfato y calcio, y favoreceran la formacion de nano-rods de HA [1], [2].

Como se mencioné anteriormente, utilizaremos una asociacion surfactante —
polimero para dirigir la nucleacion de los cristales. Determinados polimeros solubles en
agua establecen una interaccién sinérgica con las micelas de surfactante al confinar el
entorno del medio de reaccién, promoviendo un crecimiento controlado de los cristales
[1], [2]. Con este fin, su utilizo en esta sintesis PPG (Fig. 3.3), polimero de amplio uso en
biotecnologia debido a su no toxicidad, bajo costo, y solubilidad en agua a bajas

temperaturas [16].

CH,
H OH
to
n

Figura 3.3: Estructura de la molécula de PPG.
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Esta sintesis desarrollada y caracterizada en nuestro grupo de investigacion
propicid la obtencion de HA nanomeétrica, bioactiva y biocompatible, de composicion
quimica, morfologia y tamafio similar a la apatita bioldgica [1]-[3]. El producto de
sintesis corresponde a hidroxiapatita pobremente cristalina (porcentaje de cristalinidad,
X% = 73,83), deficiente en calcio, que se distingue por una composicion no
estequiométrica (HAI, Cag42(POa4)s42(HPO4)os8(OH)142). La relacion Ca/P de la
hidroxiapatita tedrica es de 1,67 y esa relacion es de 1,53 para la obtenida por nuestra
sintesis. Todas estas caracteristicas la asemejan a la apatita bioldgica, la cual, es
pobremente cristalina y presenta distintas modificaciones quimicas y/o defectos en su

estructura que la hacen diferir de la HA estequiométrica [17], [18].

Con respecto a su bioactividad, HA; demostré que sus propiedades fisicoquimicas
superficiales favorecieron la nucleacion, crecimiento y aglomeracion de depositos de

fosfatos de calcio esferoidales en su superficie confirmando su bioactividad in vitro [1].

Por otra parte, la biocompatibilidad, es decir, la habilidad de un material de estar
en contacto con los tejidos vivos sin causar dafio, es un requisito imprescindible para un
biomaterial implantable [19]. Los ensayos de viabilidad celular in vitro constituyen un
buen acercamiento para evaluar esta propiedad. En ese sentido, se verificd la viabilidad
de cultivos primarios de osteoblastos de calvaria de rata cuando fueron cultivados en
presencia de nano-HA, durante 48 'y 72 hs [2], [3].

Asimismo, HA| no se degrada significativamente en condiciones fisioldgicas (pH
=7,4; 37°C), mientras que si lo hace en condiciones de resorcion 6sea (pH = 4,2; 37°C),
demostrando una degradacion del ~50% a las 48 h de ensayo, para alcanzar un ~100%
luego de 25 dias de contacto con el medio &cido [2]. Este perfil de degradacion
dependiente del pH permite que nano-HA, pueda potencialmente actuar como soporte
estructural temporal del implante, y a la vez permitir los procesos normales de

remodelacion dsea mediante la degradacion acida mediada por los osteoclastos.

En virtud de todo esto, creemos que nano-HA, posee propiedades prometedoras
de cara a su uso para la reparacion de tejidos duros. El objetivo serd valernos de estas
propiedades para utilizarla como plataforma para desarrollar sistemas portadores de

farmacos.
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3.2 Administracion localizada de farmacos a partir de nano-HA

El abordaje del amplio grupo de trastornos que conocemos como enfermedades
Oseas presenta como dificultad comun la baja perfusion del tejido éseo [20]-[24]. Esto
genera la necesidad de administrar altas dosis de farmacos por via oral y/o parenteral
durante prolongados periodos para alcanzar concentraciones efectivas de los mismos, lo
que conlleva la exposicién a un gran abanico de efectos adversos [22], [25]-[28]. El
desarrollo de sistemas para la administracion local de farmacos a partir de plataformas
osteoinductivas representa una estrategia prometedora para superar estos problemas. Esto
permite proveer concentraciones efectivas de farmacos en el tejido 6seo, evitar los efectos
adversos de su administracion sistémica en altas dosis y simultdneamente inducir su

regeneracion.

Tal como se menciond en el capitulo 1, la necesidad de profilaxis y/o tratamiento
antibidtico y antinflamatorio es comun tanto para las intervenciones quirdrgicas
implicadas en la colocacion de implantes e injertos dseos, asi como para enfermedades
puntuales, como la osteomielitis [20], [26], [29]-[31]. Para conferirle tales atributos a
nano-HA\, se empled el antibidtico ciprofloxacina (CIP) y el antiinflamatorio ibuprofeno
(IBU).

La ciprofloxacina (CIP) es un antibidtico de amplio espectro perteneciente a la
familia de las fluoroquinolonas (Fig 3.4) y ampliamente utilizado para el tratamiento de
diversas infecciones, entre ellas, aquellas que afectan al tejido 6seo [32]-[35]. Su accién
bactericida se debe a que inhibe la sintesis de ADN bacteriano al bloquear la accion de
las enzimas ADN-girasa y topoisomerasa 1V, ejerciendo una accion letal sobre el
microorganismo [32], [36].

Este farmaco presenta ventajas en relacion a otros utilizados para terapia dirigida al tejido

0seo, entre las que se destacan:

- Amplio espectro, activo frente a un gran nimero de especies Gram-negativas y
Gram-positivas, con bajos valores de concentracion inhibitoria minima (CIM)
(0,25 — 2 ug/ml) para la mayoria de las especies bacterianas implicadas en
infecciones 6seas [33], [34], [37], [38].

- Alta penetracién del tejido 6seo, mayor a la demostrada por Gentamicina,
antibidtico frecuentemente incorporado en cementos éseos de PMMA [39], [40].

- Muy buena seguridad, farmaco relativamente no toxico [37], [41].
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- Buena estabilidad térmica y estabilidad en solucion a 37°C durante 14 dias [23].

- Buena actividad in vitro frente a bacilos Gram-negativos con resistencia maltiple
a antibioticos, asi como para Staphylococcus aureus resistente a meticilina [37],
[41].

OH O

Figura 3.4: Estructura de la molécula de ciprofloxacina.

En la Tabla 3.1 se presentan las concentraciones minimas de ciprofloxacina que
inhiben el crecimiento del 50% (ClMsp) y del 90% (ClMago) de las principales especies
bacterianas aisladas en infecciones de hueso. Se destaca los bajos valores de CIM para
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, especies responsables de méas de
la mitad de las infecciones de hueso [29]; asi como para Pseudomonas aeruginosa,

patdgeno oportunista frecuentemente responsable de infecciones intrahospitalarias [41].
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Tabla 3.1: Actividad in-vitro de Ciprofloxacina; CIMse y ClIMg de las principales especies bacterianas

aisladas en infecciones de hueso. Adaptado de la publicacién de Wolfson and Hooper [37].

Especies bacterianas Gram-negativas

CIMso / CIMgo (ug/ml)

Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Proteus mirabilis

Haemophilus influenzae
Klebsiella pneumoniae
Serratia marcescens

Enterobacter aerogenes

Especies bacterianas Gram-positivas

0,12/0,5
0,02/0,03
0,06/0,13
0,01/0,01
0,03/0,06
<0,1/1,0
0,03/0,06
CIMsg / CIMgo (ug/ml)

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pyogenes

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus agalactiae

Enterococcus faecium

0,5/1,0
0,25/0,25
0,5/2,0
1,0/2,0
0,5/1,0
1,0/2,0

El ibuprofeno (IBU) (Fig 3.5), por otra parte, es un antinflamatorio no esteroideo

ampliamente utilizado para el alivio del dolor postoperatorio y la inflamacion,

frecuentemente asociada a estados infecciosos [43], [44]. Su mecanismo de accion se basa

en la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa, enzima que cataliza la conversion de &cido

araquidonico en eicosanoides mediadores de la inflamacién como prostaglandinas y

leucotrienos.
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CH4
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Figura 3.5: Estructura de la molécula de ibuprofeno.

De modo que se plantea el uso de plataformas bioactivas, biodegradables y
biocompatibles de HA, para la administracion localizada de ciprofloxacina e ibuprofeno,
a fin de evitar los traumas periimplantarios y, simultdneamente, promover la regeneracion
del tejido. La primera estrategia a evaluar, la adsorcion directa de ambos farmacos sobre

nano-HA\, se detalla a continuacion.

3.3 Experimental - Materiales y Métodos
3.3.1 Reactivos

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, PM = 364,48 g/mol, 99 %, Sigma),
Polipropilenglicol (PPG, PM= 425 g/mol, § = 1,004 g/cm® a 25 °C, Sigma-Aldrich),
Fosfato de sodio (NazPOs, PM = 148 g/mol, 96 %, Sigma), Cloruro de calcio (CaCl,, PM
=91 g/mol, 99 %, Sigma), Nitrito de sodio (NaNO2, PM = 69 g/mol, 97 %, Sigma), Acido
acético (CoHsO2, 99%, Sigma — Aldrich), trihidrato de acetato de sodio
(C2H3NaO2-3H20, 99%, Sigma — Aldrich), hidréxido de sodio (NaOH, 97%, Sigma —
Aldrich), solucion salina buffer fosfato (tabletas de PBS, Na,HPO4/NaH2PO4, Sigma —
Aldrich), Ciprofloxacina (CIP, PM = 331,346 g/mol, > 98%, Sigma), Ibuprofeno (IBU,
PM= 206,29 g/mol, > 98%, Sigma), L-arginina (L-ARG, PM = 174,20 g/mol, > 98%,

Sigma). Se utiliz6 agua tridestilada para la preparacion de todas las soluciones.
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3.3.2 Sintesis de HA\ a partir de plantillas CTAB/PPG

Para la sintesis de HA se siguieron los procedimientos desarrollados en nuestro
grupo de investigacion por D’Elia y col [1]-[3]. Se afiadieron 20 mL de PPG a 350 mL
de solucion micelar de CTAB (3,13 mM) a temperatura ambiente, bajo agitacion
magnética a 500 rpm hasta su total incorporacion. Manteniendo la agitacion, se
incorporaron secuencialmente 200 mL de solucion acuosa de NaNO2 2 My 2,2 g de
CaCl,. Para concluir, a la solucion mixta anterior se le adicion6 gota a gota 200 mL de
solucion acuosa de NasPOs (0,14 M). Despues de la integracion de todos los reactivos, la
solucidn se agitd durante 1 h. La mezcla resultante se dejo durante 24 h en autoclave a
100 °C. Una vez finalizado el tratamiento hidrotermal, se obtienen dos fases en el medio
de reaccion; un sobrenadante que es descartado, y un precipitado donde esta el material
sintetizado. Este precipitado se filtra y se lava con agua Milli-Q para remover impurezas.
Luego el material se somete a calcinacion a 400 °C durante 3 h para eliminar por completo
los restos de componentes orgénicos (surfactante y polimero).

Los nanoparticulas de HA, fueron caracterizados por Microscopia Electronica de
Transmisién (TEM/H-TEM), Difraccién de Rayos X (DRX), Espectroscopia Infrarroja
con Transformada de Fourier (FT-IR) y Potencial Zeta (C).

3.3.2.1 Microscopia electronica de transmision

Las nanoparticulas sintetizadas fueron observadas utilizando un microscopio de
transmision de electrones (TEM) CM-12 Philips equipado con una cdmara digital MEGA
VIEW-II DOCU, y operado a 120 kV con un aumento de 730.000x. Los materiales en
polvo se colocaron sobre portamuestras de cobre (2.000 mesh) y las observaciones se
realizaron en campo brillante. Para el analisis morfologico de las nanoparticulas se
utilizaron las micrografias TEM obtenidas, mientras que las dimensiones de las
nanoparticulas se calcularon con el programa de procesamiento de imagenes digitalizadas

ImageJ®.

Ademas, se obtuvieron micrografias de alta resolucion (H-TEM) utilizando un
microscopio Libra 200 FE OMEGA que trabaja a un voltaje operativo de 200 kV, lo que
corresponde a un aumento maximo de 1 000 000x. Las muestras en polvo se colocaron

sobre portamuestras de carbono de (2000 mesh) y las observaciones se realizaron en
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campo brillante. Los patrones de difraccion de electrones de area selecta (SAED) se
obtuvieron aplicando la transformada de Fourier a micrografias H-TEM mediante el

software gratuito de procesamiento de imagenes digitalizadas ImageJ®.

3.3.2.2 Difraccion de rayos X en polvo

Los espectros de difraccion de rayos X (DRX) de las muestras fueron obtenidos
utilizando un difractémetro Philips PW 1710 con radiacion Cu Ka (A = 1,5418 A) y un
monocromador de grafito operado a 45 kV, 30 mA y 25 °C.

3.3.2.3 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

Las muestras (HAI y HA/L-ARG) se analizaron utilizando espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) en el rango de longitud de onda de 4000-
400 cm™, con el equipo Fourier Nicolet FT-IR Nexus 470. Las muestras se realizaron al
1% m/m en KBr (grado FT-IR, Aldrich Chemical Co.); por lo tanto, 1,5 mg de cada
muestra y 150 mg de KBr secados en estufa se homogeneizaron completamente en un
mortero de agata con precaucion para evitar la humedad. Cada registro se realizd por

triplicado. Para el fondo se prepard una muestra de KBr puro.

3.3.2.4 Potencial Zeta ({)

El potencial zeta ({) de nano-HA, y de las nanoparticulas con principios activos
adsorbidos se midi6 a 25,0 + 0,1 °C mediante un equipo Malvern Zetasizer Nano (ZS90)
con un laser de He-Ne (A = 633 nm). El software del instrumento proporciona el potencial
zeta a partir de medidas de movilidades electroforéticas (LE), utilizando la ecuacion de

Henry [45].

_ 2€zf(Ka)

U= - (ec. 3.2)

donde Uk es la movilidad electroforética, € es la constante dieléctrica, z es el potencial {,

f (Ka) es la funcion de Henry y I es la viscosidad.
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3.3.3 Desarrollo de plataformas HA /CIP y HAI /L-ARG/IBU

El desarrollo de estas plataformas se llevo a cabo mediante la adsorcion de los
farmacos de manera individual sobre HA, a partir de soluciones acuosas de los mismos.
Se utilizaron tres soluciones para evaluar el comportamiento de adsorcion: buffer fosfato
(PBS, 10 mM, pH=7,4); buffer fosfato (PBS, 100 mM, pH=6) y buffer acetato (AcB, pH
=4,2).

Los experimentos de adsorcion se llevaron a cabo durante 7 dias (10.080 min) en
tubos de vidrio de fondo redondo de 5 ml, sumergidos en un bafio termostatico a 37 °C.
Se incorporaron 3,5 mg de HA; en 4 ml de soluciones acuosas de CIP a los tres pH
mencionados con rangos de concentracion de 0,004 - 0,039 mM. Al final de cada periodo
de adsorcion, la muestra se centrifugd durante 3 min a una velocidad de 9000 min™2.
Luego, se analiz6 la concentraciéon del sobrenadante de CIP antes y después de la
adsorcion a A = 275 nm en un espectrofotometro de barrido UV-Vis-NIR (Varian Cary
100 Bio), provisto de un controlador de temperatura (UV09005M013), utilizando una
celda de cuarzo rectangular de 1 cm de longitud de trayectoria.

El proceso de adsorcion de IBU se llevd a cabo en experimentos independientes
utilizando la misma metodologia y condiciones que las utilizadas para el estudio de
adsorcion CIP; sin embargo, para aumentar la interaccion entre HA e IBU, siendo ambas
estructuras cargadas negativamente a los pH de trabajo, primero se adsorbié el
amino&cido L-arginina (L-ARG) en nano-HA, y luego se evaluo la interaccion con IBU.
De esta manera, la arginina actia como agente enlazante para IBU, estrategia abordada
con éxito en estudios anteriores para permitir adsorcion de especies con carga neta
negativa (material genético) en nano-HA [46]. La concentracion utilizada de L-ARG se
establecié con modificaciones de la relacion PO43: L-ARG (1:6) reportada por Wang et
al.[46]. Asi, para efectuar su adsorcion, se incubaron 3,5 mg de HA| en 5 ml de una
solucion acuosa de L-ARG (0,046 M) a pH 6, durante 24 h, a temperatura ambiente. La
L-ARG presenta a pH 6 la mayor cantidad de moléculas con una carga neta positiva (dos
cargas positivas y una negativa), lo cual favorece su interaccién con HA, con carga neta
negativa a este pH. Luego, se descarto6 el sobrenadante después de centrifugar a 9000 rpm
durante 12 min. Las nanoparticulas precipitadas (HA//L-ARG) se secaron a 60°C hasta
peso constante y finalmente se verifico la adsorcion del aminoécido en tres experimentos
independientes por medidas de potencial zeta ({), FT-IR y andlisis elemental (AE). Esta

ultima técnica se utilizd para obtener el porcentaje de nitrégeno correspondiente al
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aminoacido adsorbido, utilizandose para ello el analizador elemental Exeter Analitycal
CE-440.

Una vez obtenida HA/L-ARG, se procedio a promover la adsorcion de IBU,
utilizando la misma metodologia y condiciones que las mencionadas para la adsorcién
CIP. El rango de concentracion de IBU en los tres medios de adsorcion fue de 0,145 a
1,45 mM. Las concentraciones adsorbidas de IBU se midieron mediante espectroscopia

UV-Vis siguiendo la misma metodologia que para CIP a A =224 nm.

NH,

H
N OH

"~

NH O

Figura 3.6: Estructura de la molécula de L-ARG.

3.3.4 Liberacion los farmacos a partir de las plataformas HAI/CIP y HAI/L-
ARG/IBU

El proceso de cicatrizacion de heridas, asi como el remodelado 6seo normal,
constituyen procesos fisioldgicos complejos, cuyas etapas tienen lugar en condiciones de
pH controladas diferentes. Si bien el pH fisioldgico normal de los fluidos corporales es
7.4, tenemos fluctuaciones en distintos procesos y tejidos. Encontramos que el pH
superficial de la piel fluctta entre 4,2 — 5,6 [47]; pero una vez en condiciones de herida
abierta el pH normal de los tejidos sub epidérmicos (7,4) se acidifica en los estadios
iniciales del proceso de curacion, estableciéndose en torno a 6 [48]. Por otra parte, durante
el remodelado normal del tejido 6seo, la resorcion tiene lugar a pH &cido estimado entre
4 y 5 [49]. Debido a esto, consideramos importante evaluar el comportamiento de
liberacion de los farmacos en el rango de pH 4,2 - 7,4. Para ello, se utilizaron los tres

medios mencionados para el ensayo de adsorcion: buffer fosfato (PBS, 10 mM, pH=7,4;
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condiciones fisioldgicas); buffer fosfato (PBS, 100 mM, pH=6, condiciones de herida

abierta) y buffer acetato (AcB, pH =4,2, condiciones de piel sana y resorcion 0sea).

Los experimentos de desorcion se llevaron a cabo a 37°C durante 7 dias (10.080
min) en las tres condiciones de pH citadas, con excepcion de las muestras a pH 4,2, como
se explicara abajo. Cada muestra de HA/CIP y HA/L-ARG/IBU se incuba en los tres
medios en experimentos independientes, cuantificandose la presencia de los farmacos

liberados a diferentes tiempos mediante espectroscopia UV-Vis.

3.3.5 Modelos empleados para el analisis de los procesos de adsorcion y desorcion

Se utilizaron tres modelos de isotermas para analizar el comportamiento de
adsorcion: Langmuir [50], Freundlich [51], Sips [52]. Cabe destacar que estos modelos
fueron concebidos originalmente para explicar la adsorcion de gases en sélidos [53]. Sin
embargo, los principios postulados por los mismos son aplicables para la adsorcion en
fase liquida y han sido empleados con exito para explicar el comportamiento de
numerosos sistemas, tal como puede observarse a partir de lo informado en literatura
[53]-[57].

Debido a que el proceso de adsorcién de ambos farmacos en HA, depende del
tiempo, a partir de los experimentos de adsorcion se evalud el comportamiento cinético
utilizando el modelo de Avrami [58]. Es importante remarcar que los estudios de
adsorcion, cinética de adsorcion y desorcion a pH 4,2 se realizaron durante 24 h (1.440
min) debido a que las nanoparticulas de hidroxiapatita comienzan a degradarse a partir de
las 30 h de incubacion a dicho pH [2], lo que conduciria a un aumento de la liberacion de

los farmacos por disolucion de HA; y no solo por un proceso de desorcion.

Finalmente, los resultados del ensayo de liberacion se ajustaron mediante el

modelo de Kosrmeyer-Peppas [59], [60].

La aplicacion de los modelos empleados se describio extensamente en la literatura

y sus caracteristicas fundamentales se resumen en la siguiente seccién.
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3.3.5.1 Modelos de adsorcion

Los modelos de adsorcion describen la retencion de una sustancia (adsorbato)
desde una fase acuosa en una superficie solida (adsorbente) a temperatura y valores de
pH constantes [61]. Cuando el adsorbato de la solucidon se mantiene en contacto con el
adsorbente durante un tiempo suficiente, se establece un equilibrio de adsorcion; sin
embargo, para esto, es necesaria una interaccion dinamica entre el adsorbato y la
superficie [60], [62].

El modelo de isoterma de Langmuir (ec. 3.3) ha sido el mas utilizado entre los
modelos de isoterma de dos parametros para describir los datos de adsorcion experimental
[55]. ElI mismo supone que la cantidad méaxima de farmaco adsorbido coincide con una
monocapa saturada de moléculas de adsorbato (una molécula de espesor) sobre la
superficie del adsorbente. EI modelo asume sitios idénticos a lo largo de una superficie
homogénea del material, donde la adsorcion tiene lugar con energias de sorcidn uniformes
y solo puede ocurrir en un namero fijo (predeterminado) de ciertos sitios localizados [50],
[63]. No hay interaccion lateral ni impedimento estérico entre las moléculas adsorbidas,
incluso en sitios adyacentes [64], [65].

Modelo de isoterma de Langmuir:

— AmonKLCe

1+KLCo (ec. 3.3)

Qe

donde K. es la constante de Langmuir (I/mmol) y esté relacionada con la energia de
adsorcién, mientas que gmon €S la cantidad maxima de adsorbato que corresponde a la
cobertura completa de la superficie del adsorbente. La capacidad de adsorcion en el
equilibrio, ge (mmol/g), se calcula con la ecuacion 3.3, donde Co (mmol/l) es la
concentracion inicial, Ce la concentracion residual en el equilibrio (mmol/l), V es el

volumen de la solucion (1) y n es la masa de adsorbente (mg).

Qe = —(Co_nce)v (ec. 3.4)
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Una vez obtenido K. (I/mmol), se puede calcular una constante adimensional conocida

como factor de separacion (RL) para predecir la eficiencia de adsorcion:

1
L= m (ec. 3.5)

Donde Co es la concentracion inicial més alta de soluto. El factor de separacion indica
que la naturaleza de la adsorcion es favorable (0< Rp <1), desfavorable (Rp >1), lineal
(RL=1) o irreversible (R.= 0) [53].

El modelo de isoterma de Freundlich es el primer modelo de adsorcion para
describir un sistema no ideal, reversible, que involucra energia superficial heterogénea y

gue no esté restringido a la formacién de una monocapa [51].

Asi este modelo se puede aplicar a la adsorcion multicapa, con una distribucién no
uniforme del calor de adsorcion y, por lo tanto, los sitios de union tienen diferente energia,
siendo primero ocupados aquellos con mayor energia de union. Mientras que las
moléculas de adsorbato se unen al absorbente, la energia de sus sitios de unién disminuye

exponencialmente [66].

Qe = KzC,*/" (ec. 3.6)

Donde Kr es la constante de Freundlich y es un indicador de la capacidad de adsorcion;
ge (mmol/g) es la capacidad de adsorcién en equilibrio; y 1/n es la intensidad de adsorcién
que proporciona una medida de que tan favorable es el proceso de adsorcidn. Asi el valor
del exponente puede ser indicador de un proceso de adsorcion favorable (0 < 1/n < 1),
desfavorable (1/n >1) o irreversible (1/n =1) [53].
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El modelo de isoterma de Sips [52] corresponde a uno de los modelos de tres
pardmetros que mas aplicacion ha demostrado al combinar los modelos de Langmuir y
Freundlich a partir de una expresion que exhibe un limite finito para concentraciones altas
de adsorbato, lo cual pretende resolver los problemas del modelo de Freundlich a dichas
concentraciones [61]. EI modelo es adecuado para predecir la adsorcion en superficies
heterogéneas y la adsorcion localizada sin interaccion adsorbato — adsorbato [56] ; se

modela con la ecuacién:

qmbcel/ns

Tel/ns (ec. 3.7)

e =

Donde b (I/mmol) es la constante Sips y representa la energia involucrada en el proceso
de adsorcidn; C. la concentracion residual en el equilibrio (mmol/l); gm es la cantidad
méaxima de adsorbato que corresponde a la cobertura completa de la superficie del
adsorbente; 1/ns es el exponente de Sips, a menudo considerado como el factor de
heterogeneidad del sistema. Cuando dicho exponente adopta el valor 1, la isoterma de
Sips se reduce a la isoterma de Langmuir; por lo que valores de 1/ns tendientes o proximos
a 1 indican una superficie de adsorcién ideal relativamente homogénea, mientras que
valores que distan de la unidad se asocian a un mayor grado de heterogeneidad en el
sistema que puede deberse al adsorbente, al adsorbato 0 a una contribucién de ambos
[53], [56], [57], [67]

El ajuste de los modelos se evalud a partir de procedimientos no lineales utilizando el

software informéatico ORIGIN® (version 9.0).

3.3.5.2 Modelo cinético de adsorcion

El comportamiento cinético de adsorcion viene dado por las ecuaciones de
Langergren que se han utilizado para la mayoria de los trabajos de cinética de adsorcion
[68]. Estas expresiones son casos especiales de la ecuacion cinética general de Langmuir
[69]. Sin embargo, los cambios de las tasas de adsorcion en funcién del tiempo de

contacto y otros cambios que dependen de la temperatura son la carencia de este modelo.
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En este andlisis se ha utilizado la ecuacion de Avrami para evaluar el comportamiento

cinético de adsorcion:

qr = q.(1 — exp~lkavtl") (ec. 3.8)

donde kay es la constante de velocidad cinética de Avrami y n es el orden de la reaccion.
Este modelo no considera mecanismos de interaccién, lo cual es un inconveniente del

mismo.
3.3.5.3 Modelo cinético de liberacion de farmacos

El modelo de Korsmeyer-Peppas [59] es muy utilizado para describir la entrega
de farmacos desde diversas formulaciones farmacéuticas, permitiendo caracterizar
distintos mecanismos de liberacion. EI modelo se representa mediante la siguiente

ecuacion:

Q = kKP tn (eC. 39)

Donde Q es la cantidad acumulada de farmaco liberado en el tiempo [también podria
expresarse como Miy/M. (liberacion fraccionada de soluto)]; kke es la constante de
velocidad de liberaciéon y “n” es el exponente difusional. El valor de “n” caracteriza el
mecanismo de liberacion del farmaco, n < 0,45 corresponde a un mecanismo de difusion
Fickiano; 0,45 < n < 0,89 corresponde al transporte no Fickiano; n = 0,89 para transporte
de relajacion y n > 0,89 para transporte de super-relajacion [70]-[73]. Para obtener el
exponente difusional solo se debe tomar la porcion Q% < 60 de la curva de liberacion
[74], [75].
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3.3.6 Capacidad de carga y liberacion

La eficiencia de encapsulamiento porcentual (EE %) y la capacidad de carga de

los farmacos por nano-HA, (DLHa) se calcularon utilizando las siguientes ecuaciones:

w Wy
EEY% = —tetal”7lib » 1()( (ec. 3.10)
total
w —Wy;
DL, = —total —lib (ec. 3.11)
Wha

donde Wi, representa la cantidad de farmaco cuantificada en el sobrenadante, Wiotal Y
Wha la cantidad total de farmaco y HA, afiadidas inicialmente al sistema,

respectivamente.

Los porcentajes de concentracion maxima liberada por ambas plataformas se

establecieron de la siguiente manera:

Wiip

DR% = x 100 (ec. 3.12)

cargada

donde Wiib ¥ Weargada SON la cantidad de farmaco en el sobrenadante después de la

liberacion y la cargada, respectivamente.

3.3.7 Analisis Estadistico de los datos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado como minimo. Todos los
valores se informaron como valor medio + desviacion estdndar (DE). El analisis
estadistico se llevo a cabo mediante el analisis de varianza de una via (ANOVA de una
via). La prueba t de Student y los valores de probabilidad por debajo de 0,05 (p < 0,05)

se consideraron significativamente diferentes.
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3.4 Resultados y Discusion
3.4.1 Caracterizacion fisicoquimica de HA

Se estudio la morfologia de las nanoparticulas mediante microscopia TEM. Se
pueden observar a partir de las micrografias como particulas uniformes con forma de

rodillos (nano-rods), alargadas y de bordes redondeados (Fig. 3.7). Su didmetro (15 + 2

nm) y su longitud (53 + 14 nm) se corresponden con los valores informados previamente
por D’elia et al [1]-[3], [7]

Conteo

20 40 60 80 100 120

longitud / nm

Figura 3.7: Micrografia TEM de los nano-rods de HA, (a). El histograma (b) muestra la distribucién de

tamafio en el eje longitudinal de las nanoparticulas. Figura adaptada de referencia [76].

Se comprobo la identidad cristalogréfica a partir del analisis del espectro de DRX
(Fig. 3.8) al corroborar que los picos de difraccion del material se ajustan con los picos
indexados en la base de datos JCPDS (“Joint Committee on Powder Diffraction
Standards”) nimero 00-09-0432 para la HA hexagonal con la siguiente formula quimica
Caio(PO4)s(OH)a.
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Figura 3.8: Espectro de DRX correspondiente a nano-HA,.

La estructura microcristalina se evidencio mediante la evaluacion de los patrones
de difraccion de electrones de area seleccionada (SAED) que se pueden extraer de la
transformada rapida de Fourier (FFT) a partir de microfotografias de H-TEM, Fig. 3.9 a
y b, mediante el procesamiento de imagenes digitalizadas utilizando el software ImageJ®.
Se obtuvieron varias imagenes de difraccion de electrones puntuales de monocristal, tales
como la que se informa en la Fig. 3.9 c. La representacion de difraccion de electrones
muestra un patron hexagonal perfecto caracteristico de la celda unitaria de HA, que se
puede indexar como planos (002) después de las mediciones de distancias interplanares,
d =0.345 nm, Fig. 3.9 d.
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Figura 3.9: Microfotografias H-TEM de nano-HA,. (a) nano-rods de HA,, (b) planos cristalinos, (c)
patrones de difraccion de electrones de area seleccionada (SAED). El &rea analizada se indica en recuadro

rojo. Figura adaptada de referencia [77].

Es sabido que la presencia de diferentes grupos cargados en la superficie de las
nanoparticulas les confiere propiedades eléctricas que, combinadas con su tamafio, tienen
gran influencia en las propiedades de biointegracion [78]. Por lo tanto, la presencia de
estos grupos funcionales ha sido verificada por FT-IR y el balance de carga de las
particulas, en los tres medios estudiados, se obtuvo por potencial .

El espectro FT-IR de nano-HA, se muestra en la Fig. 3.10. En esta figura se
marcan las bandas vibratorias de los grupos fosfato y el estiramiento de los grupos -OH.
Las bandas de absorcion de fosfato se muestran en 1036 (v3), 602 (v2), 563 (v4) cm™%; la
region entre 3000 y 3700 cm ™! esta relacionada con el estiramiento -OH; mientras que el
area de 3440y 1650 cm™* refleja el agua adsorbida en la superficie de los nanomateriales.
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Figura 3.10: Espectro FT-IR de nano-HA,

Por otra parte, los valores de potencial  estuvieron muy influenciadas por el pH
del medio; su rango fue desde -13,48 mV, para las nanoparticulas en PBS, a -21,12 mV
en AcB. La carga negativa en la superficie de las nanoparticulas la confiere la presencia
de grupos fosfatos; sin embargo, el Ca?* en la superficie disminuye su potencial negativo
debido a su carga positiva. Estos resultados, y los de las nanoparticulas con farmacos
adsorbidos, se presentan en la Tabla 3, en la siguiente seccion.

3.4.2 Evaluacién del comportamiento independiente de adsorcion de CIP e IBU en
HA

Para determinar el mecanismo de adsorcion de los farmacos y evaluar el efecto
del pH sobre la capacidad de adsorcién, los datos experimentales se ajustaron a la
ecuacion de Langmuir, Freundlich y Sips (Fig. 3.11). Se presentan las isotermas ajustadas
para CIP (Fig. 3.11, a—c) y las correspondientes a la adsorcion de IBU (Fig. 3.11, d —f).
Los parametros derivados de los ajustes, desviaciones estandar y sus respectivos

coeficientes de determinacion (R?) se resumen en la Tabla 2.
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El proceso de adsorcion de ambos farmacos describe isotermas de tipo “L” o “tipo
Langmuir” segun la clasificacion propuesta por Giles et al [79]. Se observa que cuanto
mayor es la concentracion de adsorbato, mayor es la capacidad de adsorcion hasta que se
limita el nimero de sitios de adsorcion, ocurriendo competencia entre las moléculas de

farmaco por los sitios disponibles.
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Figura 3.11: Representaciones graficas de los modelos de ajuste propuestos (lineas de puntos) a nuestros
valores de adsorcion experimentales de CIP (a - ¢) e IBU (d —f) a diferentes pH: 4,2 (cuadrados), 6 (circulos)
y 7,4 (triangulos).
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La Tabla 3.2 muestra que el modelo de isoterma que mejor se ajusté a los datos
experimentales relativos a la adsorcion de CIP fue el modelo Sips para los tres medios
estudiados, con valores de coeficientes de determinacion cercanos a la unidad. Esto
sugiere que la superficie de nano-HA| no es homogénea y que los diferentes sitios de
adsorcion en su superficie no son energéticamente equivalentes. Esto es coherente con la
naturaleza de la hidroxiapatita dada por los grupos POs*~ y Ca?* y con las caracteristicas

superficiales de HA, estudiadas en nuestro grupo de investigacion por D’elia y col. [1],

[2].

Tabla 3.2: valores de los pardmetros y R? obtenidos para los tres modelos utilizados para analizar el proceso
de adsorcién de CIP.

Modelo  Medio de ads. R KL (I/mmol)  gmon (Mmol/g) R?
pH 6 0,235 83,194 + 21,488 10,0384 + 0,0039 0,9728
pH 7,4 0,150 172,025 + 5,129 0,0087 + 8,01e-5 0,9987

n Ke R?
Freundlich pH 4,2 1,225+0,140 0,0967 £0,0373 0,9465
pH 6 1,721+ 0,107  0,2728 £ 0,0874 00,9383
pH 7,4 2,552+0,192 0,0310+0,0038 0,9729

1/ns b (I/mmol)¥s  gm (mmol/g) R?
Sips pH 4,2 1,358 £0,299 263,676 £51,923 0,0069 +£0,0024 0,9887
pH 6 1,391+ 0,120 139,502 £ 12,043 0,0288 £ 0,0024 0,9944
pH 7,4 1,022+ 0,059 173,607 + 6,818 0,0087 £0,0003 0,9988

El modelo de Freundlich fue el que peor correlaciéon mostr6 con los datos
experimentales, expresado en los valores de R?> mas bajos. Sin embargo, la adsorcion de
CIP estuvo aceptablemente representada por la isoterma de Langmuir, con valores de R?
cercanos a la unidad a pH 7,4, lo cual sugiere que probablemente el proceso de adsorcién
haya estado dominado por la formacién de una monocapa. Adicionalmente, los valores
de RL (0 <Rt <1), asi como los valores del parametro “n” de Freundlich (n >1), sugieren

que HA, es favorable para la adsorcion de CIP en los tres medios estudiados.
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La concentracion de equilibrio de CIP adsorbida (ge) fue 0,0072 (mmol/g HA)) a
pH 7,4; 0,0226 (mmol/g HA|) a pH 6 y 0,0042 (mmol/g HA|) a pH 4,2. Estas
concentraciones representan una eficiencia de encapsulamiento (EE%) de farmaco de
(16,1 +2,3) % apH 7,4; (49,7 +54) % apH 6;y (9,4 + 1,3) % a pH 4,2.

De modo que la concentracion de CIP adsorbida en las nanoparticulas dependi6
en gran medida del pH. Este comportamiento se debe a los cambios en las condiciones de
potencial superficial de las nanoparticulas cuando varia el pH (Tabla 3.3) y a las

propiedades de ionizacion de CIP a diferentes pH (Fig. 3.12).

Tabla 3.3: valores de potencial { relativos a nano-HA, cargada y desprovista de farmaco en los tres medios
de estudio.

Plataformas Medio (pH) potencial { = SD (mV)
nano-HA, 7,4 -134+1,2
nano-HA 6 -193+14
nano-HA, 4,2 -21,1+18
HA /CIP 7,4 -154+1,4
HA /CIP 6 -10,8+1,3
HA, /CIP 4,2 -41+0,8

HA| /L-ARG 6 -7,2+0,6

HA| /L-ARG/IBU 7,4 -142+0,8
HA| /L-ARG/IBU 6 -21,3+1,1
HA| /L-ARG/IBU 4,2 -95+1,2

En la Fig. 3.12 se presenta la distribucion de especies de CIP en solucién en
funcion del pH. La ciprofloxacina tiene un esqueleto biciclico y dos grupos ionizables
principales: el grupo carboxilato (COQO"), que presenta carga negativa cuando se ioniza y

el grupo amina (NH) del anillo de piperazina, que se vuelve positivo al ionizarse.
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Figura 3.12: Distribucion de especies de CIP en solucién en funcion del pH. Se presentan las especies

predominantes: anion (CIP), cation (CIP*) y zwitterion (CIP)

El grupo carboxilato tiene un pKa de 5,76 y la amina ciclica de 8,68 [80]. En
consecuencia, esta molécula exhibe cinco especies dependiendo de los valores de pH:
neutral (CIP°, de contribucion despreciable), anién (CIP7), cation (CIP*), catién (CIP*,
solo presente a pH<1) y zwitterion (CIP*). En el rango de pH estudiado en este trabajo,
hay una prevalencia de la especie zwitterion (CIP*) y de CIP con carga positiva (CIP*),
razén por la cual nos centraremos en estas dos especies para entender el comportamiento
del farmaco. Por otra parte, los nano-rods de HA tienen una carga negativa que varia de
-13,4 a-21,1 mV a medida que el pH disminuye (Tabla 3.3).

La adsorcion maxima de CIP se da a pH 6; en estas condiciones el 36,2% de las
moléculas estan cargadas positivamente (CIP+) y el 63,5% restante se encuentra como
especie zwitterion (CIP+). Este comportamiento podria ser analizado tal como fue
reportado por Chen et al. [81]. Asi, el hecho de que encontremos adsorbida la
concentracion mas alta de CIP posiblemente se deba a que el balance de cargas negativas
y positivas en las nanoparticulas se compense con la distribucion de cargas de CIP a este
pH, lo que es beneficioso para la adsorcién del antibidtico por interacciones

electrostaticas. Esto significa que CIP puede interactuar con grupos de carga negativa y
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positiva de los nano-rods (PO4>~ y Ca?*, respectivamente) lo que propicia el aumento de
su concentracion en la superficie de HA,. La variacion en el potencial { de las
nanoparticulas (nano-HA|) hacia valores mas positivos en las plataformas HAI/CIP,

refleja esta interaccion.

A pH 7,4 el potencial  no varia significativamente entre las nanoparticulas
cargadas (plataformas HAJ/CIP) y desprovistas de farmaco (nano-HA)). Este
comportamiento podria ser consecuencia de que el 92,4% de las moléculas de CIP tienen
ambos grupos ionizados a este pH (CIP+), de modo que cuando se absorbe esta especie
el balance neto de carga absorbida afiadida a las nanoparticulas es practicamente nulo.
Las moléculas de CIP formarian asi una monocapa que expone los grupos negativos y

positivos con una distribucion similar a la de los grupos PO4*~ y Ca?* de nano-HA..

A pH 4,2, nano-HA, presenta el valor negativo mas grande de potencial {. En estas
condiciones, el 97,3% de las moléculas CIP estan presentes como especie cation (CIPY),
por lo que se evidencia un aumento positivo marcado del potencial { de las plataformas
HA/CIP. Esta interaccion de las moléculas de CIP* y HA, por fuerzas electrostaticas
disminuye la carga negativa de —21,1 a —4,1 mV. Sin embargo, la concentracion de CIP
adsorbida es la mas baja a este pH. Esto se puede atribuir al desbalance en la carga de las
moléculas de CIP (practicamente toda como especie CIP*), lo que dificulta su interaccion
con los grupos positivos (Ca?*) en la superficie de nano-HA,, sumado a la disolucion
parcial de las nanoparticulas que podria estar contribuyendo al comportamiento
observado. Asi, las capacidades de carga de HA; (DLna) fueron: (2,3 + 0,3 ug mg* HA))
apH74; (7,3+0,8ugmgtHA)apH6Y (1,4 +0,2 ug mg* HA) a pH 4,2; a 37°C.

Estos hallazgos estan de acuerdo con los resultados informados por Li et al. [82].
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Figura 3.13: Distribucion de especies de L-ARG en solucion en funcién del pH. Se presenta la especie
predominante (L-ARG™) al pH de trabajo.

Para llevar a cabo el proceso de adsorcion de IBU sobre HA,, primero fue
necesario adsorber L-ARG. Este aminoacido tiene un comportamiento dependiente del
pH (Fig. 3.13); exponiendo dos cargas positivas (dos grupos amina) y una negativa (grupo
carboxilato) a todos los pH utilizados en este estudio [83]. La adsorcion se realizé a pH 6
y fue confirmada por potencial {, EA y FT-IR. En estas condiciones de pH, el valor del
potencial { fue de —19,3 mV para nano-HA, y de —7,2 mV para HA/L-ARG (Tabla 3.3).
Esta disminucidn de la carga negativa de las nanoparticulas es indicativa de la interaccion
entre la superficie de las mismas y el aminoacido. Por medio de EA se determiné el
porcentaje de nitrégeno (N), el cual fue aproximadamente 6% del total de elementos. En
la Fig. 3.14 se muestran los espectros FT-IR de HA; y HA/L-ARG. Mediante los mismos
se validd la presencia de L-ARG sobre la superficie de HA,. Las bandas vibracionales
entre 1400 y 1420 cm™! se atribuyen a la presencia del grupo -NH, tal como fue

informado previamente por Zhao y col. [84].
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Figura 3.14: Espectros FT-IR de HA, (linea negra) y HA\/L-ARG (linea roja).

Se analizo6 la correlacién de los datos experimentales con los modelos previamente
mencionados (Tabla 3.4), a fin de obtener informacién del mecanismo implicado en el

proceso de adsorcion de IBU en HAI/L-ARG.
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Tabla 3.4: valores de los pardmetros y R? obtenidos para los tres modelos utilizados para analizar el proceso

de adsorcién de IBU.

Modelo Medio de ads. RL KL (I/mmol) gmon (mmol/g) R?
pH 4,2 0,481 7,427 £2,210 0,0108 + 0,0007 0,9434
Langmuir pH 6 0,534 6,014 £ 1,195 0,1271 + 0,0062 0,9745
pH 7,4 0,228 23,387 £4,656  0,1274 + 0,0035 0,9820

n Kk R?
pH 4,2 3,837 0,779 0,0096 + 0,0004 0,8279
Freundlich pH 6 3,569 + 0,622 0,1082 + 0,0054 0,8066
pH 7,4 7,836 + 0,998 0,1255 + 0,0022 0,9201

1/ns b (I/mmol)Vns gm (mmol/g) R?
pH 4,2 0,543+0,057 1,708 £0,432 0,0152 £ 0,0014 0,9405
Sips pH 6 1,470+0,157 65,099 + 5,848 0,1090 £ 0,0031 0,9887
pH 7,4 0,399 +0,031 3,384 £ 0,496 0,1621 £+ 0,0548 0,9901

La adsorcién a pH 4,2 fue erratica y muy pobre, con lo cual se hara hincapie al
comportamiento a pH 6 y 7,4. El modelo de isoterma que mejor se ajust6 a los datos
experimentales en ambos medios fue el modelo Sips, con los valores de R? mas altos,
cercanos a la unidad, lo cual coincide con el comportamiento comentado anteriormente
para CIP. Esto sugiere la adsorcion superficial heterogénea de IBU en HA/L-ARG, con
sitios de sorcion energéticamente no equivalentes, de acuerdo con la naturaleza del
adsorbente dada por la presencia de la L-ARG ionizada y de los grupos PO4+>~ y Ca?*
debido a la cobertura incompleta de HA con el aminoacido. Esta nueva contribucion a la
heterogeneidad superficial de HA, se ve reflejada en los valores de los coeficientes de
Sips (1/ns) obtenidos, los cuales distan mucho de la unidad, condicion a la cual la

ecuacion de Sips se reduce a la de Langmuir.

La adsorcion de IBU se representa mal por la isoterma de Freundlich y presenta
un buen ajuste al modelo de Langmuir, lo cual propone que el proceso de adsorcion
probablemente haya estado dominado por la formacion de una monocapa.
Adicionalmente, los valores de R. (0 < Rp <1), asi como los valores del parametro n de
Freundlich (n >1), sugieren que HA/L-ARG es favorable para la adsorcion de IBU en

ambos medios.
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La adsorcion de IBU también se vio muy influenciada por el pH; la concentracién
de equilibrio de IBU adsorbido fue 0,12 (mmol/g) a pH 7,4; 0,11(mmol/g) a pH 6;
mientras que la adsorcion a pH 4,2 fue practicamente nula. Estas concentraciones
representan una eficiencia de encapsulamiento (EE%) baja en general para el farmaco,
esto es: (7,2+0,6) % apH 7,4; (6,6 + 0,4) % a pH 6.

El pKa de IBU es 4,85, con lo cual a pH 4,2 tiene el 81,77 % de sus moléculas en
forma neutra, Fig. 3.15. Teniendo en cuenta esto, podemos explicar la casi nula adsorcién
de IBU a este pH debido a una deficiente interaccion con L-ARG adsorbida (asi como
con los grupos PO4*~ y Ca?* no funcionalizados con el aminoécido), sumado a la probable
contribucion de una disolucién parcial de HA| en este medio. Debido a ello, el proceso de
adsorcion a pH 4,2 fue ineficaz y erratico. Este comportamiento es corroborado por la
falta de variabilidad del potencial { entre HA/L-ARG y HA/L-ARG/IBU.

Microspecies distribution (%)
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Figura 3.15: Distribucion de especies de IBU en solucion en funcion del pH.

Todas las moléculas de IBU tienen carga negativa por encima de pH 6, por lo
tanto, se favorece la interaccion con la superficie de HA\/L-ARG debido a la presencia de
los grupos con carga positiva correspondientes al aminoacido, asi como con los iones
Ca2* disponibles de la hidroxiapatita. Ademas de interacciones de tipo electrostaticas, la
presencia de L-ARG representa un mejor soporte para propiciar interacciones de tipo



52

hidrofobicas con IBU. Asi, se incrementa la concentracion de IBU absorbidaa pH 6y pH
7,4. Mediante el potencial ( se evidencia esto por el aumento de carga negativa de HA//L-
ARG cuando se adsorbe IBU en ambos medios. De esta manera, las capacidades de carga
de HA (DLua) para el antinflamatorio fueron: (24,7 +2,1ug mg* HA) apH 7,4y (22,6
+1,8 ug mg HA)) a pH 6, a 37 °C.

3.4.3 Evaluacion del comportamiento cinético de adsorcion independiente de CIP e
IBU en HA

La cinética de adsorcidn se estudiéo mediante el modelo de Avrami. La Fig. 3.16
muestra la dependencia con el tiempo de la concentracion de CIP (Fig. 3.16 a) e IBU (Fig.
3.16 b) adsorbidos en HA\.
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Figura 3.16: Estudios de cinética de adsorcion para CIP (a) e IBU (b). Modelo de Avrami a 37 °C.
Triangulos: pH 7,4; circulos: pH 6; cuadrados: pH 4,2.

El estudio a pH 4,2, tanto para CIP como para IBU, se llevo a cabo hasta los 1440
min (24 h) debido a que por encima de este tiempo nano-HA, comienza a disolverse
significativamente [1]-[3] y los resultados podrian malinterpretarse. La figura muestra
gue se alcanza una adsorcion inicial mas rapida para IBU y mas gradual para CIP,
alcanzéndose los equilibrios de adsorcion a los ~1440 min (24 h) y ~3130 min (52 h),

respectivamente, en los tres medios estudiados. Los resultados de estos procesos para
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ambos farmacos, asi como el orden del proceso cinético (n) y la constante cinética (Kav)

se presentan en las Tablas 3.5y 3.6 para CIP e IBU, respectivamente.

Tabla 3.5: Pardmetros cinéticos de adsorcion de CIP en nano-HA, obtenidos mediante la ecuacion de
Avrami, a 37°C.

Medio de ads. Kav (Min™?) n ge (mmol/g HA) R2
pH 4,2 8,88e-4+207e4 1,1602+0,2681 0,0036 + 1,81e-4 0,9666
pH 6 1,04e-3+x125e-4 0,8173£0,0701 0,0231£4,92 e-4 0,9926

pH 7,4 8,52e-4+221e-5 0,7560+0,0566 0,0086 +4,79e-4  0,9853

Tabla 3.6: Pardmetros cinéticos de adsorcién de IBU en nano-HA, obtenidos mediante la ecuacion de
Avrami, a 37°C.

Medio de ads. Kav (Min?) ge (mmol/g HA)) R?
pH 4,2 0,0218 +1,33e-3 0,3990£0,0237 8,37e-4x5,73e-5 0,8709
pH 6 0,0012+1,21e-4 0,6896 + 0,0358 0,1144 +£0,0018 0,9966

pH 7,4 0,0039+6,49e-4 0,8921 +0,1533 0,1305+0,0035  0,9787

Considerando el proceso de adsorcion de CIP, tanto los valores de Kay, como los
ordenes de reaccion (n), no demuestran tener una dependencia fuerte con el pH, aunque
las concentraciones adsorbidas son diferentes dependiendo del medio de adsorcion. Por
el contrario, para IBU se observa que el valor de Kav a pH 7,4 es tres veces mas grande
que a pH 6, lo que podria implicar que el proceso de adsorcién se desarrolla por un
mecanismo diferente. Sin embargo, este modelo no nos permite saber qué tipo de
mecanismo esta involucrado en la adsorcion. Los valores de “n” obtenidos para IBU
muestran valores similares a los pH estudiados. Como mencionamos anteriormente, el
proceso de adsorcion de IBU es erratico y deficiente a pH 4,2, por lo que el proceso

cinético no puede analizarse satisfactoriamente.
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3.4.3 Evaluacion del comportamiento de liberacion independiente de los farmacos a
partir de las plataformas HAI/CIP y HA/L-ARG/IBU

Los datos de cinética de liberacion de los farmacos in vitro se ajustaron a
diferentes modelos matematicos: cero y primer orden, Higuchi, Weibull y Korsmeyer-
Peppas. La liberacion de CIP e IBU desde las plataformas se explicé mejor a través del
modelo de Korsmeyer-Peppas. En las Fig. 3.17 y 3.18 se muestra el comportamiento de
liberacion de ambos farmacos en funcién del tiempo en los tres medios evaluados,
indicandose en las ordenadas los mmoles de farmaco liberado por gramo de HA,. A la
derecha de cada curva ajustada, se muestra la relacion entre las concentraciones

adsorbidas y liberadas del farmaco en los medios estudiados expresados de manera
porcentual (DR%).
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Figura 3.17: Estudios de desorcién de CIP a 37 °C. El ajuste de los datos experimentales corresponden al
modelo de Korsmeyer-Peppas. Triangulo: pH 7,4; circulo: pH 6; cuadrado: pH 4,2. Los porcentajes (%)
mostrados representan la relacion entre las concentraciones adsorbidas y desorbidas del farmaco en los tres

medios estudiados. La figura “a” corresponde a la totalidad del estudio, mientras que “b” representa una

ampliacion del area coloreada en “a”.

Los valores de las constantes, exponentes difusionales y coeficiente de
determinacion se muestran en la Tabla 3.7.
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Tabla 3.7: Estudio de liberacion de CIP. Parametros del modelo de Korsmeyer —Peppas en los diferentes

medios estudiados, a 37°C.

Medio de liberacion

pH 4,2 2,37e-3+1,59¢e-4 0,2334 £ 0,0512 0,9678
pH 6 9,62 e-4+9,53¢e-5 0,2908 + 0,0313 0,9756
pH 7,4 1,11e-3+1.06 e-4 0,2763 + 0,0445 0,9769

Los valores de DR% para CIP fueron: (82,1 £9,7) % apH 7,4; (26,3 +5,8) % a
pH 6; y (58,2 £ 9,1) % a pH 4,2. EI comportamiento de entrega de CIP presenta
similitudes en condiciones fisiologicas (pH=7,4; 37°C) y en condiciones de resorcién
6sea (pH=4,2; 37°C). Se puede observar un patron bifasico de liberacion, caracteristico
del modelo de Peppas, con una rapida liberacion inicial (liberacion del 50% y 45% del
antibidtico en la primera hora, para pH 7,4 y 4,2, respectivamente), seguida de una
liberacion sostenida del farmaco. Estas rapidas tasas de entrega se pueden apreciar mejor
en la Fig. 3.17 b, y se corresponden con los valores de las constantes cinéticas obtenidas,
las cuales son mayores a la obtenida para pH 6. En ambas condiciones se alcanzaron los
porcentajes de liberacion mas grandes (82% y 58% de lo adsorbido, a pH 7,4 y 4,2,
respectivamente); esto se puede asociar al perfil de solubilidad de CIP, con alta
solubilidad a pH acido y alcalino, y baja para pH cercanos a la neutralidad [85]. EI pH
exacto de solubilidad minima tiene una dependencia especifica de la formulacién [85],
exhibiendo un valor minimo a pH 6 para las plataformas HA/CIP. De modo que ambos

medios resultaron ser los mas favorables para la liberacion del antibiético desde HA,.

La liberacion se dio de manera mas extendida a pH 6, con porcentajes de
liberacion no superiores al 10% durante la primera hora de ensayo. Asi, si bien
cuantitativamente en este medio se libera més concentracion de CIP debido a la cantidad
de farmaco cargado, solo el 26 % del antibidtico que se adsorbe en HA, se libera a este
pH durante 10.080 min (7 dias).

De esta manera, las plataformas HA\/CIP podrian satisfacer la necesidad de una
descarga inicial rapida y a la vez actuar como reservorio de CIP para liberacion sostenida,
considerando las fluctuaciones de pH posibles en el tejido peri-implantario. Teniendo en
cuenta el rango de concentraciones inhibitorias minimas (CIM) para los especies

bacterianas implicadas en infecciones peri-implantarias y osteomielitis (0,5 — 2 ug/ml) los
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niveles de farmaco liberados por 50 mg de las plataformas HA/CIP podrian cubrir

satisfactoriamente estas demandas.

Adicionalmente, el modelo de Korsmeyer — Peppas sugiere, a partir del valor del
exponente difucional (parametro “n”), el mecanismo que podria estar gobernando la
liberacion de los farmacos a partir de las plataformas. En este caso, los valores de “n”
fueron inferiores a 0,45 en los tres medios estudiados, con lo que el modelo sugiere que
la entrega de CIP a partir de las plataformas se da por difusion de tipo Fick. Peppas y
colaboradores han informado a partir de una serie de estudios que la forma y el tamafio
de la estructura del sistema de liberacién juegan un papel importante en el proceso [86],
[87]. En esos trabajos, los autores informaron que el valor del exponente difusional (n)
estd muy influenciado por la heterogeneidad de la estructura del adsorbente, en este caso,
las nanoparticulas de las que se libera el farmaco. Esto significa que el valor de “n” se ve
afectado por la geometria y distribucion de tamafio de nano-HA,. Observaron que un valor
de n = 0,43 para un farmaco liberado desde una matriz esférica con una distribucion de
tamafio homogeénea, podia convertirse en 0,3 si se liberaba desde una matriz de idéntica
geometria, pero con una distribucion de tamafio heterogénea. Presumimos que este factor
esta jugando un papel importante en nuestros sistemas, y que por esta razon los valores
de “n” obtenidos para la liberacion de ambos farmacos, si bien tienden al esperado para
un mecanismo de liberacion de tipo Fick, no alcanzan el valor teérico de 0,45 que
establece idealmente el modelo para geometrias cilindricas. Debido a esto, y a partir de
las caracteristicas de nuestras plataformas, creemos que el mecanismo de difusién de Fick

deberia ser el principal factor de control de la velocidad de liberacion de ambos farmacos.

El comportamiento de liberacién de IBU se presenta en la Fig. 3.18. Los valores
de DR% para IBU fueron: (99,6 £ 9,2) % apH 6; (36,3 +5,1) %apH 7,4y (1,1£0,7) %
a4,2,a37°C.
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Figura 3.18: Estudios de desorcion de IBU a 37 °C. Los datos experimentales se ajustan al modelo de
Korsmeyer-Peppas. Triangulo: pH 7,4; circulo: pH 6; cuadrado: pH 4,2. Todos los porcentajes (%)
mostrados representan la relacion entre las concentraciones adsorbidas y desorbidas del farmaco en los tres
medios estudiados (DR%). La figura “a” corresponde a la totalidad del estudio, mientras que “b” representa

[T L)

una ampliacion del area coloreada en “a”.

Las constantes, exponentes difusionales y coeficientes de determinacion se
muestran en la Tabla 3.8.

Tabla 3.8: Estudio de liberacion de IBU. Parametros del modelo de Korsmeyer —Peppas en los diferentes

medios estudiados a 37°C.

Medio de liberacién K (Q min™)
pH 4,2 2,43e-5+1,38e-5 0,0838 + 0,0912 0,6059
pH 6 0,0274 + 00,0024 0,4067 + 0,0311 0,9830
pH 7,4 0,0069 + 0,0010 0,3420 + 0,0809 0,9743

Mencionamos anteriormente que el proceso de adsorcion a pH 4,2 fue deficiente
y erratico, lo cual se trasladd, en consecuencia, al comportamiento de liberacion, con
niveles casi nulos de farmaco liberado, por lo que el analisis se hara para los dos medios

restantes.
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El comportamiento de IBU a pH 6y 7,4 es opuesto al de CIP. Observamos, a pH
6, un perfil de liberacion caracterizado por una rapida descarga inicial, (49% del farmaco
liberado en la primera hora), seguido por una liberacion sostenida, hasta alcanzarse la
descarga del 100% del antiinflamatorio cargado. Por otra parte, a pH 7,4 se observa una
liberacion progresiva de IBU, caracterizada por una descarga del 11% durante la primera
hora, hasta alcanzar finalmente la liberacion del 29% de IBU adsorbido a las 24 h. Asi,
las plataformas HA/L-ARG/IBU podrian funcionar como buenos reservorios para
propiciar una administracion sostenida del farmaco en el tiempo en condiciones

fisioldgicas normales.

Cabe mencionar que en todos los casos analizados estamos hablando de
concentraciones y/o porcentajes acumulados de liberacion. Teniendo en cuenta el entorno
fisiolégico en el cual tendrian utilidad potencial estas plataformas, el porcentaje total
liberado seria mayor, mejorando el desempefio de las mismas como sistemas de
administracion. Esto se debe a que conforme se da la liberacion de los farmacos en el sitio
de implantacion y comienzan a ejercer accién local, parte difunde a otros compartimentos
o sufre metabolizacidn, con lo que se favorece el equilibrio de disolucion de los farmacos
aun retenidos por las plataformas, aumentando su liberacién al medio circundante.
Sumado a esto, debemos también tener en cuenta que finalmente las plataformas
generadas a partir de HA, seran biodegradadas por el proceso de remodelado fisioldgico
del hueso a pH 4cido, lo cual terminara conduciendo a la descarga total de ambos
farmacos. Si tomamos como referencia el comportamiento farmacocinético de IBU
informado por Davies [88], el cual demostré que la concentracion plasmatica méaxima
alcanzada luego la ingesta de un comprimido de 400 mg es 28,3 ug/ml, podemos presumir
que estas demandas podrian ser cubiertas con creces a partir de 50 mg de las plataformas
HAI/L-ARG/IBU.

3.5 Conclusioén

En este trabajo se han desarrollado dos plataformas de hidroxiapatita portadoras
de principios activos de utilidad para la profilaxis y/o tratamiento de patologias asociadas
al tejido Oseo. Los principios activos se adsorbieron en HA, directamente (CIP), o
mediante L-ARG como enlazador (IBU), siguiendo un comportamiento sensible al pH,

dando origen a las plataformas HA\/CIP y HA/L-ARG/IBU, respectivamente.
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Los datos experimentales se ajustaron a tres modelos de isotermas y el modelo
Sips explicé mejor el proceso de adsorcion para ambos farmacos. Los medios méas
adecuados para el desarrollo de estas plataformas demostraron ser a pH 6 y 7,4, para CIP
e IBU, respectivamente, medios donde su adsorcion fue méaxima. Si bien las cantidades
adsorbidas de ambos farmacos fueron altas (DLna satisfactorios), la eficiencia de
encapsulamiento porcentual de las plataformas (EE%) fue baja en general: 7,2y 16,1 %);
y 6,6y 49,7 %, para IBU y CIP, apH 7,4y 6, respectivamente.

La cinética de adsorcién de ambos farmacos mostro diferencias considerables
pensando en el desarrollo de las plataformas, alcanzandose los equilibrios de adsorcion a
los ~1440 min (24 h) y ~3130 min (52 h) para IBU y CIP, respectivamente, en los tres

medios estudiados.

La liberacion de ambos farmacos a partir de las respectivas plataformas estuvo
dentro del rango terapéutico de concentraciones y sigue una liberacion sensible al pH.
Los perfiles de liberacion confieren a las plataformas buenas perspectivas de cara a poder
propiciar concentraciones efectivas rapidas de farmaco liberado, asi como para actuar
como reservorios temporales y proveer liberacion sostenida en el gradiente de pH
naturales de las zonas lesionadas. Esto hace que estas plataformas sean buenos candidatos
potenciales para relleno de defectos 0Oseos, haciendo disponibles concentraciones
adecuadas de IBU y CIP sin necesidad de acudir a grandes cantidades de las plataformas;
a partir de una mezcla de ~50 mg de cada una de ellas se podrian obtener concentraciones
terapéuticas efectivas de los principios activos. De esta manera, las plataformas tendrian
buenas cualidades para poder cumplir con las demandas de nuevas estrategias de
tratamiento relacionadas con la reconstruccién de defectos Oseos, a partir de las

propiedades osteoinductivas, bioactivas y biodegradables de nano-HA.,.

En el siguiente capitulo, se abordara una estrategia diferente para el desarrollo de
sistemas de administracion mdultiple de farmacos a partir de hidroxiapatita

nanoestructurada.
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Capitulo 4

Disefo, sintesis y caracterizacion de una
formulacion multifarmaco biocompatible
basada en nano-hidroxiapatita con un
recubrimiento lipidico mimético de

membrana

El estudio descrito en el capitulo anterior fue el punto de partida para entender
como interacttan nano-HA y los farmacos, CIP e IBU. En este trabajo abordaremos una
nueva estrategia para el desarrollo de un sistema que permita la carga y liberacion
maultiple de farmacos. Para ello, recurriremos al uso de un vehiculo lipidico que nos
permita mejorar las propiedades de nano-HA; como portador de farmacos, buscando
aumentar la eficiencia de encapsulamiento de los mismos y poder prescindir de L-ARG
como agente enlazante para la adsorciéon de IBU, reuniendo asi ambos farmacos en un
unico sistema que propicie su liberacién con una cinética controlada. El abordaje de dicha

estrategia se detalla a continuacion.
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4.1 Estructuras lipidicas miméticas de membrana como portadores de farmacos y

moduladores de su liberacion
4.1.1 Anfifilos y agregados moleculares: mesofases

Como se menciono en el capitulo anterior, los surfactantes (o tensioactivos) son
un grupo de moléculas anfifilicas que conjugan regiones hidrofilicas, que presentan
afinidad por el agua, con regiones hidrofébicas, con afinidad por sustancias lipidicas (Fig
4.1). Estas moléculas poseen la capacidad de disminuir la tension superficial y de
autoorganizarse para dar origen a diversas estructuras ordenadas, dependiendo de la
composicion del sistema y de la temperatura [1]. Estos diversos ordenamientos
estructurales propician que las colas hidrocarbonadas de las moléculas anfifilicas estén
en contacto con un entorno no polar dado por las regiones hidrofébicas de sus moléculas
vecinas, satisfaciendo asi su afinidad [1]. Lo mismo ocurre para las regiones polares o
hidrofilicas de estos agregados. Estas estructuras comprenden desde agregados micelares,
originados a baja concentracion de surfactante (aunque por encima de la concentracion
micelar critica), hasta estructuras con un orden de largo alcance, conocidas como cristales

liquidos, que tienen lugar a altas concentraciones de surfactante [2].

Los cristales liquidos o mesofases, se caracterizan por presentar un estado
intermedio entre el orden estructural de largo alcance de un cristal y el “desorden” de un
liquido [3]. Hay una fuerte correlacion entre la forma molecular del anfifilo y la
disposicion estructural o tipo de empaqguetamiento que adoptan las mesofases que forma
[4], tal como se menciono en la seccion 3.1 del capitulo anterior. La temperatura, pH
(ionizacion) y composicion del sistema alteraran este empaquetamiento originando
transiciones de fase de un tipo de cristal liquido a otro [3]. En la Fig. 1 se muestran algunas
de las mesofases liotropicas mas frecuentes, como la hexagonal o lamelar, formadas por
el autoensamblado molecular de moléculas anfifilicas en concentraciones altas. Estas
estructuras liquido — cristalinas pueden, por efecto de agregado de solvente (dilucion),
dispersarse en agregados coloidales vesiculares o liposomas, los cuales conservan la

disposicion estructural de la fase de la cual provienen [1].
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Figura 4.1: Las moléculas anfifilicas se autoagregan dependiendo de la temperatura, concentracion y forma
molecular para dar origen a distintos arreglos estructurales. En el centro de la imagen se representan
esquematicamente distintos tipos de liposomas: multilamelares (LMV), unilamelares grandes (LUV) y

unilamelares pequefios (SUV). Esquema adaptado de la publicacion de Lasic y col. [1].

Los liposomas son vesiculas micro 0 nanométricas que se caracterizan por poseer
una fase acuosa interna encapsulada por paredes estructuradas en forma de bicapas
lipidicas, arreglo estructural que poseen las membranas bioldgicas [5]. Son de tamafio
variable y forma aproximadamente esférica, con didmetros que van desde los 20 nm hasta

unos pocos micrometros [6].

Los componentes habitualmente empleados para su formulacion son fosfolipidos,
tanto purificados como mezclas de ellos, naturales o sintéticos, que pueden incorporar
colesterol u otros agentes a fines de manipular sus propiedades, como su permeabilidad,
estabilidad, etc. Estos lipidos de doble cadena, con parametros de empaguetamiento
cercanos a 1, forman una fase liquido-cristalina lamelar, que al dispersarse en agua da
lugar a la formacidn de vesiculas o liposomas. Estas estructuras pueden estar constituidas
por mas de una bicapa, lo que se conoce como liposomas multilamelares (LMV,

diametros mayores a 500 nm); o por solo una, los denominados liposomas unilamelares,
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clasificandose estos ultimos en grandes (LUV, 100 — 1000 nm de diametro) y pequefios
(SUV, 20 — 100 nm) [7].

Los liposomas han despertado rapidamente el interés debido a su versatilidad para
aplicacion en distintas industrias, entre las que se destaca la industria farmacéutica.
Conjugar la capacidad de encapsular moléculas bioactivas en un compartimento interno
hidrofilico, asi como de incorporarlas en regiones hidrofobicas de la bicapa, convierte a
estos sistemas en excelentes vehiculos de compuestos bioactivos de naturaleza
hidrofilica, hidrofébica y/o antipatica (Fig. 4.2) [8]. Estas vesiculas lipidicas afiaden,
ademés, la capacidad de proveer estabilidad quimica y bioldgica a las sustancias
vehiculizadas, asi como de modular y dirigir su liberacién en sitios especificos a partir de
su disefio, composicién quimica y/o funcionalizacion de membrana [9], [10]. Todo esto,
sumado a su capacidad para mimetizar el comportamiento y estructura de las membranas
bioldgicas, han establecido a los liposomas como herramientas de gran utilidad como
portadores de farmacos (para terapia contra el céncer, enfermedades infecciosas,
afecciones dermatologicas), asi como de material genético en terapia génica y de diversos

compuestos en el disefio de vacunas [11]-[17].

Farmacos
. hidrofilicos
Farmacos
hidrofdbicos

Bicapalipidica

Compartimento interno

hidrofilico

Figura 4.2: Estructura esquematica de un liposoma unilamelar y sus compartimentos para vehiculo de

moléculas bioactivas.
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Las bicapas lipidicas presentan movilidad y fluidez, lo cual depende de la
temperatura de transicion (Tc) del lipido o mezcla de lipidos que las constituyen. La Tc
es la temperatura por encima de la cual los lipidos cambian su estado fisico, pasando de
un estado ordenado de gel cristalino a un estado desordenado de cristal liquido [18]. Esta
temperatura, caracteristica para cada lipido, es un factor importante a tener en cuenta en
el disefio de estas formulaciones, ya que los liposomas se forman por encima de ella.
Ademas, al condicionar la fluidez de la membrana, condiciona la liberacion de las
moléculas vehiculizadas [10]. Por ello, a partir de la eleccion de los componentes de la
bicapa, se puede tender hacia membranas con cadenas hidrocarbonadas mas
empaquetadas (lipidos con Tc més altas) o mas fluidas, donde las mismas se encuentran
mas aleatoriamente dispuestas y las cabezas polares presentan mayor movilidad

rotacional (lipidos con Tc mas bajas) [5], [18].

4.1.2 Lecitinas naturales para el desarrollo de biomateriales

Los fosfolipidos, por su naturaleza anfipatica, son los mas utilizados en
formulaciones de liposomas. Entre las diversas fuentes de fosfolipidos naturales, las
lecitinas han sido ampliamente utilizadas debido a su composicion, biocompatibilidad,
biodegradabilidad y ausencia de toxicidad y/o inmunogenicidad [18]-[21]. De hecho,
estos fosfolipidos naturales son emulsionantes aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) para su uso en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica
[21].

Las lecitinas comprenden una mezcla compleja de glicerofosfolipidos, entre los
que se destacan la fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina, el fosfatidilinositol,
triglicéridos y glicolipidos, entre otros constituyentes menores [22]. Esta composicion de
las lecitinas las asemeja con la de las membranas plasmaticas de células eucariotas, donde
la fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol son sus
componentes mayoritarios [23]. Estos fosfolipidos presentan como esqueleto general una
molécula de glicerol, que se esterifica con dos acidos grasos de cadena larga (que pueden
presentar insaturaciones) y un grupo fosfato; en la Fig. 4.3 se representa

esquematicamente la estructura de la fosfatidilcolina, componente mayoritario de la



72

lecitina de soja y fosfolipido méas abundante de las membranas celulares de las células de

mamiferos [24].
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Figura 4.3: Representacion esquemaética de la estructura de la fosfatidilcolina.

La lecitina se puede extraer de fuentes animales y vegetales, siendo el huevo y la
soja, las fuentes mas frecuentes para cada tipo, respectivamente. La lecitina de soja
presenta algunas ventajas con respecto a las de origen animal. Entre ellas, presenta mayor
estabilidad, dado que posee una menor concentracién de acidos grasos poliinsaturados, y
mayor seguridad, al poseer menos inconvenientes de contaminacion debido a la presencia
de proteinas o agentes infecciosos en sus extractos [9], [20]. Estas caracteristicas,
sumadas al costo, hacen a la lecitina de soja apropiada para la produccion de liposomas a
gran escala [9], [19], [25].

Ademas de las aptitudes mencionadas para emplearse en el disefio de vesiculas,
las lecitinas presentan una capacidad antioxidante conocida [26], [27], que ha propiciado
su uso para aumentar la estabilidad de diferentes formulaciones frente a entornos

oxidantes [21], [28], [29]. Esto se debe a que tanto los acidos grasos insaturados como
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los grupos fosfato presentes pueden reaccionar con diferentes especies reactivas de
oxigeno (ROS), neutralizdndolas y evitando el dafio celular [28], [30]. Esta propiedad es
relevante cuando se piensa en el proceso de curacion de heridas, donde es sabido que el
estrés oxidativo en exceso, mediado por ROS, juega un papel importante en aquellas
lesiones que no cursan con una recuperacion apropiada [31]-[34]. Adicionalmente, se ha
observado el rol de las lecitinas como modulares de la respuesta inflamatoria, donde han
demostrado aumentar la capacidad de los macréfagos y el recuento linfocitario, asi como
disminuir la generacion de citoquinas inflamatorias [30], [35], [36]. Estas cualidades se
han propuesto como las responsables de la capacidad de las lecitinas para favorecer la
regeneracion de heridas, habiendo mostrado, incluso, un rendimiento superior a la
fenitoina en estudios en ratas, farmaco recetado para acelerar la cicatrizacion de lesiones

ulcerosas [30].

En este trabajo nos apoyaremos en las propiedades beneficiosas mencionadas de
la lecitina de soja para incorporarla en una formulacion que nos permita mejorar la
capacidad de la hidroxiapatita como portador de farmacos, a partir de un sistema

biomimético que promueva la regeneracion del tejido vivo.

4.1.3 Adsorcién de bicapas lipidicas sobre soportes sélidos

El desarrollo de bicapas lipidicas sobre distintos soportes sélidos se ha convertido
en una herramienta muy Util para un gran namero de aplicaciones, al representar una
interface que permite recrear o imitar el comportamiento de las membranas celulares [37],
[38]. Tal es asi, que se han empleado para entender mecanismos fisiol6gicos que tienen
lugar en las membranas, como la sefializacion celular, interacciones lipido-proteinas, asi
como su empleo para el desarrollo de biosensores y sistemas para administracion de
farmacos [38]-[42]. En ese sentido, el empleo de microbalanzas de cristal de cuarzo con
monitoreo de disipacion ha tenido un rol muy importante al permitir obtener informacion
muy precisa de la cinética de adsorcién de vesiculas lipidicas en sustratos solidos en
tiempo real, asi como el seguimiento de la deformacion, ruptura y fusién de estas
vesiculas para dar origen a bicapas lipidicas [43]-[45]. Mediante del empleo de esta
técnica se han reportado numerosos estudios que describen la dinamica de formacion de
estas estructuras miméticas de membrana sobre sustratos solidos de diversa naturaleza
[37], [38], [44], [46]-[48].
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El método mas utilizado para su desarrollo, conocido como fusién vesicular, se
basa en promover la adsorcién de vesiculas lipidicas en un sustrato sélido, con la

consecuente ruptura y fusion vesicular, que da origen a la bicapa [38], [41], [42].

La adsorcion de las vesiculas va a depender de un gran numero de factores como
su tamafio, naturaleza, pH del medio de adsorcion, temperatura, fuerza ionica; asi como
de atributos propios del adsorbente, como su naturaleza, carga superficial, propiedades
superficiales, etc.[43], [46], [48], [49]. Todos estos factores determinaran las
interacciones vesicula — adsorbente y vesicula — vesicula, que a su vez condicionaran el
tipo de estructura lipidica desarrollada sobre el soporte solido. Con respecto a las
propiedades de las superficies de adsorcion, se ha visto como la hidrofilicidad o
hidrofobicidad conduce a distintos tipos de ensambles lipidicos, que van desde bicapas o
monocapas hasta adsorcion de vesiculas intactas [43]. Los sustratos hidrofilicos conducen
al desarrollo de bicapas, mientras los hidrofébicos al de monocapas fosfolipidicas [38],
[43]-[47], [50]. Entre ellos, el dioxido de silicio, sustrato hidrofilico, ha sido el méas
utilizado y la dindmica vesicular de adsorcion esta ampliamente estudiada para dar origen
al desarrollo de bicapas lipidicas [37], [42], [45], [48], [49].

4.1.4 Objetivo

En virtud de lo antes mencionado, se investigd en este trabajo el desarrollo de un
recubrimiento mimético de membrana sobre las nanoparticulas de HA, a partir de
fosfolipidos naturales extraidos de la lecitina de soja, que actie como vehiculo y
modulador de la liberacion de CIP e IBU. Primero, se estudio la adsorcion del
recubrimiento lipidico en la superficie de las nanoparticulas a fin de establecer los
pardmetros de formulacién. Luego, en base a la formulacién seleccionada del cribado
inicial, se evaluo la eficacia simultanea de carga y liberacién de los farmacos. Se analizd
el perfil de adsorcién de CIP e IBU, se determiné la capacidad de carga maxima y la
cinética de liberacion de ambos farmacos en condiciones fisioldgicas y de herida abierta
[51]. Se valido el potencial antibiotico de CIP frente a cepas bacterianas responsables de
infecciones Gseas frecuentes, y se verifico la actividad del ibuprofeno mediante la prueba
de desnaturalizacion de la albumina. La biocompatibilidad de los sistemas se confirmé
mediante la interaccion con osteoblastos primarios de bdveda craneal de rata. Los

resultados de este trabajo se detallan a continuacion.
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4.2 Experimental - Materiales y Métodos
4.2.1 Reactivos

Bromuro de hexadecil-trimetilamonio (CTAB, 99 %, Sigma); Polipropilenglicol
(PPG, PM= 425 g/mol, 6 = 1,004 g/cm3 a 25 °C, Sigma-Aldrich), Fosfato de sodio
(NasPOs, 96 %, Sigma), Cloruro de calcio (CaClz, 99 %, Sigma), Nitrito de sodio
(NaNO, 97 %, Sigma); Acido acético (C2H4O2, 99%, Sigma — Aldrich); trihidrato de
acetato de sodio (C2HsNaO2-3H20, 99%, Sigma — Aldrich); hidréxido de sodio (NaOH,
97%, Sigma - Aldrich); solucién salina buffer fosfato (tabletas de PBS,
Na;HPO4/NaH,PO,, Sigma — Aldrich); metanol (CH3OH, anhidro 99,8%, Sigma —
Aldrich); etanol (EtOH, 96%, Sigma — Aldrich); &cido clorhidrico (HCI, 37%, Sigma —
Aldrich); cloroformo (CH3Cl, anhidro 99%, Sigma — Aldrich); albumina de suero bovino
(BSA, Fraccion V, 95%, Carl Roth); azida de sodio (NaNs, 99,5%, Sigma-Aldrich); urea
(CON2Ha, 98%, Sigma-Aldrich); Lipoid S75 (LS75, Lipoid AG Sennweidstrasse 44 CH-
6312 Steinhausen/ZG Suiza); colorante rojo neutro (C1sH17CIN4, BioReagent, Sigma —
Aldrich); Ciprofloxacina (CIP, > 98%, Sigma), Ibuprofeno (IBU, > 98%, Sigma). Se
utilizé agua tridestilada para la preparacion de todas las soluciones.

4.2.2 Formulaciébn multifarmaco basada en nano-hidroxiapatita con un

recubrimiento lipidico mimético de membrana: LMm/nano-HA,
4.2.2.1 Preparacion y seleccion de la formulacion dptima

Se prepararon Yy caracterizaron nanoparticulas de HA; siguiendo los
procedimientos descritos anteriormente en la Seccion 3.3.2. Para la preparacion de
recubrimientos lipidicos miméticos de membrana se utiliz6 Lipoid S75 (LS75). LS75 es
un extracto comercial de lecitina de soja que contiene 69,3% de fosfatidilcolina, 9,8% de
fosfatidiletanolamina, 2,1% de lisofosfatidilcolina y 18,8% de acidos grasos (17-20%
palmitico, 2-5% estearico, 8-12% oleico, 58-65% linoleico y 4-6% de &cido linolénico)
[52]. Debido a su composicion, actualmente se utiliza para construir modelos miméticos
de membrana [53]. Se prepararon vesiculas unilamelares de acuerdo con el método de
hidratacién de pelicula delgada [7]. Este método se basa en la disolucion del componente
lipidico en un solvente organico, la evaporacion de este Gltimo y la rehidratacion de la

pelicula lipidica residual con un solvente acuoso [7]. En este caso, se disolvié la cantidad
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adecuada de LS75 en una mezcla de cloroformo y metanol 4/1 (CHCIls/MetOH (4/1)) para
obtener una concentracion final de 0,25 mg-mL™* y se secd bajo corriente de nitrégeno
(N2) para obtener una pelicula lipidica delgada. Luego, la pelicula de lipidos resultante se
hidrat6 con PBS (pH = 7,4) hasta el 30% del volumen final, se calenté durante 5 min en
bafio a una temperatura 10 °C superior a la Tc del LS75 (50-55 °C) y se llevo a vortex 1
min, obteniéndose asi una preparacion de vesiculas lipidicas multilamelares (LMVs). El
proceso de homogeneizacion y reduccion del tamafio se llevo a cabo por sonicacion
durante 30 min de la dispersion de vesiculas, dando origen a las vesiculas unilamelares
(SUVs). Finalmente se incorpora el 70% del volumen de PBS necesario para alcanzar la
concentracion deseada (0,25 mg-mL™1). El tamafio hidrodinamico promedio de las SUVs
medidos por analisis de dispersion de luz cuasi-elastica (DLS) fue de 63,4 £ 6,7 nm, con
una dispersidad alta (PDI > 0.4). El diametro medio observado por TEM fue de 56,7
9,2 nm de diametro, Fig. 4.4.
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Figura 4.4: El histograma muestra la distribucion de tamafio del diametro de las SUVs.

Para obtener las formulaciones LMm/nano-HA|, se suspendieron las
nanoparticulas de HA, en PBS para obtener una concentracion madre de 10 mg mL ™ty
se sonicO durante 30 min. La formulacion 6ptima de LMm/nano-HA, se seleccion6
después de identificar la capacidad maxima de adsorcion de las SUVs en HA,. Se llevaron
a cabo experimentos de adsorcion agregando la suspension de HA, a la dispersion de

liposomas a temperatura ambiente. Cantidades adecuadas de la suspensién de nano-HA
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y de la dispersion de SUVs de LS75 se mezclaron y diluyeron en tubos de ensayo para
centrifuga con PBS, para obtener una concentracion final de 4 mg-mL*de HAy 0 - 0,28
mg-mL* de LS75. Las mezclas se mantuvieron en contacto durante 20 h en refrigeracion
(4 °C) y luego se centrifugaron a 4000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. La
capa inferior centrifugada se separd del sobrenadante, se hidraté con PBS y se centrifugo
nuevamente. El proceso se repitio tres veces para eliminar el lipido no adherido. En la
Fig. 4.5 se presenta una representacion esquematica del proceso de formacion de las

vesiculas lipidicas y de la formulacion LMm/nano-HA..

Formacion de SUVs

Lipidos en Evaporacion del Hidratacion Hidratacién y Homogm:l'eizacién
@ solucion @ solventey : formacion de y formacién de
£ i6n d de la pelicula \
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pelicula delgada
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........
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Formacion de LMm/nano-HA, ‘- = nano-HA

Figura 4.5: Representacion esquemética del proceso de obtencion de la formulacion LMm/nano-HA,,

Creado con Biorender.com.

Después de la centrifugacién, los sobrenadantes se transfirieron a viales de vidrio
y se conservaron para la posterior cuantificacion de lipidos mediante cromatografia
liquida de alta presion de fase inversa, RP-HPLC. La cantidad de lipidos adsorbidos en

HA, se calcul6 como la diferencia entre la concentracion inicial y la concentracion
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presente en el sobrenadante. La capacidad de adsorcién, “q” (mg LS75/mg HA)), se

calculé con la ecuacion:

g = ([LS75]—[LS75])xV (6c.41)

m

donde [LS75]oy [LS75] son las concentraciones inicial y en el sobrenadante de LS75

expresadas en mg-mL™*; V (mL) es el volumen total de dispersion y m la masa de HA,

(mg).

4.2.2.2 Cuantificacién de lipidos adsorbidos por RP-HPLC

Para la determinacion de “q” (mg LS75/mg HA)), se inyectd manualmente una
alicuota de 20 puL de cada muestra en un HPLC Waters 600E MDS (Waters, Mississauga,
ON, Canada). EI RP-HPLC estaba equipada con una columna de fase inversa Cis
(columna Nova-Pak C18, 60 A, 4 pm, 3,9 mm x 150 mm, 1 por paquete, WAT086344) y
un detector UV-vis (Water 486) ajustado a 205 nm. La fase movil fue metanol — PBS 1
mM, 9,5:0,5 (v/v), pH = 7.4, bombeado a un caudal de 1 mL/min [54]. La concentracion
de lipidos en todas las muestras se determind comparando la absorbancia UV de la
fosfatidilcolina con una curva estandar (R? > 0,998) generada en las mismas condiciones.
Las muestras y los disolventes se filtraron antes de su uso.

4.2.2.3 Distribucion del tamafio de particula y medicion del potencial zeta (§)

Las distribuciones de tamafio y los potenciales ({) de las vesiculas lipidicas
(SUVs) y las formulaciones LMm/nano- HA, se determinaron a 25,0 £ 0,1 °C utilizando
un Malvern Zeta Sizer Nano (ZSP) con un laser He-Ne (633 nm) como fuente de luz
incidente. EI tamafio medio de particula se obtuvo mediante analisis de dispersion de luz
cuasi-elastica (DLS) a partir de las intensidades medidas en un angulo de dispersion de
90°. Se realizaron diluciones 1/10 de todas las muestras con medio de hidratacion filtrado
a una tasa de recuento adecuada antes del andlisis. Los valores informados fueron el

resultado de diez determinaciones independientes.
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4.2.2.4 Caracterizacion térmica y estabilidad de almacenamiento de las

formulaciones de LMm/nano-HA

La caracterizacion térmica de las formulaciones de LMm/nano-HA, se determino
utilizando un calorimetro diferencial de barrido Q20 (TA Instruments). Las escalas de
temperaturay entalpia se calibraron utilizando muestras estandar de indio (CAS No.7440-
74-6/1, Tm=156,6 °C, AHn=3,295 kJ mol 1) y zinc (CAS No.7440-66-6/ 3, Tm=419,53
°C, AHn=7,103 kJ mol™?). Las muestras de LMm/nano-HA,, pesadas con una balanza de
precision de + 0,00001 g, se sellaron en una bandeja de aluminio hermética para evitar
cualquier pérdida de humedad durante la medicion calorimétrica diferencial de barrido
(DSC). Las muestras se enfriaron previamente a -20 °C durante 1 min. Posteriormente se
calentaron hasta 600 °C a razon de 0,08 °C seg 2. Se utiliz6 nitrégeno ultrapuro como gas
de purga a una velocidad de 20 mL min~* durante la medicion. La sustraccion de la linea
de base se realizd para corregir cualquier diferencia de capacidad calorifica entre la
muestra y el horno de referencia. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El
calor especifico Cp en J g~ K™* de cada muestra se calculd a partir del termograma DSC

consistente en flujo de calor (W g) mediante la ecuacion [55]

C, =Q x60/r (ec. 4.2)

donde r es la tasa de calentamiento del proceso en K min™t, Q’ es el flujo de calor en W
gl Los datos resultantes se usaron para construir curvas de calor especifico versus

temperatura. Los picos superpuestos se deconvolucionaron utilizando ajustes gaussianos.

La estabilidad de almacenamiento de las formulaciones de LMm/nano-HA, se
realiz6 mediante espectroscopia UV-Vis. Los espectros de absorcién UV-vis se
registraron en un espectrofotometro de barrido UV-vis-NIR (Varian Cary 100 Bio)
provisto de un controlador de temperatura (UV09005M013), utilizando una celda de
cuarzo de 1 cm de longitud de trayectoria. El indice de oxidacion se calculd segln la
formula [56].
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[u mol mL™1dieno]

% oxidation = x 100 (ec. 4.3)

[u mol mL™1 fosfolipidos totales]

La concentraciéon de dieno se calculd utilizando un coeficiente de extincion molar de

30000 [56] y la absorbancia maxima del pico deconvolucionado a 222 nm.

4.2.2.5 Caracterizacion microestructural

La caracterizacion morfoldgica se realizd mediante microscopia electronica de
transmision (TEM) y 6ptica (MO). Las microfotografias TEM se tomaron utilizando un
microscopio electronico de transmision Philips CM-12 operado a 120 kV equipado con
una camara digital MEGA VIEW-11 DOCU. Las observaciones se realizaron en un campo
claro después de tefiir la muestra con una solucion al 2 % en peso de PTA neutro
(tamponada a pH 6,9-7,1 usando NaOH). Las muestras en polvo se colocaron sobre
soportes de carbdn de malla 2000. Las observaciones de MO se realizaron con un
microscopio polarizador Nikon Eclipse E-200 POL (Tokio, Japon) acoplado a una cdmara
Nikon COOLPIxS4.

4.2.3 Eficiencia de carga y liberacion de farmacos

Se estudio la eficiencia de carga individual de los farmacos CIP e IBU de las
formulaciones de LMm/nano-HA,. Se incorporaron las cantidades adecuadas de ambos
farmacos a la solucién organica de Lipoid S75 para alcanzar una concentracion final de
0,25 mg-mL™! para LS75 y (2-20 ug-mL™?) para cada principio activo de manera
independiente. Luego, se obtuvieron las SUVs y se prepararon las formulaciones
LMm/nano-HA, cargadas de farmaco siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.
Para determinar la capacidad maxima de carga, se suspendié 1 mL de la formulacion con
los farmacos incorporados en 4 mL de HCI/EtOH (1:1) para destruir la asociacion
membrana lipidica/nano-HA; se probaron otras condiciones menos agresivas, pero no
permitieron romper esta asociacién. Posteriormente, las muestras se agitaron
vigorosamente y la HA, precipitada se separ0 por centrifugacion (4000 rpm, 10 min).

Luego, los sobrenadantes se usaron para la cuantificacion de los farmacos por medio de
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espectroscopia UV-vis. Las medidas de absorbancia se registraron a Amax=278,6 nm para
CIP y a Amax=195,8 y 221,2 nm para IBU. La eficiencia de encapsulacion (EE %) y la
capacidad de carga de los farmacos por la formulacion (DLna) se calcularon utilizando

las siguientes ecuaciones [57]:

w -Wy;
EEY = —tetal _7lb » 100 (ec. 4.4)
total
w —-Wy;
DL, = —total —lib (ec. 4.5)
Wya

donde Wi, representa la cantidad de farmaco cuantificada en el sobrenadante, Wiotal Y
Wha la cantidad total de farmaco y HA, afiadidas inicialmente al sistema,

respectivamente.

Una vez establecidas las concentraciones que generaban la maxima incorporacion
de ambos farmacos de manera individual, se cuantificd, siguiendo el mismo
procedimiento, la eficiencia de encapsulacién cuando ambos se incorporan al sistema de

manera simultanea.

Después del establecimiento de la méxima capacidad de carga simultanea de
ambos farmacos por la formulacion LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg HAY), se
seleccionaron dichas concentraciones para estudios de cinética de liberacién. Estos
estudios se realizaron en condiciones de pH fisioldgico, de herida abierta y de piel sana
(pH=7.4, 6.2 y 4.2; T=37 °C) para cada principio activo cargado. Tres juegos de tubos
(diez tubos de vidrio cada uno) que contenian 1 mL de muestra cargada con farmaco se
pusieron en contacto con 4 mL de los distintos medios de liberacion seleccionados: PBS
(pH=7,4), PBS (pH=6,2) y solucién buffer de acido acético/acetato de sodio (buffer
AcOH, pH=4,2). Las cantidades de ambos principios activos liberados después de 0,25 a
72 h se determinaron mediante espectrometria UV-vis. Los resultados se expresaron

como porcentaje de liberacién de farmaco:
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Wiib

DR% = X 100 (ec. 4.6)

cargada

donde Wiib ¥ Weargada SON la cantidad de farmaco en el sobrenadante después de la
liberacion y la cargada, respectivamente.

4.2.3.1 Modelos cinéticos para analisis de los perfiles de liberacion

Para el estudio de los perfiles cinéticos de liberacion se recurrié al modelo de
Korsmeyer — Peppas, descrito en la seccion 3.3.5.3 del capitulo 3, y al modelo de Weibull,
ambos modelos ampliamente utilizados para el analisis de entrega de farmacos desde

estructuras lipidicas de tipo membrana [58].

El modelo de Weibull [59] ha sido descrito para diferentes procesos de liberacion como:

—(t—T)b
DR% = DRy% |1 —¢e a (ec. 4.7)

En esta ecuacién, DR% es la cantidad de farmaco liberado en funcién del tiempo “t”;
DRo% es la cantidad total de farmaco que se liberaat = oo y T representa el tiempo de
retraso (fase lag) medido como resultado del proceso de liberacion. El pardmetro “a”
representa un parametro de escala que describe la dependencia del tiempo y “b” describe
la forma de progresion de la curva de liberacion. Para b = 1, la forma de la curva
corresponde exactamente a la forma de un perfil exponencial con la constante k = 1/a. El
parametro “a” puede ser reemplazado por el tiempo de disolucion, Teox, que esta definido
por a = (Teow)®, Y representa el intervalo de tiempo necesario para liberar el 60% del

farmaco presente en una formulacion farmacéutica.
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4.2.4 Ensayos de Biocompatibilidad
4.2.4.1 Aislamiento y cultivo de osteoblastos de rata (rOBs)

Los cultivos primarios de osteoblastos de calvaria de rata (rOBs) se obtuvieron de
calvarias aisladas de ratas Wistar jovenes como se describio previamente [60].
Brevemente, las calvarias se obtuvieron a partir de ratas sacrificadas por decapitacion
rapida; se incubaron a 37 °C en PBS (conteniendo EDTA, 4 mM) durante dos periodos
de 10 miny los sobrenadantes fueron descartados. Posteriormente, las calvarias se lavaron
en PBS para luego realizar una digestion enzimatica en una solucion de 200 U/ml de
colagenasa (U/ml: unidades de enzima por mililitro de disolucion) en PBS durante cuatro
periodos de 15 min. Las células liberadas durante la primera digestion fueron descartadas,
mientras que las digestiones posteriores se recolectaron y se separaron de la solucion
enzimatica mediante centrifugacion durante 10 min a 1500 rpm. Luego, los osteoblastos
fueron cultivados en Medio Esencial Alfa-Minimum suplementado con suero fetal bovino
al 15%, 1 % de penicilina y estreptomicina (a-MEM — 15 % FBS, 1 % P-E) a 37°C en
atmosfera himeda (5,5 % CO2). EI medio de cultivo se descartd luego de 24 h'y se
sustituyo por a-MEM — 10 % FBS, 1 % P-E, en el cual las células se cultivaron durante
2 0 3 dias hasta llegar a aproximadamente un 80 % de confluencia. Por Gltimo, las células
se almacenaron congeladas hasta su uso. El cuidado y manejo de los animales [61] fueron
realizados por el servicio de animales del Departamento de Biologia, Bioquimica y
Farmacia de la Universidad Nacional del Sur, Argentina, de acuerdo con el estandar
internacionalmente reconocido “Guia para el Cuidado y Uso de Animales de laboratorio”
promulgada por el Consejo Nacional de Investigacién [62]. Los procedimientos activos
utilizados en este trabajo han sido aprobados por el CICUAE (Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion, Biologia, Departamento de Biologia,
Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional del Sur, Argentina). Se utilizaron

células de paso dos a cuatro (P2-P4).

4.2.4.2 Morfologia y viabilidad celular

Se llen6é una placa de 48 pocillos con 25 uL de muestras (SUVs de LS75,
formulaciéon LMm/nano-HA, y formulacion LMm/nano-HA, cargada con CIP e IBU) y
se esterilizd6 mediante radiaciéon UV durante 5 h. Luego se sembraron los rOBs y se

cultivaron durante 24 y 48 h en Medio Esencial Alfa-Minimum suplementado con suero
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fetal bovino al 10% (a-MEM-10% FBS, Sigma-Aldrich), en atmosfera humidificada
(5,5% CO») a 37° C. Despues del tratamiento, la estimacion de la viabilidad celular se
realizo siguiendo el ensayo de absorcidn de rojo neutro [63]. La morfologia de las células
se observo en un microscopio Nikon Eclipse TE 300 acoplado a una cdmara Nikon Digital

Sight DS U2. Las células cultivadas en ausencia de material se usaron como control (C).

4.2.5 Evaluacion de la actividad de ciprofloxacina e ibuprofeno in vitro

La actividad antibacteriana de la formulacion LMm/nano-HA, cargada con CIP e
IBU se evalud contra tres cepas bacterianas elegidas por representar un espectro
clinicamente relevante de organismos [64], [65]: Staphylococcus aureus (S. aureus,
ATCC 29213), especie Gram-positiva; Escherichia coli (E. coli, ATCC 25922) y
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa, ATCC 27853), especies Gram-negativas. Estas
cepas fueron aisladas y almacenadas en la Catedra de Microbiologia del Departamento

de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional del Sur, Argentina.

4.2.5.1 Ensayo de difusion en agar

Para la prueba de difusidn en agar se prepararon placas de petri estériles (8,5 cm
de diametro) que contenian 20 mL de agar nutritivo Mueller Hinton (Sigma-Aldrich, CAS
N° 70191). Se hizo un pequefio orificio en el centro del agar solidificado con un ansa
estéril. A continuacidn, se esparcieron uniformemente sobre las placas 100 pL de un
indculo bacteriano de una concentracion equivalente a 0,5 estandares de turbidez de
McFarland utilizando una ansa estéril para placas. Las placas se dejaron 10 min para la
correcta adsorcion del microorganismo al medio de cultivo. Al mismo tiempo, los discos
de papel de filtro estériles se embebieron con 20 puL de muestras de la formulacion
LMm/nano-HA\ (a la maxima capacidad de carga de farmacos) por medio de una pipeta
estéril y se incubaron durante la noche a 37 °C. Todas las muestras se analizaron por
triplicado. Se usaron muestras de LMm/nano- HA, (no cargadas con farmaco) como

control negativo.
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4.2.5.2 Cuantificacion de bacterias viables mediante ensayo de inoculacion liquida

Se colocaron 2 ml de muestras de LMm/nano-HA, (a la maxima capacidad de
carga de farmacos) en 10 ml de PBS estéril que contenian 0,5 ml de inéculo bacteriano
(equivalente a 0,5 estandares de turbidez de McFarland) y se cultivaron a 37 °C. Las 3
cepas bacterianas fueron expuestas a las muestras de la formulacion multifarmaco durante
1, 3, 24 y 48 h con agitacion continua (25 rpm) en agitador rotatorio (New Brunswick
Scientific). Una vez alcanzados los respectivos tiempos de contacto, se tomaron alicuotas
de 1 ml de sobrenadante y se diluyeron segun se requeria de acuerdo con el método
descrito por Miles et al. [66]. De cada una de estas diluciones en serie, se coloco 1 mL en
placas de petri estériles (8,5 cm de diametro) y luego se vertieron 20 mL de agar Mueller
Hinton estéril (Sigma-Aldrich, CAS N° 70191) sobre la muestra. Después de la
solidificacion del agar a temperatura ambiente, las placas se incubaron durante 24 h a 37
°C; las que contenian entre 30 y 300 colonias se contaron y multiplicaron por el valor de
dilucion adecuado para alcanzar el nimero final de colonias bacterianas desarrolladas.

Los resultados se expresaron como porcentaje de reduccion del recuento de colonias:

o — Ri_Rf
R% = — X 100 (ec. 4.8)

l

donde R; y Rf son las recuentos bacterianos inicial y final, expresadas como unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC mL™). Se utiliz6 como control el cultivo

microbiano en ausencia del material, C.

4.2.5.3 Inhibicion de la desnaturalizacion de la albUmina

La actividad del ibuprofeno liberado de la formulacion LMm/nano-HA, se evaluo
indirectamente analizando el proceso de desnaturalizacion de la albimina de suero bovino
(BSA) de acuerdo con Galantini et al. [67] y Del Giudice et al. [68]. Se prepard una
solucion de BSA al 0,207% en peso, disolviendo la cantidad adecuada de polvo de BSA
en PBS 10 mM, pH 7.4, con la adicion de azida sédica 11 mM como conservante. La

solucion se filtro antes de su uso con un filtro de membrana Nucleopore (diametro de 100
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nm). Para inducir el proceso de desnaturalizacion, un volumen conocido de solucion de
proteina se mantuvo en contacto durante 10 h con la cantidad adecuada de urea (agente
desnaturalizante) en el rango de concentraciones de 0,5 a 11 M, en matraces volumétricos.
Se prepard otra bateria de tubos con la cantidad adecuada de formulacion multifarmaco
para lograr una relacion molar (10:1) IBU:BSA y se mantuvo en contacto durante 5 h con
la solucién de BSA preparada, antes de la agregacion del agente desnaturalizante. La
proporcién de proteina desnaturalizada, u %, se calcul6 de la siguiente manera:

[Abs]—-[Abs]y
[Abs]p—[Abs]y

u% = ( ) x 100 (ec. 4.9)

donde [Abs], [Abs]n y [Abs]o son la absorbancia del grupo triptéfano (Trp), ATrp=280
nm, en cada punto, en los estados nativo y desnaturalizado total, respectivamente. Todos

los experimentos se realizaron por triplicado y a temperatura ambiente.

4.2.6 Andlisis estadistico

Todas las pruebas cuantitativas se realizaron por triplicado y luego se calcularon
los valores medios con sus respectivas desviaciones estandar (media = DE). El analisis
estadistico de los datos se realizé mediante analisis de varianza de un factor (ANOVA).
La prueba t de Student y los valores de probabilidad por debajo de 0,05 (p< 0,05) se

consideraron significativamente diferentes.

4.3 Resultados y discusién
4.3.1 Formulaciones LMm/nano-HA
4.3.1.1 Screening inicial

La capacidad de adsorciéon de las nanoparticulas de HA| depende de su area
superficial, topografia e hidratacion, siendo esta Gltima modulada por el pH y la
concentracion de electrolitos. Dichas caracteristicas, Tabla 4.1, fueron previamente
evaluadas en nuestro grupo de investigacion por D’Elia y col. [60], [69], [70], habiéndose
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verificado, ademas, la naturaleza hidrofilica de HA,, asi como también se informo lo
propio en otros trabajos reportados en literatura [71], [72]. En los presentes experimentos
de adsorcion, ademés de la temperatura, se mantuvieron constantes tanto el pH como la
fuerza idnica para que el foco central del proceso esté asociado con las interacciones entre

las vesiculas lipidicas y la superficie de HA,.

Tabla 4.1: Propiedades superficiales de nano-HA,

Sac/mmol g™ Rku Rsk d/nm |/nm

HA,

Dimensiones de las nanoparticulas de HA,: diametro (d) y longitud (l); area superficial (Sger); acidez

superficial (Sac); rugosidad superficial: pardmetro de Kurtosis (Rw) y pardmetro de asimetria (Rs).

Para seleccionar la formulacion adecuada de LMm/nano-HA,, se analiz6 la
capacidad de adsorcion (g) de las SUVs de LS75 sobre HA; los resultados se muestran
en la Fig. 4.6:
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Figura 4.6: (a) variacion de la capacidad de adsorcion (q) y (b) potencial  frente a la concentracion inicial
de SUVs de LS75 (expresada como concentracion inicial de LS75, [LS75]o). (c) Observaciones de
microscopia electrénica de transmision (TEM) de (i) nano-HA,, SUVs LS75 y SUVs LS75/nano-HA, a
diferentes [LS75]o: (ii) 0,08 mg mL; (iii) 0,16 mg mL™%; (iv) 0,25 mg mL™. Las muestras se diluyeron
1/10 para obtener iméagenes representativas. (d) Microfotografia de microscopia 6ptica con luz polarizada
de SUVs LS75 / nano-HA, a [LS75]o = 0.25 mg mL"%; aumento de 40x. La caja se amplié y manipuld (se
descarto el fondo y se mejoro6 el contraste) con Image J Software para resaltar la capa de cristal liquido de

los SUVs LS75 (amarillo-verde) alrededor de los cristales HA,. Figura adaptada de referencia [73].

El proceso de adsorcion general estd representado por una curva sigmoide
caracteristica de una isoterma de tipo S, Fig. 4.6a, segun la clasificacion propuesta por
Giles et al [74]. La progresion de la curvatura muestra que la adsorcion se vuelve mas
facil a medida que aumentan las concentraciones iniciales de fosfolipidos ([LS75]o). Este

proceso, llamado adsorcion cooperativa, implica una asociacion lado a lado de moléculas
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adsorbidas que facilitan su unién a la superficie [75]. Experimentalmente se vio que
cuando se obtienen este tipo de isotermas el adsorbato usualmente reine una serie de
caracteristicas: (i) es una molécula monofuncional, es decir, tiene un gran residuo
hidrofobico (> 5 atomos de carbono) y una region localizada de la molécula con afinidad
por el sustrato (ii) tiene una atraccién intermolecular moderada, lo que hace que se
empaquete verticalmente en una capa adsorbida de matriz regular; y (iii) encuentra una
fuerte competencia por los sitios del sustrato, de las moléculas de solvente o de otros
solutos presentes [74]. En nuestro caso, las condiciones (i) y (ii) se cumplen porgue la
estructura molecular de los fosfolipidos da cuenta de un esqueleto de hidrocarburo de mas
de 5 &tomos de carbono y también favorece un arreglo de empaque vertical de acuerdo
con su parametro de empaquetamiento critico (Pc ~ 1) [76]. Estudios previos [70] de
interacciones de nano-HA/albimina de suero bovino (BSA) indicaron que el proceso de
adsorcion de proteinas ocurre a través de interacciones electrostaticas seleccionadas entre
los grupos Ca?* y PO4*~ en las superficies de nano-HA, y los grupos COO™ vy residuos de
NH4* en la molécula de BSA. Ademas, se demostré una alta competencia entre las
moléculas de agua y proteina por los sitios de adsorcion de HA, [70]. Dado que estan
involucrados grupos funcionales similares, el mecanismo de union de BSA a HA, podria
ser valido para la adsorcion de LS75; cumpliendo la condicion (iii) necesaria para obtener
una isoterma tipo S. Los informes de literatura afirman que cuando se obtiene una
isoterma tipo S con adsorbatos monofuncionales, aromaticos o alifaticos (> 5 d&tomos de
carbono), las moléculas adsorbidas se orientan perpendicularmente a la superficie [74].
Este hecho apoya la idea de que las moléculas de fosfolipidos estan orientadas en paralelo

sobre superficies de nano-HA..

Por otro lado, en PBS, las superficies de HA, se hidratan presentando una densidad
de carga superficial negativa, potencial { = — 26,5 + 1,4 mV. En estas condiciones, la
interaccién maxima entre las moléculas de fosfatidilcolinay HA hidratado se produciria
a través de los grupos -N(CHs)s* (colina). Dado que las SUVs LS75 también poseen carga
superficial negativa, potencial { = —19,2 + 2,1 mV, la repulsion electrostatica explicaria
la baja adsorcion inicial. La ubicacién paralela de las moléculas de fosfolipidos en la
superficie de HA\, dejaria sus cadenas hidrofdbicas expuestas a la solucién, lo que va en
contra de su naturaleza anfifilica. Por lo tanto, se propone que despues del proceso de
adsorcion inicial, tuvo lugar una segunda etapa de adsorcion mas répida y altamente

favorecida que produjo la formacién de una bicapa de fosfolipidos como recubrimiento.



90

Se describié un mecanismo similar para explicar la isoterma de adsorcion tipo S del acido

antraceno-1-sulfonico sobre celulosa en agua [74].

La adsorcion de LS75 en nano-HA\ se verifico a partir de medidas de potencial
de las nanoparticulas equilibradas en PBS, antes y después de los experimentos de
adsorcion; los resultados se muestran en la Fig. 4.6b. Los resultados obtenidos mostraron
una curva sigmoide concordante con la isoterma de adsorcion. A lo largo de la fase de
adsorcion inicial, los sistemas mostraron un potencial { similar al del nano-HA, pura,
mientras que en la segunda etapa los valores tendieron hacia aquellos observados para las
SUVs LS75 puras. Este hecho respalda la formacidn de una bicapa de fosfolipidos externa
en la superficie del sustrato HA, después de completar el proceso de adsorcion.

Las observaciones de las micrografias TEM (Fig. 4.6¢.) revelaron que hubo una
interaccion directa entre las SUVs LS75 y los nano-rods de HA\. Se presentan aqui las
nano-HA| y SUVs LS75 puras (i) y luego de su interaccion a distintas concentraciones
iniciales de LS75: 0,08 mg mL2 (ii); 0,16 mg mL (iii); 0,25 mg mL* (iv). Las muestras
se diluyeron 1/10 para obtener imagenes representativas. En la Fig. 4.6d, se presenta el
sistema LMm/nano-HA; a [LS75]o = 0.25 mg mL™, observado por microscopia Gptica
con luz polarizada (aumento de 40x). La caja se amplié y manipul6 (se desconté el fondo
y se mejoro el contraste) con el software Image J para resaltar (en amarillo-verde) la capa

de cristal liquido formada por la fase lipidica alrededor de los cristales de nano-HA\.

Se puede verificar, asi, que hay una adsorcion explicita de las SUVs LS75 en
nano-HA,. A la maxima capacidad de adsorcion, q = 0,05 mg LS75-mg HA, se formé
una estructura mimética de membrana sobre nano-HA,, LMm/nano-HA,. Se confirmo por
microscopia de luz polarizada, que existe una asociacién organizada de fosfolipidos
similar a una mesofase liquido-cristalina, manifestada en las texturas birrefringentes

mostradas en la Fig. 4.6d.

Para entender en profundidad la dindmica de adsorcion y poder tener mas
precisiones de como se da la adsorcion de los fosfolipidos para originar estas estructuras,
habria que recurrir al uso de otro tipo de técnicas, como por ejemplo la microbalanza de
cristal de cuarzo con control de disipacion, que nos permita dilucidar si lo que ocurre aqui
es la ruptura de las vesiculas por sonicacion y la consecuente adsorcion de fosfolipidos

individuales para luego autoensamblarse en bicapas, o si se da la adsorcién de vesiculas
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intactas que luego se deforman y fusionan para dar origen a las bicapas, u otro tipo de

mecanismo.

4.3.1.2 Caracterizacién térmica y estabilidad al almacenamiento

Se ha demostrado que las transiciones de fase, la peroxidacion y/o la degradacion
hidrolitica de los fosfolipidos pueden afectar atributo fisicos, tales como permeabilidad y
fluidez, de las bicapas presentes en los liposomas. Tales propiedades impactan en el
tamanio de las vesiculas, la rigidez, el atrapamiento de farmacos y la union a proteinas, lo
que altera el rendimiento de la formulacion in vivo. En consecuencia, antes de continuar,
se analizo el efecto de nano-HA, sobre el comportamiento de fase de la membrana de
fosfolipidos y sobre la estabilidad de almacenamiento de las formulaciones de
LMm/nano-HA. Todos los experimentos se realizaron sobre la capacidad de adsorcion
maxima de los sistemas LMm/nano-HA,, esto es, g = 0,05 mg LS75-mg HA/L. Los
termogramas de calorimetria diferencial de barrido (DSC) de las SUVs LS75 y los

sistemas LMm/nano-HA, se muestran en la Fig. 4.7.
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Figura 4.7: Termogramas obtenidos por DSC de SUVs LS75, [LS75]o = 0,25 mg mL™ (a, b, ¢) y
formulacion LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg HA™) (d, e, f). Figura adaptada de referencia [73].

Al estar compuestas de fosfolipidos naturales, donde existe una mezcla de
longitudes de cadena de hidrocarburos, las SUVs LS75 muestran un termograma amplio
y mal definido en el rango de temperatura de 300-550 K, Fig. 4.7a. Después de la
deconvolucion, el termograma resultd ser la suma de varios picos que representan
diferentes transiciones de fase, Fig. 4.7c, en total acuerdo con lo informado en literatura
[77]. Se detectaron cinco transiciones de fase principal endotérmicas a 329, 400, 428, 460
y 483 K; los parametros termodinamicos se resumen en la Tabla 4.2. El pico observado a
329 K (56 °C), “1”, indica la temperatura de transicion (Tm) a la cual la fase de gel (L.t
H-0) pasa al estado de cristal liquido lamelar (L,). La presencia de agua ligada en la
lecitina de soja aumentd la organizacion més prolongada de las moléculas de fosfolipidos
y explico las transiciones que surgen de Tm: “ii” Lo — fase cristal liquido lamelar
intermedia, (L «); “iii” L "« — fase cubica (Q); “iv” Q — fase hexagonal reversible (H); y

finalmente “v” H — solucion “aceite” isotropica [78].

600
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Las transiciones de fase equivalentes se identificaron con el sistema LMm/nano-
HA,, Fig. 4.7d y f. Los pardmetros termodindmicos calculados de las transiciones "i, ii,
iy iv" fueron comparables a los obtenidos para las SUVs LS75, mientras que la
transicion "v" surgié como un pico muy estrecho de un valor de ACp, muy superior, lo que
denota una transicion de fase extremadamente cooperativa. El analisis de cooperatividad
de las transiciones de fase se realiz6 sobre la base de la metodologia propuesta por Hobai
y col. [79]. El parametro cooperativo, o, esta ligado a la energia libre interfacial que

genera la cooperatividad [79]:

o= ( il )2 (ec. 4.10)

AH];H

donde AH: y AHwn fueron los valores experimentales y de van’t Hoff (vH) de las
principales entalpias de transicion, respectivamente. Estos ultimos se calcularon mediante

una expresién aproximada, propuesta por Sturtevant [80]:

6.9XTE

ec.4.11
AT1/2 ( )

AH‘UH ~

donde To ~ Tt es la temperatura de transicion del fosfolipido "puro”. En nuestro caso, se
utilizaron temperaturas de transicion experimentales, Ti, porque eran analogas a las
observadas en el diagrama de fases de la lecitina de soja “pura” [78]. Los valores mas
pequefos de o corresponden a una mayor cooperatividad de transicion. La magnitud n =
1/+/o esta relacionada con el tamafio del dominio de la unidad cooperativa, siendo
equivalente al nimero promedio de lipidos por lipido interfacial dentro de un dominio en
el centro de la transicion [79]. Los pardmetros calculados para las transiciones de fase de
fosfolipidos detectadas en la formulacién LMm/nano-HA, en comparacion con las SUVs
LS75 mostraron un valor de Tm de los sistemas LMm/nano-HA, que garantizan un estado
de gel de los fosfolipidos a 37 °C, y en consecuencia, que son aplicables para la entrega
de farmacos [81]. Ademas, indicaron un aumento de la cooperatividad lipidica debido a
la presencia de nanoparticulas de HA para aquellas transiciones ocurridas a T > Tm; los

resultados se resumen en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2: Propiedades térmicas de las SUVs LS75 y de la formulacion LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg

HAY).
SUVs LS75 LMm / nano-HA,
i, La+ HZO —> La
T/K 329,0+1,1 328,0+0,9
AT/ K 26,5+0,9 26,9+0,8
c 0,05 0,03
n ~5 ~6
AH/kJg* 3,61+ 0,69 4,72 +0,56
AS/JKtg 10,97 £1,13 14,40 + 2,41
ACp/ kIJKtgt 129,65 £ 9,11 166,67 + 7,43
ii,Le—=>L ¢
T/K 400,0+1,1 398,0+ 0,6
ATip K 53,6 +1,0 218+1,2
c 2,2 0,01
n ~1 ~ 10
AH/kJg* 30,60 + 3,11 5,16 + 0,87
AS/JKtg 76,50 + 4,23 12,94 +1,12
ACp/ kJKtgt 536,14 + 8,12 222,20 + 2,67
i, L' e —=>0Q
T/K 428,0+0,9 4270+ 1,0
ATip K 29,1+05 32,8+0,8
c 0,09 0,30
n ~3 ~ 2
AH/kJg* 12,82 + 2,21 20,68 + 0,97
AS/JK1g 29,95+1,11 48,39+ 1,01
ACp/ kJKtgt 413,00 + 6,12 592,6 + 7,43
iv, Q > H
T/K 460,0 £ 0,9 452,0+0,8
ATip K 244 +1.1 18,7 +£0,8
c 0,11 0,07
n ~ 3 ~ 4
AH/kJg* 20,23+ 2,11 20,66 + 3,20
AS/JK1g 44,00 + 4,12 45,70 £ 3,12
ACp/ kJKtgt 777,78 £ 23,12 1036,97 + 23,89
v, H =L
T/K 483,0+ 0,9 4790+1,1
AT I K 249+0,9 3,1+04
c 0,05 9,43 x 10
n ~5 ~ 33
AH/kJg* 14,27 £ 2,31 15,68 + 1,87
AS/JK1g 29,53 + 3,10 32,74 + 3,61
ACp/ kIJKtgt 537,04 £ 5,76 4713,76 + 24,34
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Le, fase cristal liquido lamelar; L4, cristal liquido lamelar intermedio, parcialmente ordenado en otras
fases; Q, fase cristal liquido cubico; H, fase cristal liquido hexagonal invertido; L2, solucidn isotrépica
"oleosa"; Ti, temperatura de transicion; ATy, ancho de la transicién a la mitad de la altura del pico; AH;,
entalpia durante la transicion de fase; ACy,;, capacidad calorimétrica diferencial; AS;, entropia de transicion

de fase.

La degradacion de la bicapa lipidica debido a reacciones de hidrolisis y
peroxidacion es siempre una preocupacion asociada con el almacenamiento de
formulaciones de farmacos de liposomas [82]; estos eventos pueden verse alterados por
la presencia de nano-HA\,. Se evaluo la estabilidad de la formulacion de LMm/nano-HA,
frente a la hidrolisis y la peroxidacion después de un periodo de almacenamiento de 20
dias. Los fosfolipidos naturales, como la lecitina de soja, contienen solo enlaces dobles
no conjugados y, por lo tanto, tienen un pico de absorbancia UV en longitudes de onda
cortas (200-205 nm). La peroxidacion de lipidos da como resultado la formacién de
dienos y trienos conjugados que estdn mas favorecidos energéticamente que dos o tres
dobles enlaces aislados; estos se detectan facilmente, ya que absorben en la regién UV a
230 y 270 nm respectivamente [56]. La Fig. 4.8a muestra los espectros UV-vis de la
lecitina de soja después de ser separada del sistema LMm/nano-HA, en los diferentes
periodos de almacenamiento. Puede verse que el sistema es razonablemente estable frente
a la oxidacion. La formacion de subproductos de degradacion (dienos y/o trienos) fue
inferior al 1% hasta los 15 dias de almacenamiento, con un 6% de oxidacién computado

a los 20 dias de almacenamiento, Fig. 4.8c.
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Figura 4.8: (a) espectros UV-vis del sistema LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg HA™) registrados durante
el periodo de almacenamiento de 0; 5; 10; 15; 20 dias. (b) Ejemplo de picos deconvolucionados de espectros

UV-vis. (c) indice de oxidacion en funcion del tiempo de almacenamiento.

4.3.2 Cargay liberacion multiple de los farmacos CIP e IBU

La capacidad de carga individual de ibuprofeno y ciprofloxacina de la formulacion
LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg HA| 1) se muestra en la Fig. 4.9.
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Figura 4.9: Capacidad de carga individual de f&rmaco (DL) de la formulaciéon LMm/nano-HA, (0,05 mg
LS75-mg HA, 1), a temperatura ambiente.

Se alcanz6 una eficiencia de encapsulacién individual maxima (EE%) de (45,1 +
3,7) %Yy (57,3 +5,4) % para CIP e IBU, respectivamente; los resultados obtenidos estan
de acuerdo con los datos informados en literatura [83]-[85]. Después de la carga
simultdnea de ambos farmacos por la formulacion, se observd que, aunque ambos son
retenidos por el portador, Fig. 4.10 a y b, la capacidad de adsorcion disminuy0. Los
sistemas cargados con ambos farmacos retuvieron (34,3 £ 3,2) %y (26,2 + 4,3) % de CIP

e IBU, respectivamente.
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Figura 4.10: (a) Espectro UV-vis de la formulacién LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg HA, 1), con la
méaxima eficiencia de encapsulacion alcanzada para ambos farmacos (EEcip % = 34,3 £ 3,2; EE;gu% = 26,1
* 4,3). Los espectros de IBU y CIP puros se incluyen como referencia. (b) Picos experimentales, teéricos
y deconvolucionados de espectros UV-vis de la formulacion LMm/nano-HA, con la maxima eficiencia de

encapsulacién alcanzada para ambos farmacos. Figura adaptada de referencia [73].

La reduccion de la eficiencia de encapsulacion evidenci6 una clara competencia
de los farmacos por las regiones de alojamiento del portador lipidico conforme a su
distribucion de carga a pH fisiologico (pH=7,4). Se han reportado varios estudios en
relacién a la interaccion de ambos farmacos con biomembranas de fosfatidilcolina [86]—
[90]. En ellos, se ha informado que CIP se ubica en el limite hidrofilico-hidrofébico de la
membrana, es decir, en la interfaz entre el grupo polar de la cabeza de los fosfolipidos y
los primeros atomos de carbono de las cadenas hidrocarbonadas [86], [89]; mientras que
IBU se dispone en la region hidrofébica entre las cadenas acilicas de los acidos grasos,

dejando solo su grupo polar (COO") en la interfaz lipido-agua [90], Fig 4.11a.

Tanto CIP como IBU tienen una gran capacidad para afectar la orientacion de las
cadenas lipidicas, induciendo modificaciones conformacionales que alteran la estructura

y fluidez de las membranas [86], [87], [89], [90]. Sin embargo, se demostrd que IBU, por
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su localizacion, ejerce un mayor desorden en el empaquetamiento de las cadenas de acilo
[90]. El desorden y/o perturbacion de las cadenas lipidicas esta asociado a la conversion
conformacional trans-gauche, Fig 4.11 b, [89], [91], [92]. La conformacién trans es la
mas estable, permite que las colas hidrocarbonadas de los fosfolipidos estén extendidas,
lo que propicia mayores atracciones intermoleculares de VVan de Waals entre las mismas
y hace a la membrana méas compacta y menos fluida [91], [92]. La conversion a la
conformacién gauche genera torceduras en las cadenas y desordena las membranas

disminuyendo su espesor y aumentando el area por molécula [91], Fig 4.11b.

-
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Figura 4.11: (a) Representacion esquematica de la ubicacion preferencial de las moléculas de IBU y CIP
en una bicapa lipidica. (b) Conformacion “all trans” (derecha) y conformacion gauche-trans-gauche
(izquierda) relativa a la cadena hidrocarbonada de los fosfolipidos de membrana (por simplicidad se
representd una cadena hidrocarbonada por fosfolipido). Esquema adaptado de la publicacion de Hianik y
col.[91].

La reorganizacion de la membrana de fosfolipidos y la aparicion de pliegues en
las cadenas hidrocarbonadas para alojar las moléculas de IBU tiene un costo energético
para el sistema LMm/nano-HA,. La conversion trans-gauche conlleva un exceso
energético para el sistema estimado en 3,5 kcal mol™ [89], [91], [92]. Por lo tanto, no fue
sorprendente que nuestros resultados mostraran una menor retencion de IBU en
comparacion con CIP y una reduccion en la concentracion final total de farmaco asimilada

debido a la presencia simultanea de los mismos en la bicapa lipidica.
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Los perfiles de liberacion de IBU y CIP de la formulacién multifarmaco
LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg HA ) se presentan en la Fig. 4.12.

En condiciones fisioldgicas (pH=7,4; 37°C), Fig. 4.12a, se observa una liberacion

rapida y casi completa de IBU en 4 h, mientras que CIP demostro un perfil en dos etapas,

entregandose el (38,5 £ 5,2) % en 4 h para posteriormente liberarse de manera gradual,

manifestando un comportamiento de liberacion sostenida. Se obtuvieron resultados

similares a pH=6.2, Fig. 4.12b, liberandose préacticamente la totalidad de IBU y el (21,9

+ 3,4) % de CIP en las primeras 4 hs de ensayo.
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Figura 4.12: Liberacion de ibuprofeno y ciprofloxacina de la formulacion LMm/nano-HA, (0,05 mg
LS75-mg HAY) cargado a su maxima capacidad portadora (EE% CIP = 34,3 + 3,2 %; EE% IBU = 26,2 +
4,3%) en (a) condiciones fisiologicas, pH = 7.4, (b) condiciones de herida abierta, pH = 6.2 y (c)

condiciones de resorcion 0sea, pH = 4.2, a 37 °C. Las lineas rojas corresponden al ajuste del modelo de

Weibull.
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Los datos de cinética de liberacion de los farmacos in vitro se ajustaron a

diferentes modelos matematicos: primer y cero orden [58], Hixson — Crowell [93],
Higuchi [94], Korsmeyer — Peppas [95], Peppas — Sahlin [96] y Weibull [59], [97]. Se

obtuvieron resultados adecuados despueés de la aplicacion de los modelos Korsmeyer —

Peppas y Weibull. Los resultados obtenidos indican que el mecanismo de difusion de Fick

deberia ser el principal factor de control de la velocidad del paso del farmaco a través de

la bicapa lipidica, hallandose en todos los casos valores de “n” < 0,45, Tabla 4.3.

Tabla 4.3: Parametros cinéticos obtenidos de la liberacion de IBU y CIP de la formulacion LMm/nano-HA, (0,05 mg

LS75-mg HAY),

pH=74 pH=6,2 pH =42
IBU CIP IBU CIP IBU CIP
Modelo de Korsmeyer - Peppas: Q% = k x t™
k/%h™" 59,27+588 3156+1,97 4497+6,75 17,31+1,08 5,28+0,24 3551+2,73
n 0,39+0,09 018+0,06 0,28+0,06 0,13+0,06 (4,00£0,01) 0,26+0,08
x1072
R? 0,9831 0,9587 0,9672 0,9994 0,9437 0,9785
Modelo de Weibull: DR% = DRy% [1 — e—(%nbl
DRo% 97,58 +245 61,25+1,71 101,9+2,56 31,95+4,29 10,03+2,19 52,78+ 3,94
T/h 0 0,25 +£0,05 0 0 0 0
b 1 0,11+0,03 0,47+0,07 0,06+0,01 0,1 1
alhb 105+0,36 4,44+1,13 25124578 51,81+6,29 33,33 0,97 £ 0,29
Teow=a®  1,05+0,18 (7,75 + (1,14 + (4,58 + (1,69+0,12) 0,97 +0,31
I'h 0,06) x 10°  0,54)x 10°  0,84)x 10%° x 1015
R2 0,9675 0,9548 0,9999 0,9574 0,9439 0,9628

Donde k es la constante cinética (con unidades de t ™), t es el tiempo de liberacion y n es el exponente de difusion que
describe la liberacion del farmaco. DR% es la cantidad de farmaco liberado en el momento t, DRo% la cantidad total de
farmaco que se libera; T representa el tiempo de retraso medido como resultado del mecanismo de liberacion; “a” es un
parametro de escala que describe la dependencia del tiempo, “b” describe la forma de progresion de la curva de disolucion

Y Teow representa el intervalo de tiempo necesario (h) para liberar ~ 60% del farmaco.
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Los parametros cinéticos del modelo de Weibull obtenidos indican que, desde un
punto de vista tedrico, la liberacion de 1BU a partir de la formulacién a pH=7,4 no tiene
fase de retraso (fase lag) y el 60% del farmaco se descarga en la primera hora, teo % ~1
h. De acuerdo con la farmacocinética de IBU en plasma [98], [99], la concentracion
sistémica maxima, alrededor de 28,3 ug mL ™2, se alcanza después de 1,5 h de disolucion
de una tableta ingerida de 400 mg; podria liberarse localmente una concentracion
equivalente de manera localizada a partir de 80 mg de la formulacién multifarmaco
LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg HAI™Y) en un tiempo idéntico.

La liberacidn de CIP en condiciones fisioldgicas ocurre progresivamente con 0,25
h de tiempo de retraso y un ts% de (7,75 + 0,06) x 10° h, lo que denota que la liberacion
méaxima acumulada no alcanza a ser del 60%, acercandose asintéticamente a este valor.
Los niveles de concentracion alcanzados estuvieron dentro del rango de las
concentraciones inhibitorias minimas (MIC) para aquellos microorganismos asociados a

infecciones dseas periimplantarias (0,5 — 2 ug/ml) [100].

Por otra parte, en un entorno de pH de piel sana, pH = 4,2 [51], el comportamiento
de expulsion de los farmacos es totalmente opuesto, Fig. 4.12c. La ciprofloxacina se libera
mas rapido y en mayor proporcion, manteniendo el mecanismo de difusion de tipo Fick,
con una cantidad total liberada (DRo%) de (52,78 + 3,94) % y con teo%= (0,97 + 0,31) h;
mientras que el ibuprofeno se retiene casi que completamente en el sistema, DRo%=
(10,03 + 2,19) %. Las nanoparticulas de HA, son biodegradables a pH=4,2 [69], lo que
podria afectar la estabilidad de la formulacion y generar la posterior descarga de
farmacos. Sin embargo, el 40% de CIP se libera en una hora; punto en el que las
nanoparticulas tienen aproximadamente un 1% de degradacion [69]. Por otro lado, nano-
HA se degrada en un 50% a los 2,5 dias, mientras que IBU no se libera en dicho periodo.
Estos hechos indican que la liberacion de los farmacos en condiciones de pH acido no
esta sujeta Unicamente a tiempos de degradacion de nano-HA,. A partir del pKa de IBU
(4,85), vemos que en estas condiciones de pH el 81% de las moléculas de ibuprofeno se
encuentran como especie neutra [101] por lo que su solubilidad acuosa es casi nula, lo
que generaria su permanencia dentro de la membrana de fosfolipidos. En cambio, CIP,
como se menciono en el capitulo anterior, presenta un perfil de solubilidad en forma de

“U”, con alta solubilidad a 10 < pHs < 5y baja solubilidad cerca de la neutralidad [102].
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El pH exacto de solubilidad minima tiene una dependencia especifica de la formulacion
[102], exhibiendo un valor minimo a pH=6,2 en nuestra formulacion multifarmaco
LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg HA™).

El pH superficial de la piel sana posee un rango de pH de 4,2 a 5,6 que le sirve
como proteccidn antimicrobiana y que contribuye a las propiedades de este 6rgano como
barrera de defensa con el medio externo [51]. Tras la implantacion, el tejido subyacente
expuesto esta en un entorno de pH de 7,4 [51], el cual se acidifica en los estadios iniciales
de la respuesta inflamatoria implicada en el proceso de curacion, estableciéndose en torno
a 6 [103], por lo que el pH del tejido en el lecho de la herida fluctuara, secuencialmente,
de un pH ligeramente acido a un pH neutro. La homeostasis, la inflamacién y la
proliferacion celular, los tres pasos iniciales en el proceso de reparacion de heridas, dura
aproximadamente 7 dias; dentro de los primeros 2-3 dias de la cirugia comienza la
migracion y proliferacion celular [104]. Es muy importante eliminar cualquier
microorganismo dentro de los tres primeros dias, ya que compiten con las células sanas
por la adhesion a la superficie del implante. Si se adhieren bacterias en lugar de células
de tejido, la probabilidad de que el implante sea integrado y la herida cicatrice
correctamente es menor. Por el contrario, lo mas probable es que se desarrolle un foco
infeccioso y se progrese a un estado inflamatorio (peri-implantitis) que genere la
necesidad de revisiones quirdrgicas que pueden derivar finalmente a la remocién del
implante. Teniendo en cuenta esta escala temporal, demostramos que la formulacién es
estable y la disponibilidad de principios activos es adecuada para contrarrestar cualquier
posible efecto no deseado relacionado con el procedimiento quirtrgico. La cinética de
liberacion sensible al pH evidencia que la liberacion de ambos farmacos de la formulacion
LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg HA!) es adecuada para el tratamiento de heridas
abiertas derivadas de la cirugia de implantes. La ciprofloxacina podria actuar
profilacticamente contra microorganismos patdgenos, mientras que el ibuprofeno se
liberara en el entorno de pH inflamatorio a medida que la herida progresa hacia la

cicatrizacién y el pH se vuelve neutral.
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4.3.3 Biocompatibilidad y eficiencia de la formulacion multifarmaco LMm/nano-
HA\ (0,05 mg LS75-mg HAY)

Las formulaciones de vehiculos de farmacos no deberian provocar efectos
adversos cuando se ponen en contacto con tejido vivo, es decir, la biocompatibilidad es
un requisito imprescindible para un biomaterial implantable. Los ensayos de viabilidad
celular in vitro constituyen un buen acercamiento para evaluar esta propiedad [69], [70],
[105]. Por lo tanto, como paso previo a probar la eficiencia de la formulacion, se verificd
la biocompatibilidad de la formulacion frente a un cultivo primario de osteoblastos de
calvaria de rata (rOBs) mediante el ensayo de Rojo Neutro despues de 48 h de tratamiento

[63]; los resultados se muestran en la Fig. 4.13 a.
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Figura 4.13: (a) viabilidad de (rOBs) después de 24 y 48 h de cultivo en presencia de la formulacién
LMm/nano-HA sin farmacos cargados, LMm/nano-HA con la maxima capacidad de carga de CIP e IBU y
las vesiculas de fosfolipidos (SUVs LS75). Los resultados se expresaron como porcentajes relativos al
control (C). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (*p < 0,05, ***p < 0,001);
las diferencias significativas entre las muestras se indican entre paréntesis. (b) Microfotografias dpticas de
rOBs adheridos tefiidos con colorante Rojo Neutro después de 48h de cultivo; los cristales de HA, parecen

como puntos brillantes. Figura adaptada de referencia [73].

La seleccion del tiempo de tratamiento se realizd en base a los resultados de la
cinética de liberacion: la liberacion de IBU de LMm/nano-HA, a pH fisioldgico se habia

dado por completo a las 24 h de tratamiento mientras que CIP habia alcanzado un nivel
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de concentracion estable. El ensayo de rojo neutro cuantifica actividad lisosomal, es decir,
examina la aptitud de las células viables para asimilar moléculas de colorante en los
lisosomas [63]. Los resultados obtenidos mostraron que la actividad lisosomal de los
rOBs después de 48 h de cultivo en presencia de formulacion LMm/nano-HA,, tanto
cargada como desprovista de farmaco, no tuvo diferencias estadisticamente significativas
con respecto al control, C. La viabilidad de las células se correlacion6 con las
observaciones por microscopia optica que confirmaron su estado de proliferacion activa.
Los rOBs en presencia del sistema LMm/nano-HA se adhirieron por completo y no se
pudieron apreciar diferencias morfoldgicas significativas en comparacion con el control,
Fig. 4.13b. Al contrario de los sistemas LMm/nano-HA, se observé una clara reduccion
de la viabilidad de los rOBs después de 24 y 48 h de cultivo en presencia de las SUVs
LS75. Los sistemas acuosos de fosfolipidos, particularmente la lecitina, experimentan
autooxidacion por radicales libres que dan como resultado la formaciéon de dienos
conjugados seguidos de hidroperdxido [56]. La generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) va en contra de la viabilidad celular [106]. Particularmente, en nuestras
condiciones experimentales, la produccion de ROS se ve muy favorecida ya que las
muestras se esterilizaron con luz UV antes del cultivo celular. La reduccion de la
viabilidad celular en presencia de las SUVs LS75 y no en presencia de los sistemas
LMm/nano-HA,, confirma nuestros resultados previamente inferidos relacionados con la
asociacion de nano-HA, y fosfolipidos. La interaccion entre LS75 y nano-HA, para formar
los sistemas LMm/nano-HA, estabiliza la bicapa de fosfolipidos frente a la peroxidacion
y practicamente evita la produccion de especies ROS. A diferencia de las formulaciones
farmacéuticas convencionales, los liposomas presentan un desafio en términos de
esterilizacion debido a su composicion; los fosfolipidos pueden verse afectados por las
temperaturas ambientales y degradarse quimicamente por oxidacién e hidrélisis [81]. La
irradiacion puede emplearse para la esterilizacion de liposomas, sin embargo, se informé
que los mismos pueden sufrir dafio por oxidacion e hidroélisis de los fosfolipidos. En
nuestro trabajo, se encontré que las membranas lipidicas podrian protegerse del dafio en
presencia de las nanoparticulas de HA,. Este hecho da como resultado no solo un aumento
en la estabilidad de almacenamiento, sino también una alta resistencia a las condiciones
de esterilizacion por radiacion UV. Una vez confirmada la biocompatibilidad de la
formulacion LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg HA™1), se evalud la influencia del
sistema portador sobre la actividad de los farmacos. En el apartado anterior se demostrd

que la formulacion cargaba y liberaba Ibuprofeno y Ciprofloxacina en las concentraciones
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requeridas para ejercer una accion terapéutica adecuada en el tiempo de cicatrizacion

adecuado.

Como confirmacion, se realizaron y analizaron a continuacion pruebas de
actividad antibacteriana y de inhibicion de la desnaturalizacion de albumina in vitro. La
reduccion de los recuentos de unidades formadoras de colonias (UFC) bacterianas, R%,

en funcion de la liberacion cinética de CIP se muestra en la Fig. 4.14a.
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Figura 4.14: (a) cinética de reduccion de los recuentos de UFC, R%, en presencia de la formulacion
multifarmaco LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg HA™) a la méaxima capacidad de carga. (b) Resultados

del ensayo de difusion en agar después de 24 h de cultivo.

Se observo que para las bacterias Gram-negativas, E. coli y P. aeruginosa, se
alcanz6 un 100% de capacidad de reduccion en las 4 h iniciales, coincidiendo con la
liberacion inicial rapida de Ciprofloxacina observada. Por otro lado, la cinética de
reduccion de S. aureus fue gradual, exhibiendo un 50% de reduccion a las ~10 h y una
reduccion general (100% de reduccion) a las 48 h de ensayo. Se obtuvieron resultados
comparables después del ensayo de difusion en agar, Fig. 4.14b, donde se puede observar
que las areas de inhibicion para S. aureus eran menores que para E. coli y P. aeruginosa.
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Los resultados obtenidos concuerdan con la accidon terapéutica de CIP y con su mayor

efectividad antibacteriana frente a cepas Gram-negativas [100].

Para evaluar la actividad del ibuprofeno liberado por la formulacion, se realizo el
ensayo de inhibicion de la desnaturalizacion de la albumina. La albumina es la proteina
maés abundante del plasma humano y tiene una gran importancia para transportar diversas
sustancias ligadas a ella en el torrente sanguineo, desde sustancias endégenas a exdgenas.
El ibuprofeno posee una conocida capacidad de union a la albumina que ha demostrado
un efecto estabilizador de la estructura terciaria de la proteina cuando se la expone frente
a diferentes agentes desnaturalizantes, como la urea. El antiinflamatorio ibuprofeno puede
estabilizar drasticamente el isomero normal de la albimina humana [67]. Generalmente
se utiliza como modelo experimental a la albimina sérica bovina (BSA) para diversos
estudios de interaccion de albdmina debido a que un 88% de su secuencia es homdloga a
la de la albimina humana [107], [108].

Hemos investigado la influencia del ibuprofeno en la desnaturalizacion de BSA
inducida por urea para comprobar su actividad estabilizadora [67], [109], los resultados
obtenidos se muestran en la Fig. 4.15. Se calcularon las constantes de equilibrio de
desnaturalizacion (Ku) y los cambios de energia libre de Gibbs (AGy) a varias

concentraciones de agente desnaturalizante utilizando las siguientes ecuaciones [110]:

u% _
u T00—uon (;0/ = e AGy/RT (ec. 4.12)
- 0

Los valores de (AGy) para BSA y para el complejo IBU-BSA se graficaron frente a la
concentracion de agente desnaturalizante, [D], y se aplicé un andlisis de minimos
cuadrados lineales a los datos para determinar la energia libre de estabilizacion, AGy

(H20), como se indica por la ecuacién [110]:

AG, = AG,(H,0) — m[D] (ec. 4.13)
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Figura 4.15: (a) porcentaje desnaturalizado y (b) energia libre de Gibbs en funcion de la concentracion de

agente desnaturalizante para BSA y para el complejo IBU-BSA.

El complejo IBU-BSA requirid 1,8 veces la concentracion de agente desnaturalizante para
lograr un 50% de desnaturalizacion ([D]os) y aumento la energia libre de estabilizacion

en comparacion con BSA libre, Tabla 4.4.

Tabla 4.4: Pardmetros que caracterizan la desnaturalizacion de BSA e IBU-BSA a 25 °C.

n/kJ mol* M1 AGy (H20) /kJ mol*
IBU-BSA 2,31+£0,29 15,63 £ 1,64 6,67 £ 0,58

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el ibuprofeno liberado del sistema de
administracion maltiple de farmacos gener6 una estabilizacion de la estructura de BSA
gue se manifestd como una reduccion de su porcentaje de desnaturalizacién, en total

acuerdo con los datos de literatura, validandose asi su actividad [111].

4.4 Conclusiones

En este trabajo hemos desarrollado con éxito un sistema de administracién

multifarmaco biocompatible basado en nano-hidroxiapatita con un recubrimiento lipidico
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mimético de membrana: LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg HA™). Se confirmé que
existe una interaccion directa entre las moléculas de fosfolipidos y las nanoparticulas de
hidroxiapatita que se produce a través de un mecanismo de adsorcion cooperativa. La
asociacion lado a lado entre las moléculas adsorbidas estabiliza la formulacion de
LMm/nano-HA, frente a la peroxidacion y/o degradacion hidrolitica aumentando su
estabilidad de almacenamiento y su resistencia a la esterilizacion por radiacion

ultravioleta.

La formulacion seleccionada de LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg HA™?) se
carga de manera efectiva con ciprofloxacina e ibuprofeno simultaneamente en una
concentracion que, una vez liberada por el sistema, proporciona los principios activos de
manera localizada en un rango terapéutico adecuado, evitando la necesidad de acudir a
dosis elevadas de la terapia sistémica convencional. La formulacion demostré mejorar la
eficiencia de carga porcentual (EE%) de los farmacos en relacion a la de las
nanoparticulas de HA,; siendo del 57,3 y 45,2%, y del 26,3 y 34,1% para la carga

individual y simultanea de IBU y CIP, respectivamente.

Los principios activos descargados de la formulacion multifarmaco LMm/nano-
HA, alcanzan un rango terapéutico de concentracion siguiendo una cinética de liberacion
que responde al pH, conservando su actividad terapéutica. De esta manera, exhibiendo
una buena biocompatibilidad, alta estabilidad y propiciando el suministro local de
ciprofloxacina e ibuprofeno en el marco de tiempo de curacion adecuado, las
formulaciones poseen cualidades esenciales para cumplir con las solicitudes de nuevas

estrategias de tratamiento relacionadas con la reconstruccién de defectos 6seos.

En el Capitulo 6, se presentard una vision general y comparada de la estrategias
abordadas para el desarrollo de sistemas portadores de farmacos tanto en el capitulo

anterior como en el presente.
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Capitulo 5

Sintesis y caracterizacion de plataformas
HA/MoOx: un enfoque nanoterandstico
especifico para tejido 6seo

En los trabajos anteriores se presentd el desarrollo de sistemas portadores de
farmaco pensados para poder promover, en conjunto, regeneracion tisular, control de la
inflamacién y defensa contra cepas bacterianas resistentes responsables de infecciones
6seas. Continuando con la busqueda de integrar multiples funciones en un mismo sistema,
se presenta en este trabajo el desarrollo de un enfoque alternativo. A partir de este nuevo
disefio, generando cambios quimicos y fisicos en nano-HA utilizando 6xidos de
molibdeno (MoOx), se obtuvieron plataformas con propiedades antibidticas y
fluorescentes sin la incorporacion de agentes quimicos moleculares. La hidroxiapatita
empleada (HAu) fue producto de una nueva sintesis que nos permitié hacer un uso mas
eficiente de los reactivos, mejorando el rendimiento de reaccion y la masa de material

obtenida por unidad de sintesis.

5.1 Consideraciones generales
5.1.1 Nueva sintesis de nano-HA

La nueva sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita (nano-HA) se llevo a cabo
a partir de plantillas de Pluronic® F-127/ Tween® 60 de acuerdo con una modificacion del
método propuesto por F. Ye y col.[1]. Abordando el mismo concepto empleado en su
equivalente para HA,, corresponde a una sintesis hidrotermal que utiliza estructuras
autoagregadas como plantilla para dirigir la nucleacion de los cristales de hidroxiapatita,

en este caso, una mezcla de tensioactivos no ionicos: Pluronic® F-127 y Tween® 60.



119

El Pluronic® F-127 pertenece a la familia de copolimeros triblogue sintéticos [2].
Esté constituido por una unidad central hidrofobica de polioxipropileno (POP) rodeada
de dos unidades hidrofilicas de polioxietileno (POE), Fig. 5.1. Dada su excelente
biocompatibilidad, estan aprobados por la FDA para uso farmacéutico en diferentes

aplicaciones terapéuticas [3], [4].

POP
POE | l | POE
L i |
[ ! "\ O | [ !
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Figura 5.1: estructura del Pluronic® F-127; POP: polioxipropileno; POE: polioxietileno.

Su amplia utilizacién en diversas aplicaciones ha aportado mucha informacion
relativa a su comportamiento en solucion. Este polimero soluble en agua, por encima de
su CMC da origen a micelas poliméricas, proceso promovido por la deshidratacion

progresiva de las unidades hidrofobicas de polioxipropileno [1], [2], [4]-]8].

Por otra parte, el monoestearato de polioxietilen(20)sorbitano, conocido
comercialmente como Tween® 60, es de amplio uso en la industria farmacéutica,
cosmética y alimentaria, dada su estabilidad y ausencia de toxicidad que permiten su uso
como detergente, humectante y emulsionante en diversas aplicaciones [9]-[11]. Se
pueden identificar en su estructura, Fig. 5.2, un dominio hidrofilico, dado por los grupos
polioxietileno (POE), y uno hidrofobico expresada por la cadena hidrocarbonada del

acido esteérico.
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Figura 5.2: estructura del tensioactivo Tween® 60; POE: polioxietileno.

Se han reportado en varias oportunidades las propiedades de ambos surfactantes
no ionicos para dar origen en medio acuoso a la formacion de micelas cilindricas y
diversos tipos de mesofases liotrdpicas, ya sea en sistemas monocomponentes, como en
diversas mezclas de surfactantes y/o asociaciones de surfactantes y polimeros [1], [8],
[12]-[17]. De acuerdo con esto, haremos uso de esta asociacion de tensioactivos no

iGnicos para su utilizacion como plantilla para la sintesis de nano-HA\.

5.1.2 Plataformas nano-HA11/MoOx

Como ya hemos mencionado, la hidroxiapatita biolégica difiere de la
estequiométrica al ser pobremente cristalina, deficiente en calcio y presentar distintos
tipos de defectos, como sustituciones de atomos en la red cristalina, vacancias,
intersticiales, impurezas, entre otros [18]-[22]. La sintesis de hidroxiapatita mimética
0sea debe contemplar estos atributos, los cuales se manifiestan en la composicion
(relacion Ca/P), parametros cristalinos y en sus propiedades bioldgicas. La presencia de
defectos cristalinos ha permitido recrear el comportamiento de la apatita bioldgica, dando
origen a materiales con una mejor biocompatibilidad, adhesion y unién a células 0seas en

relacion a la HA cristalina estequiométrica [23]-[25]. La distribucion de estos defectos
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depende las condiciones de sintesis empleadas durante su fabricacion: temperatura,
presion, humedad, tasas de calentamiento — enfriamiento, etc [19]. Diversos defectos
puntuales, es decir, defectos que ocurren en o alrededor de un Gnico punto de la red, han

sido informados en literatura para nano-HA, habiéndose identificado:

- Vacancias, dadas por la falta de un &omo en una posicién de la red; se
destacan las vacantes -OH, comUnmente originadas durante los tratamientos
térmicos, asi como las de oxigeno (vacantes -O), que pueden surgir tanto del
grupo OH como del grupo PO43 [18]-[20], [25]-[28].

- Sustituciones de atomos de la red por otros (COs%*/ PO43, HPO4*/ PO43,
Mg?*/Ca?*, entre otros) [22], [29]-[32].

- Intersticiales, dados por la insercion de atomos de hidrégeno o protones (H-
intersticial) en la red cristalina de HA [22], [31].

La presencia de estos defectos genera una nueva distribucion de los niveles
electrénicos afectando los valores de Eg (energia de banda prohibida) y creando nuevos
niveles de energia, Ei, dentro de esta brecha energética, lo cual, a su vez, determina
propiedades opticas y electronicas a los materiales. Esto permite la excitacion Optica de
un electrén desde estos niveles resultantes (Ei) a la banda de conduccién originando
nuevas lineas de emision y la consecuente generacion de niveles de atrapamiento de
electrones, Fig 5.3 [25].
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Figura 5.3: Representacion esquematica de defectos cristalinos puntuales cominmente observados en HA
y la generacién de nuevos niveles de energia (E;) dentro de la banda prohibida.

Se propone en este trabajo afiadir propiedades y/o funciones a nano-HA\; a partir
de la incorporacion de oxidos de molibdeno (MoOXx) en su estructura cristalina. El
molibdeno (Mo) es un oligoelemento esencial [33] y sus Oxidos se encuentran entre los
compuestos Opticos y electrénicos mas adaptables y funcionales [34]. Se reportan
aplicaciones bien reconocidas en sensores, dispositivos de emision de campo, materiales
térmicos y herramientas cromogénicas y electrocromicas [34]. Asimismo, se han asociado

propiedades antimicrobianas a las nanoparticulas de Mo y MoOx [35], [36].

El objetivo de este estudio fue conferirle valor agregado a nano-HA a partir de
las propiedades de interés mencionadas, promoviendo cambios fisicoquimicos en las
nanoparticulas a partir de la incorporacion de MoOx. Se desarrollaron 4 plataformas:
HAN/MoOx (1), HA/MoOx (11), HAi/MoOx (111) y HAiW/MoOx (I1V). Se llevo a cabo su
caracterizacion microestructural y se evalué las propiedades optoelectronicas vy
antibacterianas de las mismas. Por Gltimo, se verificd su biocompatibilidad por
interaccion con cultivos de células primarias de osteoblastos de calota de rata. Los

resultados se presentan a continuacion.
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5.2 Experimental - Materiales y Métodos
5.2.1 Reactivos

Copolimero tribloque poli(6xido de etileno)-poli(6xido de propileno)-poli(6xido
de etileno) Pluronic® F-127 (EOQ102PO70EO102, CAS n° 9003-11-6, BioReagent, Sigma -
Aldrich); monoestearato de polioxietilen(20)sorbitano (Tween® 60, CAS n° 9005-67-8,
Sigma - Aldrich); fosfato de sodio dodecahidrato tribdsico (NasPOs4-12H,0, CAS n°
10101-89-0, Sigma - Aldrich); cloruro de calcio (CaCl,, CAS n°10043-52-4, Sigma -
Aldrich); hidrato de acido fosfomolibdico (Hz[P(M03010)4] - X28H20, CAS n°51429-74-
4, Sigma — Aldrich); solucion salina buffer fosfato (PBS tablets, Na2HPO4 / NaH2POg,
Sigma - Aldrich); etanol (EtOH, CAS n° 64-17-5, Sigma — Aldrich), colorante Rojo
Neutro (C15sH17CIN4, CAS n° 553-24-2, BioReagent, Sigma - Aldrich), cloruro de 2,3,5-
Trifenil-2H-tetrazolio 98% (C19H15CIN4, CAS n° 298-96-4, Sigma - Aldrich) y sonda
redox de &cido L-ascorbico (CeHgOs, CAS n°A92902 Sigma - Aldrich) fueron utilizadas
sin purificacion adicional. Para la preparacion de las soluciones se utiliz6 agua Milli-Q.

5.2.2 Sintesis de nano-HAn y de plataformas nano-HAi/MoOx a partir de plantillas
de Pluronic® F-127/ Tween® 60

Como se menciond en la seccion anterior, se realizo la sintesis de nano-HA segun
una modificacion del método propuesto por F. Ye y col.[1] utilizando una mezcla de
tensioactivos no i6nicos como plantilla. Primero, se disolvieron 0,2900 g de Pluronic® F-
127 en 10 ml de una solucion equivolumétrica de H.O/EtOH después de una intensa
sonicacion. Luego, se prepard una segunda solucion que contenia 0,1310 g de Tween®
60, 3,8012 g de NasPO4-12H>0 y 20 mL de agua Milli-Q; los constituyentes se agitaron
magnéticamente a 500 rpm hasta su completa disolucion a temperatura ambiente (TA). A
continuacion, ambas soluciones se mezclaron y luego se agitaron continuamente a 500
rpm durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadieron lentamente,
gota a gota, manteniendo la agitacion, 0,01675 moles de Ca®* (5 ml de una solucion
acuosa de CaCl2 37 % en peso, pH = 9). Despues de la integracion de todos los reactivos,
el gel resultante se autoclavé durante 24 h a 100 °C. Una vez finalizado el tratamiento
hidrotermal, se obtienen dos fases en el medio de reaccion; un sobrenadante que es
descartado y un precipitado donde esta el material sintetizado. Este precipitado se filtray

se lava con agua Milli-Q para remover impurezas. Luego el material se somete a
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calcinacién a 400 °C durante 3 h para eliminar por completo los restos de surfactante [37].

Este proceso de sintesis se esquematiza en la Fig. 5.4:

Pluronic® F-127
o —

l H,O/EtOH

Solucion micelar
— Pluronic

+

<37 7 » Solucion micelar

A

‘ii% A e Plantilla Tween® 60 /

Tratamiento

100°C / 24h

"9 > ' Pluronic® F-127 . S
A NS hidrotérmico

N Calcinacién
I H,0, PO,° ¥ 400°C / 3h
ot ==
Tween® 60 nano-HA,

Figura 5.4: Representacion esquematica del proceso de sintesis de nano-HA.

Una vez obtenido nano-HA, se procedio a desarrollar las plataformas nano-
HA\/MoOx utilizando una modificacion del método de impregnacién por humedad
incipiente [38]. Para ello, se dispersaron 100 mg de nano-HA en 50 ml de agua Milli-Q
por sonicacion durante 45 min. A continuacion, se disolvieron en agua las cantidades
necesarias de hidrato de acido fosfomolibdico (PMA) y se afiadieron 10 ml de soluciones
acuosas de PMA al 4, 2, 1y 0,5 % en peso a cada dispersién de nano-HA,;. Las mezclas
se agitaron magnéticamente a 500 rpm durante 45 min a temperatura ambiente.
Finalmente, los recipientes de reaccion se dejaron a 100 °C en autoclave durante 24 h; las
plataformas nano-HA; /MoOx obtenidas se filtraron adecuadamente y se lavaron con
agua Milli-Q. Los valores de pH de las soluciones se midieron durante todo el
experimento por medio de un medidor de sobremesa ION 510 (OAKTON Instruments).

La inspeccion por espectrofotometria UV-vis se realizo a temperatura ambiente usando



125

un espectrofotometro Agilent Cary 60, con una celda de cuarzo de 1 cm de longitud de
trayectoria.

Se obtuvieron cuatro materiales y se nomenclaron segun la relacién en peso
PMA/nano-HA de las soluciones empleadas inicialmente para su sintesis. Asi, se

obtuvieron las plataformas:

X/
°

HAI/MoOx (1); relacion en peso de PMA/ nano-HA: 4/1
HA/MoOx (I1); relacién en peso de PMA/ nano-HA\i: 2/1
HA/MoOx (I11); relacion en peso de PMA/ nano-HA: 1/1
HAI/MoOx (IV); relacion en peso de PMA/ nano-HA: 1/2

7 7
A X4 A X4

X/
X4

L)

Dispersion nano-HA,, Tratamiento

hidrotérmico

100°C, 24h
Soluéiéh PMA .

Agitacion magnética 45 min,

500 rpm, TA

Filtrado y lavado

-

Secado

[

HA,/MoOx

Figura 5.5: Desarrollo de las plataformas nano-HA\/MoOx a partir del método de impregnacién por

humedad incipiente

5.2.3 Caracterizacion microestructural y morfolégica

Las micrografias de microscopia electronica de transmision de alta resolucion (H-
TEM) se obtuvieron utilizando un microscopio Libra 200 FE OMEGA que trabaja a un
voltaje operativo de 200 kV, lo que corresponde a un aumento maximo de 1 000 000x.
Las muestras en polvo se colocaron sobre soportes de carbono (2000 mesh) y las

observaciones se realizaron en campo claro. Los patrones de difraccion de electrones de
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area seleccionada (SAED) se extrajeron de la transformada de Fourier (FFT) de
microfotografias H-TEM mediante el procesamiento de imagenes digitalizadas utilizando
software libre, Image J [39].

La caracterizacion topogréfica se realizo utilizando un microscopio electrénico de
barrido de emision de campo (FE-SEM) ZEISS ULTRA PLUS, acoplado a un
espectrofotometro de dispersion de energia de rayos X (EDX) que permite el
microanalisis quimico elemental. Las imagenes se adquirieron con un detector de
electrones secundarios (In lens) operado con un voltaje de aceleracion (EHT) de 3,00 kV
y una resolucién de distancia de trabajo (WD) de 2,1 nm. La compensacion local de la
carga se logré mediante la inyeccion de gas nitrégeno.

Los datos de difraccion de rayos X en polvo (DRX) se adquirieron con un
difractoémetro Philips PW 1710 asociado con una fuente de radiacion Cu Ko (A = 1,5418
nm) y un monocromador de grafito operado a 45 kV, 30 mA y temperatura ambiente. Se
utilizaron como referencias las tarjetas del “Joint Committee on Powder Diffraction
Standards” (archivo JCPDS n.° 09-0432) y los archivos de la base de datos RRUFF [40]
(R060180, R100180). Los patrones de difraccion de todas las muestras fueron
equivalentes a la forma cristalina hexagonal de HA (simetria de grupo espacial P6s/m, a
=b=#c;a=p=90%y=120° y la forma cristalina tetragonal de powellita (simetria de
grupo espacial 141/a,a=b #c; o = =y =90°). Los pardmetros de geometria de red (a,
b, ¢) y el volumen de la celda unitaria directa (V) se calcularon mediante el refinamiento
de Rietveld utilizando el paquete de software Rietica v4.2 [41] sobre la base de la

siguiente ecuacion:

Sistema Hexagonal

L = [45]1(h + Rk + k) /a?] + [12/c2] (ec.5.1)

(Anr?
V= [\/§/2] [a%c] (ec.5.2)

Sistema Tetragonal
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1
(dnk1)?

= [(h* + k*)/a®] + [12/c?] (ec. 5.3)

V =a%c (ec.5.4)

donde, dn es la distancia interplanar calculada por la ecuacion de Bragg (A = 2dh sen 6)
y (hkl) el indice de Miller de las reflexiones simétricas utilizadas en el calculo [42]. La
fraccion de fase cristalina HA (XcHa) en todas las muestras se evalud usando la siguiente

ecuacion [43]:

Xena=1- FHi2/200 (ec.5.5)

I300

donde I300 €s la intensidad del pico de difraccion de la familia del plano de Miller (300) y
v112/300 €S la intensidad del hueco entre los picos de difraccion de los planos (112) y (300)

de HA. La verificacion se hizo con la relacion [44]:
Booz 3/ Xcua = K (ec.5.6)

donde K es igual a 0,24 y representa una constante hallada para una gran cantidad de
polvos de HA diferentes [45], y Boo2 es el ancho completo en la mitad del méximo
(FWHM) en grados de la reflexion (002). Las incertidumbres esperadas rondan el 15 %.

El modelado molecular se realiz6 mediante un método combinado para la
determinacion de la estructura ab initio a partir de datos de difraccién de polvo [46]
utilizando el paquete de software Endeavor (version de demostracion gratuita).

La carga superficial de las plataformas se determing a 25,0 + 0,1 °C utilizando un
equipo Malvern Zeta Sizer Nano (ZS90) con un laser He-Ne (633 nm) como fuente de
luz incidente, 4 mW maéax. Todas las muestras (0,2 mg/ml) se diluyeron con medio de
hidratacion filtrado (PBS, pH = 7,4) a una tasa de recuento adecuada antes del analisis.

Los valores informados fueron el resultado de diez determinaciones independientes.



128

5.2.4 Caracterizacion molecular electroactiva

El comportamiento electroactivo de todos los materiales desarrollados se probd
frente a la sonda redox de &cido L-ascérbico (AA) (solucion tamponada con PBS 10,0
mM) siguiendo un procedimiento previamente descrito [29]. El &cido L-ascorbico es un
antioxidante esencial y un cofactor asociado con la regulacion, desarrollo y
mantenimiento de varios tipos de células en el organismo, entre ellas las presentes en el
tejido Oseo [37], [47] . La actividad del AA en los organismos vivos depende de sus
habilidades redox, dadas por la relaciones entre el acido ascoérbico, el acido semi-
dehidroascorbico y el &cido dehidroascérbico, por lo que es una sonda redox reconocida

para examinar el estado redox bioldgico [48].

Se utilizaron celdas de vidrio convencionales de tres compartimentos para realizar
los  experimentos electroquimicos a  temperatura ambiente con  un
potenciostato/galvanostato VersaSTAT 3 de Princeton Applied Research. Se utilizé un
alambre de platino (Pt) como contraelectrodo, mientras que un electrodo de calomel
saturado (SCE, +0,241 vs. NHE) sirvio como electrodo de referencia. Se prepararon
electrodos modificados con nano-HA/MoOx segun el estudio de Andrés y col [29]. Para
ello, 20,0 mg de cada una de las muestras se dispersaron por sonicacion en 1 ml de etanol
durante 45 min. Luego se pipetearon 20 pl de la suspension y se extendieron sobre una
varilla de carbono vitreo pulido con espejo (GC, 3 mm de diametro), seguido de secado
al aire a temperatura ambiente. Posteriormente, se pipetearon 10 puL de una solucion de
Nafion/etanol (0,05 % en peso) en el electrodo de GC modificado con los nanomateriales.
El electrodo se dejo secar al aire durante 1 h antes de su uso. Se registraron
voltamogramas ciclicos (VC) a diferentes velocidades de barrido, que oscilaron entre 10
y 500 mV s L. La convolucion semi-integral de los datos voltamperométricos se realizo
utilizando el paquete de software gratuito eL-ChemViewer [49].

La constante de velocidad heterogénea (k) para sistemas cuasi-reversibles en el

barrido positivo se expreso de acuerdo con el estudio de Deakin y col.[50].

i

-1y (1+ enF/RT(EY -E)

— D1/2

k(E) (eC. 57)
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donde i es la corriente en el momento t, IL es la corriente limitante de difusion
semiintegral, I es la corriente semiintegral en un potencial aplicado, n es el numero de
electrones en el paso determinante de la velocidad, F es la constante de Faraday, D es el
coeficiente de difusion y E°’ es el potencial formal del proceso de dos electrones. Para
sistemas electroquimicamente irreversibles, como en el caso de la oxidacion de AA, la

relacion para la onda directa en los voltamogramas es:

In(ky) = In (D%) + ln( : ) (ec.5.8)

IL_I(E)

Todos los calculos se realizaron con el coeficiente de difusién obtenido de un handbook

de electroquimica [51].

La dependencia de la velocidad de barrido con las alturas de los picos para la onda
anddica se evalu6 mediante la ecuacion de Randles-Sevéik [52]:

I, = 2.687 x 10° An3/2(Dv)'/%C (ec.5.9)

En esta expresion, I, es el pico de corriente, A es el area electroactiva, C es la
concentracion de la especie electroactiva, n es el nimero de electrones intercambiados y
v es la velocidad de barrido, respectivamente. El paso determinante de la velocidad (rds)
de la reaccion podria establecerse analizando la pendiente de la grafica semiintegral de
VC [53]. La transferencia de un primer electron corresponde a una pendiente de 0.5F/RT,;
donde F es la constante de Faraday, R la constante universal de los gases y T la
temperatura absoluta. Por otro lado, si la transferencia del segundo electrén es rds, el
gréfico semiintegral de VC debe estar asociado a una pendiente de 1,5F/RT [53]. Las
pendientes determinadas a partir de los graficos de Randles—Sev¢ik fueron de
aproximadamente 0,48F/RT, indicando que la transferencia del primer electron es el rds,

es decir, la formacion del anién radical ascorbilo.
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5.2.5 Caracterizacion molecular fotoactiva

Las propiedades optoelectronicas de todas las muestras se evaluaron registrando
sus espectros UV-vis y de fluorescencia a temperatura ambiente usando un
espectrofotometro Agilent Cary 60 UV-Vis y un espectrofluorémetro de barrido JASCO
FP-6500, respectivamente, utilizandose en ambos casos una celda de cuarzo de 1 cm de
paso optico. Las determinaciones de fluorescencia se realizaron utilizando un ancho de
banda de 5 nm tanto para excitacion como para emision, un tiempo de respuesta de 0,2
segundos y una velocidad de barrido de 5000 nm min~t. Ambos espectros se registraron
después de la sonicacion de las nanoparticulas (1 mg mL™) en PBS para producir
dispersiones homogeéneas. La solucion de PBS se utiliz6 como blanco. Las energias de
banda prohibida dptica (Eg) de las plataformas nano-HA; y nano-HAi/MoOx se
estimaron a partir de la region de absorcion en fuerte aumento (region de absorcién de
aumento considerable) de acuerdo con la ley de Tauc y Menth [54], extrapolando el
coeficiente de adsorcion () a cero en la gréfica de (a2v)™ vs. la energia del foton (hv)
[55]. Debido a que solo se consideran las transiciones directas permitidas, m = 2. La
adsorcion de la muestra (A) se convierte en el coeficiente de absorcidn usando la siguiente

relacion [56]:

2.303x103
oQ=———
Ic

) X Ap (ec.5.10)

donde p es la densidad de HA biogénico (= 2,23 + 0,09 g cm ™) [57], | es la longitud de

la cubeta (1 cm), y ¢ es la concentracion de nanoparticulas (1 mg mL™).

Para evaluar la epifluorescencia de las plataformas, se observaron recubrimientos
secos de material homogéneo [37] en un microscopio invertido Nikon Eclipse TE300,
dotado de una camara digital ANDOR Neo/Zyla B&W y una DS Fi2 color para imagenes
de fluorescencia y campo brillante, respectivamente. Las fotografias se adquirieron sin
filtros (para campo brillante/contraste de fase) y un conjunto de filtros Chroma 8300 con
excitadores de banda Unica (DAPI (Aex = 360 nm /40x), FITC (Aex = 492 nm /18X) y

Texas Red (Aex = 572 nm /23x)). Se usaron pocillos sin recubrimiento como control, C.
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5.2.6 Ensayo de viabilidad celular

La biocompatibilidad de las plataformas nano-HA y nano-HA\/MoOx se probo
en presencia de cultivos celulares primarios de osteoblastos de calvaria de rata (rOBs),
siguiendo la misma metodologia descrita anteriormente en la Seccion 4.2.4. La estimacién
de la viabilidad celular se realizé siguiendo el ensayo de captacion del colorante Rojo
Neutro [58] y se confirmd por observacion morfoldgica utilizando un microscopio Nikon
Eclipse TE 300 acoplado a una camara Nikon Digital Sight DS U2. Los rOBs cultivados

en ausencia de las plataformas se usaron como control, C.

5.2.7 Actividad antibacteriana

Los efectos antimicrobianos de las plataformas nano-HA y hano-HAi/MoOx se
analizaron frente a dos cepas bacterianas que representan un espectro clinicamente
relevante de microorganismos [59], [60]: Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC
29213), especie Gram-positiva y Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa, ATCC 27853),
especie Gram-negativa. Estas cepas fueron aisladas y almacenadas en la Catedra de
Microbiologia del Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la Universidad
Nacional del Sur, Argentina. Las bacterias se cultivaron a 37 °C y se dejaron madurar
durante la noche para asegurar que estén en fase de crecimiento exponencial al momento
de su uso. Posteriormente, se tomaron 100 pL de una dispersion madre equivalente a 0,5
estandares de turbidez de McFarland, 10° unidades formadoras de colonias (UFC) por
mL y se colocaron en tubos de ensayo que contenian 50 y 100 mg mL ™ del material a
investigar en un volumen final de 5 mL de caldo nutritivo estandar (Sigma-Aldrich, CAS
no. 70122). Las bacterias se expusieron a muestras de nano-HA; y HAi/MoOx durante
24 y 48 h con agitacién continua a 100 rpm en un agitador rotatorio (New Brunswick
Scientific). Luego del tiempo de contacto con la muestra, se tomaron alicuotas de 1 mL
de sobrenadante y se diluyeron segun se requeria de acuerdo con el método descrito por
Miles y col.[61]. De cada una de estas diluciones en serie, se colocé 1 mL en placas de
Petri para cultivo estériles (8,5 cm de diametro) y luego se vertieron sobre la muestra 20
ml de agar estéril para recuento en placa (n° de referencia 1054630500, Merck). Después
de la solidificacion del agar a temperatura ambiente, las placas se incubaron durante 24
horas a 37 °C; las que contenian entre 30 y 300 colonias se contaron y multiplicaron por

el valor de dilucion adecuado para alcanzar el nimero final de colonias de bacterias. Los
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resultados se expresaron como el porcentaje de reduccién del recuento de colonias de

bacterias:

_ Rj—R¢

R % x 100 (ec.5.11)

1

donde Ri y Rt son las recuentos bacterianos inicial y final, expresadas como unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC mL™). Se utiliz6 como control el cultivo

microbiano en ausencia del material, C.

El examen de la integridad de la membrana citoplasmatica bacteriana se realizd
mediante la determinacion colorimétrica de azlcares reductores con cloruro de
trifeniltetrazolio, segun la metodologia propuesta por Mattson y Jensen [62]. Para detectar
la fuga de azucares a través de la membrana citoplasmatica, se agregaron cantidades
apropiadas de caldo Mueller Hinton, microoganismos y de los biomateriales
desarrollados a los tubos de ensayo, logrando una concentracion bacteriana final de 108
UFC mL'y 100 mg mL™ de las plataformas nano-HAi y HA/MoOx. Se dejaron en
contacto durante 48 h y luego se centrifugaron y separaron los sobrenadantes de todas los
tubos. Se guard6 1 mL de cada sobrenadante y luego se evalu6 la presencia de azucares
reductores en los mismos [62]. Los resultados se expresaron en porcentaje de fuga de

azucares reductores (RS%):

RS% = ((A; — A)/Af) X 100 (ec.5.12)

donde Aty A son las absorbancias de la solucion final e inicial leidas a 577 nm. Se usé

cultivo microbiano en ausencia del material como control, C.

La inspeccion bacteriana se realiz6 mediante observaciones de microscopia
electronica de transmision (TEM). Para este experimento se tomé 1 mL de la dispersion
bacteriana luego de 48 h de contacto con el material, se fijo con solucién de glutaraldehido
(Grado |, solucion al 25% en H.O, CAS no. 111-30-8, Sigma-Aldrich), se tifié con una
solucion acuosa de acetato de uranilo al 2% en peso (pH 4,2 a 4,5) y se observo en un
microscopio electronico de transmision Philips CM-12 operado a 120 kV. Las
observaciones se realizaron con una camara digital MEGA VIEW-II DOCU en campo

brillante; las muestras en polvo se colocaron sobre soportes de cobre (2000 mesh).
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5.2.8 Degradacion hidrolitica in vitro

Se pesd 200 mg de cada una de las plataformas (Wo) y se depositd en vasos de
cristal con 50 mL de PBS (pH = 7,4). Posteriormente, se incubaron a 37 £ 0,1 °C durante
10 dias; PBS se renovd cada 3 dias. En cada punto de tiempo, las muestras se recolectaron
por triplicado, se limpiaron cuidadosamente con agua Milli-Q, se secaron con papel de
filtro y se secaron en horno hasta peso constante (Wt). La degradabilidad de las
plataformas se calculé a partir de la tasa de pérdida de peso (% W) siguiendo la

metodologia de Tampieri y col. [63]:

(Wo—Wy)

%W, = x 100 (ec.5.13)

0

Las concentraciones de Ca?* en el sobrenadante se determinaron mediante
espectrometria de emision atomica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-AES)
utilizando el método 6010C (EPA, 2007). La constante de equilibrio termodindmico de

la disolucion de nano-HA\;, K%, se estim6 como:

Kps = (aCa+2)10_x(aP0;3 )6_x (aHPo;Z )x (aon-)**

donde x corresponde al resultado del microanalisis elemental, Seccién 5.3.1. Las
actividades se calcularon en base a las concentraciones medidas y la ley limite de Debye-
Huckel:

~log(y)) = AZm'/2 (1 + Baiml/z) (ec.5.14)

donde vi, ai y Zi son el coeficiente de actividad, el didmetro efectivo y la valencia para la
especie i respectivamente; m = %Z? c?Z? es la fuerza ionica total de la solucién; A =
0,51144 y B = 10"°™ son parametros de la ley limite de Debye—Hiickel.

Como la concentracién de calcio medida después de la degradacion de los

materiales no presento diferencias estadisticamente significativas, Fig. 5.6, asumimos que
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las concentraciones de los otros iones liberados de la disolucion de nano-HA; también
son similares; las mismas se calcularon segin el producto de solubilidad de HA. La
concentracion de MoO4? se estimo a partir del producto de solubilidad de powellita para
muestras HA/MoOx (111-1V); la cual sera menor para la muestra HA/MoOx (1) y cero

para nano-HA\,.

HAi/MoOx  HAi/MoOx HAi/MoOx
(m (n) (Iv)

nano-HAu

Figura 5.6: Concentracién de calcio medida después de 10 dias de degradacion del material a pH =74y
37°C.

5.2.9 Andlisis estadistico de los datos

Todas las evaluaciones cuantitativas se tomaron al menos por triplicado y los
resultados se expresaron como media + desviacion estandar (DE). El analisis estadistico
de los datos se realiz6 mediante analisis de varianza de un factor (ANOVA). La prueba t
de Student y los valores de probabilidad por debajo de 0,05 (p < 0,05) se consideraron

como una diferencia significativa.

5.3 Resultados y discusion

Los iones fosfato (PO4)* pueden sustituirse por complejos metalicos como

vanadato (VO4)* y molibdato (MoOs4)> en la red cristalina de hidroxiapatitas no
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estequiométricas deficientes en calcio, Caiox(HPO4)x(PO4)ex(OH)2.x [32]. Seria de
esperar que la modificacion de este material mediante dopaje metalico produjera la
“sintonizacion” de multiples sitios activos. Esta hipdtesis se probara a lo largo de las

siguientes secciones.

5.3.1 Plataformas nano-HAN/MoOx: procesamiento de cambios microestructurales

La disrupcion de la transformacion de fase de estado sélido y las fluctuaciones de
la microestructura de los materiales cristalinos estan directamente relacionadas con la
interaccidn o sustitucion iénica [64], [65]. Las micrografias FE-SEM de polvos de nano-

HA y nano-HAi/MoOx se muestran en la Fig. 5.7.

Figura 5.7: Micrografias FE-SEM de (a) nano-HA;, (b) HAW/MoOx (1), (c) HAW/MoOx (11), (d) HA/MoOx
(1 y (e) HAW/MoOx (1V); (i) Depdsitos ricos en Mo y (ii) nano-HA. Figura adaptada de referencia [66].
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Se puede observar que las muestras HA/MoOx (1) y HA/MoOx (I1), Fig. 5.7 by
¢, exhiben una red nanoestructurada dada por el ensamblaje de nanoparticulas uniformes
en forma de rodillo o varilla con relaciones de aspecto similares (longitud/didmetro) en
comparacion con las observadas en nano-HAy, Figura 5.7a. Se aprecid una ligera
reduccion en la longitud de las nanoparticulas para las muestras HAi/MoOx (I11) y

HAI/MoOx (IV), Tabla 5.1. El anélisis de distribucion de tamafios se realizé mediante la

aplicacion de software Image J a las micrografias FE-SEM, Fig. 5.8 y 5.9.

Tabla 5.1: didmetro y longitud promedio de las plataformas nano-HA,; y nano-HA;/MoOy

nano-HA 31,8+4,1

Plataformas diametro/ nm
HAN/MoOx (1) 334+34
HAI/MoOx (I1) 313+34
HAI/MoOx (I11) 315+3,7

HAN/MoOx (1V) 32,2+3,8

longitud /nm

60,8 £ 3,9
60,1+6,4
60,1 +3,1
27,8 14,6
249+19
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Figura 5.8: histogramas de distribucion de didmetro (d/ nm) y longitud (I/ nm) de (a,b) nano-HA, (c,d)
HA/MoOx (1) y (e,f) HA/MoOx (I1).
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Figura 5.9: histogramas de distribucion de diametro (d/ nm) y longitud (I/ nm) de (a,b) HA/MoOy (111) y
(c,d) HAW/MoOx (IV).

Las mediciones de espectroscopia dispersiva de rayos X (EDX) confirmaron que
nano-HA\ posee una relacion elemental Ca/P de aproximadamente 1,52 que es
caracteristica de la fase cristalina de la hidroxiapatita no estequiométrica; el espectro se

ilustra en la Fig. 5.9a. Por el contrario, el microanalisis elemental de muestras de
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HAN/MoOx (I-1V) a granel revel6 una relacion Ca/P superior en comparacion con HA
estequiométrico (Ca/P = 1,67); en todos los casos se detectdé Mo elemental, Fig. 5.9 by
c. Tanto para muestras de HA/MoOx (111) como de HA/MoOx (1V), se encontrd la
presencia de depositos esféricos o semiesféricos de gran tamario sobre la superficie de
nano-HA, Fig. 5.6 d y e; el microandlisis EDX revel0 que estaban constituidos por una

fase rica en molibdeno, Fig. 5.9c.

Ca

Spectrum 1

2 3 4 s keV

Ca/P=1,80
Ca /Mo = 18,35
P/Mo=12,35

Spectrum 1

o ey

’

R Ca/P=224
Ca/Mo =1,98
| P/Mo=0,88

keV

Figura 5.10: microandlisis EDX de muestras de (a) nano-HA,; (b) HAW/MoOx (1) y (c) HA/MoOx (l11).

La estructura microcristalina se verificd después de la inspeccion de micrografias

H-TEM y patrones de difraccion de rayos X, Fig. 5.11.
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Fig. 5.11: Micrografias H-TEM de las plataformas (a) nano-HA;, (b) HAW/MoOx (I1), (¢) HAW/MoOx (I11)
y (d) HAW/MoOy (IV); A: fase amorfa. Para simplificar el diagrama y debido a la similitud morfoldgica
entre las muestras de HAi/MoOx (1) y HA/MoOx (1), no se muestran las fotografias de HA/MoOx (1). (€)
patrones DRX de polvos HA/MoOy; se utilizan como referencias la hidroxiapatita estequiométrica
(Ca10(PO4)s(OH)2, R130713.9) y la powellita (Ca(Mo0O.), R100180) de la base de datos RRUFF [40].
Figura adaptada de referencia [66].

Las muestras relativas a nano-HA; y HAW/MoOx (1 y I1), Fig. 5.11ay b, mostraron
la presencia de nanoparticulas cristalinas con forma de rodillos, mientras que las muestras
HA/MoOx (111) y HAiW/MoOx (IV) mostraron zonas cristalinas incrustadas en una matriz
amorfa, Fig. 5.11cy d. De acuerdo con los resultados de H-TEM, los espectros DRX, Fig.
5.11e, exhibieron picos asociados con hidroxiapatita pobremente cristalina deficiente en
calcio, similar a la existente en muestras bioldgicas [67] y disminuyendo en intensidad y
cristalinidad de las muestras HAii/MoOx (I1) a HA/MoOx (1V). Ademas, los polvos de
HA/MoOx (1) y HA/MoOx (IV) expusieron un segundo patrén de difraccidn de rayos
X que se identifico como powellita, Ca(MoQa), lo que ratifica la presencia de una fase
rica en molibdeno amalgamada con nano-HAi.. Una inspeccion profunda de los patrones
de difraccion de electrones de area seleccionada (SAED) para muestras de HAi/MoOx
(I'y 1V) reveld la presencia de fases de HA y powellita en una combinacion completa
dentro de la estructura del material, Fig. 5.12. Las matrices SAED mostraron una
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configuracién hexagonal perfecta, Fig. 5.12a-i y b-i, que se indexaron a los planos (300)
de HA vistos a lo largo de la direccion cristalografica "c", y el disefio tetragonal
caracteristico de los planos (112) de powellita a lo largo de la direccién "b", Fig. 5.12a -
iy b-ii.

Figura 5.12: Micrografias H-TEM de las plataformas (a) HA//MoOx (111) y (b) HA/MoOx (1V). Las &reas
cristalinas seleccionadas se sefialan en cuadros rojos. Los patrones de difraccion de electrones de area
seleccionada (SAED) se extrajeron de la transformada de Fourier (FFT) de las micrografias H-TEM
mediante el procesamiento de imagenes utilizando el software Image J [39] y se compararon con estructuras
teodricas de celdas unitarias directas generadas por el método ab initio [46] (i) Planos cristalinos de

hidroxiapatita y (ii) powellita. Figura adaptada de referencia [66].

A pesar de la semejanza de los perfiles DRX de HA en todas las muestras, se
observaron ligeras divergencias a partir de un examen mas profundo de los espacios
interplanares “d”. Se utilizaron modelos moleculares semiempiricos ab initio, Fig. 5.13 y
5.14, asi como calculos de parametros cristalograficos para validar la distorsion de la

celda unitaria de HA y la posible incorporacion de atomos de Mo.
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Figura 5.13: Vista de la celda unitaria de HA modelada a lo largo del eje cristalografico "c" para muestras
de (a) nano-HA, (b) HAI/MoOx (I1), (¢) HAW/MoOx (111) y (d) HAW/MoOx (1V). Comparacion DRX: datos
DRX tebricos (azul), datos DRX experimentales (rojo) y coincidencia de datos DRX tedricos y

experimentales (rosa); la correlacion total debe dar una linea recta. Figura adaptada de referencia [66].



Figura 5.14: la powellita cristaliza en la estructura de scheelita con el grupo espacial 141/a donde el ion
central Ca?* esta coordinado por ocho grupos molibdato unidos de forma sencilla. (a) Vista de la
coordinacion central de Ca?* y (b) de los iones MoO4* tetraédricos en la estructura de la powellita.
Comparacidn de (c) estructura estequiométrica tedrica de la celda unitaria directa de powellita y andlogos
modelados para muestras de (d) HA/MoOx (1) y (e) HAW/MoOx (IV); vista a lo largo del eje
cristalogréfico "b". Comparacién DRX: datos DRX tedricos (azul), datos DRX experimentales (rojo) y
coincidencia de datos DRX tedricos y experimentales (rosa); la correlacién total debe dar una linea recta.

Figura adaptada de referencia [66].

Los valores de los parametros geométricos de red y del volumen de celda unitaria
para nano-HA,, fueron comparables con los estandares de referencia (R130713.9)[42] y
con los datos obtenidos previamente [30], [37] (a =b = 9,439 A; ¢ = 6,914 A; y 533,1
A3), mientras que para las plataformas nano-HAI/MoOx sus magnitudes disminuyeron
siempre que pasamos de las muestras (1) a (IV), Tabla 5.2. Los resultados obtenidos se
atribuyeron a la sustitucion de (PO4)* por (M0O4)?. Ambos iones tienen una disposicion
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espacial tetraédrica y una superficie polar topologica similar, [68], [69] lo que propicia
un reemplazo estereoquimica y electrostaticamente compatible. La contraccion de los
parametros de red se produciria porque el anion (MoO4)% presenta una ligera reduccion
en su superficie polar topoldgica, ~80,3 A?, [68] respecto al (PO4)*, ~86,2 A2[69]. El
ligero aumento de la relacion Ca/P a lo largo de las muestras de HAi/MoOx (1 y 1) se
deriva indudablemente de un cierto grado de reemplazo de P-Mo en la red de nano-HA\;.
Ademaés, para las muestras HAn/MoOx (111 'y 1V), que mostraron patrones de difraccion
tanto de powellita como de HA, la relacion Ca/Mo elemental adquirida en los depdsitos
esféricos fue de aproximadamente dos, Fig. 5.10c. Este valor es superior al de la powellita
estequiométrica, Ca/Mo = 1, por lo que asumimos que estabamos en presencia de una
fase de powellita rica en Ca2" [70]. La celda unitaria tetragonal modelada y los
parametros cristalograficos computados de la fase powellita para las muestras HA/MoOx
(I11'y V) eran comparables a los valores estandar, Tabla 5.2. Sabiendo que habia exceso
de Ca?*, Fig. 5.10c, asumimos que casi todos los 4tomos de Mo cristalizaron en una
estructura de powellita y el Ca?* restante quedaria atrapado en una forma amorfa de
CaMo0O4 0 en un ensamblaje amorfo de calcio desconocido [30].

Tabla 5.2: Parametros cristalograficos de plataformas nano-HA;/MoOx.

HAesteq.  Powellita Muestras / HAn: (Ca*2)9.12(PO43)s.12(HPO42)0.88(OH)1.12

(JCP | (R130 | (R100180) | nano | HAW/MoOx | HAW/MoOx | HAW/Mox | HAW/MoO
DS9- | 713.9) HA ) (1)) (1) x (1V)
436)
PMA/HA; | --- 4/1 2/1 1/1 1/2
ratio
Mo/Ca 2,17 1,07 0,54 0,26
ratio”)
Mo/Ca 0,05 0,05 0,45 0,23
ratio
(EDX)
Fase Hidroxiapatita
Xe,HA 1 1 1 0,51 0,50 0,50 0,42 0,37
(ec. 5.5)
Xe,HA 1 1 1 0,50 0,48 0,48 0,41 0,35
(ec 5.6)
doog)/ A | 3,441 | 3,456 3,457 3,455 3,449 3,447 3,445
d@ooy /A | 2,719 | 2,725 2,725 2,722 2,719 2,713 2,711
a=b/A | 9418 | 9,438 9,439 9,429 9,421 9,398 9,391
c/A 6,881 | 6,911 6,914 6,910 6,898 6,894 6,890
V/A® | 5286 | 533,1 533,5 532,0 530,2 527,3 526,2
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Fase Powellita

daon/A | - 4,764 4,751 4,763
dag /A | - 3,111 3,105 3,109
a=b/A] — | - 5,239 5,217 5,239
c/A 11457 | - 11502 | 11,434
VIR | - | - | 31449 | - 313,03 [ 31386

(*) Calculado a partir de las cantidades de Ca** y Mo*® afiadidas a las soluciones iniciales de sintesis del
material; EDX: Calculado por los resultados de EDX-Microanalisis.

Se encontro que las plataformas nano-HAN/MoOx eran muy sensibles a las
condiciones de sintesis. Razonamos que las diferencias entre las muestras finales
obtenidas se debian a la interaccion PMA/nano-HA en un medio de reaccién de pH
preciso que influyd simultaneamente en los procesos de formacion de los aniones
molibdato [71] y los mecanismos de disolucion de las nanoparticulas de HA [72]. En
contra de lo previsto, los materiales desarrollados con una menor cantidad de PMA
(HAW/MoOx (II) y HAWMoOx (IV)) resultaron en una amalgama de fases
powellita/nano-HA, mientras que los elaborados con una mayor proporcion de PMA/HA
(HAI/MoOx (1) y HAI/MoOx (1)) dieron lugar a HA sustituida con MoO42. Durante la
obtencion de muestras de HAi/MoOx (1) y HAI/MoOx (I1), se determind que el pH inicial
de las soluciones de PMA era de alrededor de 1,5y, luego de la adicion de las dispersiones
de nanoparticulas de HAy (pH =9) [1], [73] se convirtié en 2,3 y 3,4 para HAi/MoOx (1)
y HAi/MoOx (1), respectivamente. Bajo tales condiciones, la disolucion de nano-HA es
muy favorecida y ese efecto es acelerado por la intensificacion de la temperatura durante
el tratamiento hidrotermal [30], [37]. Se sabe poco sobre los modelos de disolucion de
HA 'y su validez bajo soluciones de acidos inorganicos fuertes (pH <2,y T > 70 °C [72]).
Sin embargo, existe un acuerdo general de que la disolucion progresa en las siguientes
etapas: (i) difusion de reactivos quimicos (H*, aniones acidos) desde la solucion a granel
hasta la interfase solido/liquido; (ii) adsorcién de reactivos quimicos sobre la superficie
de apatita; (iii) transformacion quimica superficial; (iv) desorcion de productos de apatita
(F, Ca®* y POs %)y (v) difusion en la solucion a granel. Un andlisis por espectrofotometria
UV-vis del medio de reaccion al final de la sintesis revel6 dos picos alrededor de 215y
310 nm caracteristicos de los aniones oligomolibdato de estructura Keggin intacta [74],
Fig. 5.15. Este hallazgo esté de acuerdo con la formacion de complejos solubles de calcio-

fosfomolibdato entre los aniones fosfomolibdicos de PMA y los iones Ca?* extraidos de
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HA [74]. A pesar de las condiciones extremas de reaccion, las nanoparticulas de HA se
disolvieron parcialmente, probablemente debido a una estabilizacion adicional de su
estructura mediante el reemplazo de los iones ortofosfato extraidos (PO4*") por molibdato
(MoO4*") de acuerdo con la formacion de un cristal de HA sustituido por MoO4>". Se
obtuvo una estabilizacion similar para HA sustituido con Mg en un estudio previo
realizado en nuestro grupo de investigacion [30]. La cantidad final de molibdeno
incorporada en los materiales HA/MoOx (1) y HA/MoOx (1) fue muy pequefia en
contraste con lo que se agregd inicialmente, Tabla 5.2. Casi el 98 % del Mo afiadido
inicialmente permanecié en solucion. En este punto, tenemos que exponer que debido a
la alta disolucién de HA, se recolectd una cantidad muy pequefia de muestra HAi/MoOx
(I). Como consecuencia de este hecho y de la similitud fisicoquimica con la muestra
HAI/MoOx (I1), la muestra HAi/MoOx (1) fue descartada en el analisis que se expone a

continuacion.

Los materiales HA/MoOx (111) y HAi/MoOx (1V) se sintetizaron con soluciones
de PMA menos concentradas (pH = 4,5) y el pH del medio después de la integracion de
todos los reactivos fue de aproximadamente 7,5. En tales condiciones, nano-HA se
disuelve lentamente [37] liberando Ca®*, mientras que se favorece la formacion de
MoO4> [71]. Ambos hechos apoyaron la precipitacion de la fase powellita (CaMoO4).
Dado que la relacion molar Mo/Ca en los depdsitos de powellita coincidia relativamente
bien con las cantidades afiadidas inicialmente, Tabla 5.2, se podria afirmar que todo el

Mo precipité como powellita, ya sea cristalina o amorfa.
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Figura 5.15: espectros de absorcion UV-vis de los medios de reaccién al final de la sintesis de las muestras
de HAW/MoOx (1) y HAW/MoOx (I1). Los picos caracteristicos a 215 y 310 nm son representativos de la
estructura de los heteropolianiones de Keggin. Las bandas se asignan respectivamente a las vibraciones de

los enlaces terminales Mo=0. y enlaces puente Mo-O. [41].

5.3.2 Defectos puntuales intrinsecos dentro de las plataformas nano-HAiI/MoOXx:

induccién de fluorescencia autoactivada y capacidad de respuesta redox

En la seccion anterior, hemos demostrado que, bajo condiciones de reaccién
definidas, PMA introdujo iones MoO4>~ dentro de la red cristalina de la hidroxiapatita
(muestras HAI/MoOx (1 y 1)) o generé amalgamas CaMoO4/HA (muestras HA/MoOx
(I'y 1IV)). A lo largo de este proceso, se crean defectos electronicos puntuales intrinsecos
en el cristal de HA primario. Estos defectos seran los responsables de las propiedades
optoelectrénicas del material y, como demostraremos al final de este trabajo, seran
cruciales para sus interacciones con los microorganismos. La energia de banda prohibida
(Eg) de las plataformas nano-HA y nano-HA/MoOxy se estimd trazando (ahv)™ frente a

la energia del fotdn (h4v), como se muestra en la Fig. 5.16.
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Figura 5.16: energia de banda prohibida éptica (Eg) de (a) nano-HAy;, (b) HAW/MoOx (1), (c) HA/MoOy
(1) y (d)y HA/MoOxy (1V) estimados mediante trazado (a/4v)™ vs la energia del foton (4v) [35].

Las muestras correspondientes para nano-HAu y HAiW/MoOx (I1) presentaron
valores de Eg de 5,868 + 0,135 y 5,651 + 0,211 eV, respectivamente; aproximadamente
2 eV inferior a la informacion reportada en literatura para la HA teérica hexagonal libre
de defectos (Eg = 7,7 £ 0,2 eV) [75], [76]. Sin embargo, los datos coincidieron con los
valores experimentales informados para la celda de HA con vacancia de -OH (Eg = 5,5
eV) [22], en total acuerdo con la estructura de nuestra HA no estequiométrica (nano-
HA), (Ca*?)912(PO4)s512(HPO42)088(OH")1.12. Exhibiendo un Eg > 5,5 eV, las muestras
nano-HA y HAI/MoOx (I1) deberian ser transparentes a la luz visible y las excitaciones
electronicas ser posibles solo bajo iluminacion ultravioleta media o lejana, muy
probablemente con Avex > 6 eV. Los patrones fotoluminiscentes (FL) de muestras nano-

HAu y nano-HAI/MoOyx a temperatura ambiente se muestran en la Fig. 5.17 a-d;
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Figura 5.17: Patrones de excitacién-emision de fotoluminiscencia (FL) 3D a temperatura ambiente para

muestras de (a) nano-HA;, (b) HAW/MoOy (11), (c) HAW/MoOx (111) y (d) HAW/MoOx (1V). Figura adaptada
de referencia [66].

Las emisiones primarias de FL se resumen en la Tabla 5.3. La emision més alta
de nano-HA se detectd en Aem = 310 nm (4,00 eV) después de una excitacion con Aex =
280 nm (4,42 eV), Fig. 5.17a. Las energias de banda prohibida aumentan linealmente con
el orden estructural [77], por lo que el requerimiento de una energia de excitacion de
alrededor de 1,5 eV menos que el Eg implica que detras de este efecto deberiamos tener
una transicién que involucre al menos un estado ubicado en la zona de banda prohibida,
muy probablemente asociado a la presencia de defectos. En la seccion anterior, hemos
demostrado que tanto las plataformas nano-HA; como nano-HA/MoOx presentan
distorsiones en su red y en su composicion interatdbmica. Estos estan asociados a
sustituciones, vacancias, defectos intersticiales, entre otros [22], con una redistribucion
de los electrones en los niveles electrénicos de energia ocupados/desocupados. Esta
redistribucion cambiaria los niveles electronicos (incluidos los cambios de la parte
superior de la banda de valencia, Ey, la parte inferior de la banda de conduccion, E. y, por

lo tanto, el ancho de la zona de banda prohibida, Eg = Ec — Ey), y crearia nuevos niveles
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de energia, Ei, dentro de esta brecha de energia. La formacion de estos diversos tipos de

defectos en HA da lugar a varios procesos de fotoexcitacion en el ultravioleta cercano y

en la region de luz visible [25].

Los datos obtenidos en el espectro FL para nano-HA; sugirieron que habia un

nivel de energia recombinante en la zona de banda prohibida con un valor de Eg* = 4,0
eV (Eg* = E¢ - Ej) (o linea de 310 nm) desde el fondo de la banda de conductancia [22].

Tabla 5.3: Emisiones fotoluminiscentes mas altas, energia de banda prohibida (Eg) y valores de potencial € para las

plataformas nano-HA,; y nano-HA/MoOx.

0110 C Pote a g/ €
Aex/ nm; hv/ eV Aem / nm; hv/eV

nano-HA 440; 2,82 460; 2,69 -19.8+1,9 | 5,868 +0,135
372; 3,33 439; 2,82
280; 4,42 310; 4,00

HAN/MoOx(11) 440; 2,82 460; 2,69 -18,3+0,9 | 5,651 +0,211
391; 3,17 411: 3,02
362,5; 3,42 382; 3,24

HAN/MoOx(111) 440: 2,82 460; 2,69 -170+0,9 | 4,777 £ 0,145
372; 3,33 436; 2,84
280; 4,42 522: 2,37
477: 2,60

HAN/MoOx(1V) 440: 2,82 460; 2,69 -223+0,4 | 4,771 +0,109
372; 3,33 439; 2,82
280:; 4,42 523; 2,37
473: 2,62

Asimismo, se observaron dos emisiones fotoluminiscentes de menor intensidad

correspondientes a niveles de Ei =

2,82y 2,69 eV, lo que confirié al material un cierto

grado de epifluorescencia azul y, en mucha menor proporcion, epifluorescencia verde,

Fig. 5.18.
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HAu(/III\II;OOx HAu{II:/)IOOx —— Control

HAI/MoOx
(V)

Figura 5.18: Imagenes de microscopia de epifluorescencia de las plataformas nano-HA; y nano-
HA/MoOy a temperatura ambiente. Se usaron pocillos sin recubrir como control (C). Figura adaptada de
referencia [66].

En base a los datos de literatura, se propone que el origen de estos defectos podria
derivarse de la presencia de vacancias de —OH, defecto puntual frecuentemente presente
en HA no estequiométricas [25], [78], [79] (con valores reportados de Eg* ~2,71,2,92 y
3,31 eV) [25], [26], asi como vacancias de O y/o H intersticial (Eg* ~4,03 eV y 3,92 ¢V,
respectivamente) [25]. La incorporacion de Mo®" como MoO4>~ en la estructura de la
hidroxiapatita a lo largo de la muestra HAi/MoOx (I1), indujo la desaparicion de
emisiones asociadas a estos Ultimos (4,0 eV), conservando aquellas relacionadas con las
vacancias —OH, Eg* ~ 2,69, 3,00 y 3,24 eV. La presencia de defectos puntuales metalicos

cambiaria tanto el rendimiento cuéntico de emision como el tiempo de vida de la
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fluorescencia [80], observandose en este caso particular una epifluorescencia azul

amplificada, Fig. 5.18.

Las muestras de HAi/MoOx (Il y 1V) presentaron valores de energia de banda
prohibida (Eg = 4,77 eV) inferiores a los encontrados para nano-HA\ y HA/MoOx (I1);
estos valores se asociaron con la presencia de la fase powellita (Eg = 4.70 eV) [77]. Se
mantuvieron algunas emisiones de FL asociadas a la presencia de vacancias de —OH (2,69
eV y 3,00 eV), aunque las emisiones mas relevantes de estas muestras ocurrieron a Aem =
523 nmy Aem =473 nm (2,37 y 2,62 eV), en acuerdo con lo presentado por otro trabajos
realizados con powellita [77], [81]. De acuerdo con la informacion de literatura, los
perfiles FL, Fig. 5.17cy d, son tipicos de un proceso multifononico y multinivel, es decir,
un sistema en el que la relajacion ocurre por varios caminos, involucrando la participacion
de numerosos estados dentro de la zona de banda prohibida del material [77]. La
interferencia de nuevos niveles electronicos a Eg* = 2,37 y 2,62 eV con aquellos
asociados a las vacantes de —OH, podria ser responsable de la reduccion de la
epifluorescencia azul. Adicionalmente, la muestra HAi/MoOx (I11), Fig. 5.18, mostré una
intensa epifluorescencia roja, la cual ha sido asociada en muestras de powellita al
desplazamiento de O hacia un sitio intersticial con la creacidn de una vacante (defecto de
tipo Frenkel) [77], [81].

La disrupcion de los niveles electronicos puede conducir a variaciones en las
cargas superficiales [25]. En este sentido, se midi6 el potencial { superficial de todas las
plataformas como se muestra en la Tabla 5.3. Los datos obtenidos fueron similares a los
reportados en literatura y en nuestros estudios previos [73], [82]; no encontramos ninguna
evidencia de la alteracion de la carga superficial debido a la sustitucion de MoO42— POq4
30 a la fusion HA/Ca(MoOs).

La influencia de la presencia de defectos cristalinos tales como las vacancias —OH
es muy importante, porque no solo afectan los valores de Eg, sino que también crean
niveles de captura de electrones de la banda de conduccion en el medio de la zona
prohibida [25]. La formacidn de este tipo de defecto estaria relacionada con la capacidad
de un material para aceptar electrones y, por lo tanto, regularia su capacidad de respuesta
redox. Sabiendo que los procesos internos de una célula involucran reacciones de
reduccion-oxidacion (redox) y que el potencial redox es bien reconocido como un factor
regulador de las actividades celulares [83], se analizo el estado biologico redox de las

plataformas nano-HA y nano-HA\/MoOx. Las muestras se contrastaron con la sonda
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redox de acido L-ascorbico (AA) para evaluar su potencial redox (componente de
intensidad redox) y el conjunto de electrones capaces de transferirse (componente de
capacidad redox). Las curvas de voltamperometria ciclica obtenidas para los electrodos
de carbono vitreo (GC) modificados con nano-HA; y nano-HA;/MoOx a 50 mV s* se
muestran en la Fig. 5.19a. Bajo las condiciones operativas, AA siempre mostrd su pico
de oxidacion Unico caracteristico en la region potencial entre 0,0 y 0,8 V, lo que
demuestra que todos los materiales probados actuaron como aceptores de electrones. Se
observo que el pico anodico, consistente con la transformacion electroguimica
irreversible del AA en acido dehidroascorbico [50], aumentd con la presencia de Mo. Los
valores méaximos correspondieron a las muestras de HAi/MoOx (I11) y HAi/MoOx (1V),
mientras que como era de esperar, la muestra de HAi/MoOx (I1) con un contenido méas
bajo de Mo combinado con la estructura de HA mostro el valor minimo. Sin embargo,
para todos los materiales HA/MoOx, el potencial anodico maximo (Ep) se desplazd
gradualmente a valores menos positivos después de la incorporacion de Mo en
comparacion con el electrodo de nano-HA (Ep = 0,48 V).
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Figura 5.19: (a) Curvas de voltamperometria ciclica (CV) de electrodos de GC modificados con las
plataformas en una solucién de AA 10 mM en PBS (pH = 7,2) a una velocidad de barrido de 100 mV s™.
Las flechas indican la direccion de barrido. (b) Grafico de Randles-Sev¢ik obtenido de los datos de CV
para el electrodo correspondiente a nano-HAy; las velocidades de barrido van de 10 a 500 mV sL. (c)
Voltamograma ciclico semiintegral (rama anddica) para la electrooxidacion de AA en los electrodos de GC
modificados con nano-HA; y nano-HA;/MoOx. (d) Variacion de la constante de velocidad heterogénea

aparente, k), en funcion de la cantidad efectiva de Mo, E = 200, 300 y 400 mV.

La Fig. 5.19b muestra el diagrama de Randles-Sev¢ik para nano-HA; se obtuvo
una correlacion lineal similar para las muestras nano-HA/MoOx. La variacion lineal del
pico de corriente con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido durante todo el ciclo
inspeccionado, confirmd que el proceso de oxidacion irreversible de AA en todos los
electrodos de GC modificados con las plataformas estaba regulado por un mecanismo de
difusion. De acuerdo con este mecanismo, la transferencia del primer electron de AA para
formar el anién radical ascorbilo es el paso determinante de la velocidad (rds) de la
reaccion [53]. La constante de velocidad heterogénea aparente, k), se estimo a partir del

analisis semi-integral de la rama anddica de los voltamogramas, Fig. 5.19c¢; los valores
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obtenidos se resumen en la Fig. 5.19d. Se puede notar que kg fue fuertemente
influenciado por la sustitucion MoO4>"—PO4*" y que respondid a la intensidad del campo
eléctrico aplicado (E). Luego del incremento de la intensidad del campo eléctrico, se
observo que ke adquirié un valor maximo para el material HA/MoOx (I1), que no
contenia fases cristalinas extra de MoO4>". Dado lo observado en los espectros de FL que
denotan un aumento aparente de las vacantes de —OH en la muestra HAi//MoOx (11) y este
hecho est4, a su vez, relacionado con la creacion de niveles de atrapamiento de electrones,
esto efecto también podria explicar el aumento de k) en la reaccion de electro-oxidacion
de AA, Fig. 5.19d. Las muestras de HA/MoOx (111) y HA/MoOx (IVV) compuestas de
una mezcla de fases de hidroxiapatita y powellita mostraron valores de k) similares para
todos los E. Teniendo en cuenta que kg disminuyd en las muestras de HA/MoOx (I11'y
IV), Fig. 5.18d, asi como su epi-fluorescencia azul, Fig. 5.18; ambos hechos se asociaron

con la reduccion de la influencia de la vacancia —OH.

5.3.3 Biocompatibilidad y actividad antimicrobiana de las plataformas nano-
HAI/MoOx

En varios estudios, hemos establecido la biocompatibilidad de nuestras
nanoparticulas de HA sintetizadas y su capacidad de reparacién dsea [30], [37], [73], [84].
Sin embargo, como se reveld anteriormente, la presencia de molibdeno altera su
composicion quimica, morfologia, grado de cristalinidad, parametros de celdas unitarias
cristalogréficas y defectos electronicos, que pueden conducir a una posible toxicidad. Asi,
antes de continuar, se comprob0 la inocuidad de las plataformas nano-HA\/MoOx tras 24
y 48 h de contacto con células provenientes de cultivo primario de rOBs. Los osteoblastos
son cruciales para la expansion, el crecimiento, la funcion, la reparacion y el
mantenimiento del tejido 6seo [85] y los materiales nano- HAI/MoOx se proponen como
nuevas plataformas para la reparacion del tejido dseo; entonces es fundamental verificar

su biocompatibilidad en presencia de este tipo de células.
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Figura 5.20: (a) Viabilidad de rOBs provenientes de cultivo primario; (b — €) Fotografias obtenidas por
microscopia dptica representativas de rOBs adheridos tefiidos con el colorante rojo neutro después de 24 y
48 h de cultivo.
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La capacidad de las celulas para asimilar moléculas de colorante en sus lisosomas
se examind mediante el ensayo de Rojo Neutro; solo las células viables son capaces de
completar este esfuerzo, por lo que la actividad lisosomal se considera como una
cuantificacion indirecta de la viabilidad celular. Los resultados obtenidos, Fig. 5.20a,
mostraron que la actividad de los lisosomas de los rOBs cultivados después de 24 y 48 h
en presencia de plataformas nano-HAi/MoOx no tuvo diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control (C) o a la muestra relativa a nano-HA\. Si se pudo
apreciar una ligera reduccion de la actividad de los lisosomas estadisticamente
significativa después de 48 h de cultivo en presencia del material HA/MoOx (1V), aunque
no se encontro significativa con respecto a las otras muestras. El estado de proliferacion
celular activa se confirmd mediante observaciones por microscopia éptica, Fig. 5.20 b-e.
Los rOBs siempre exhibieron su caracteristica morfologia poligonal, plana y estirada con

fuerte adhesion a la superficie.

Luego de confirmar la biocompatibilidad de las plataformas nano-HA/MoOy, se
analizo su actividad antibacteriana. Las Fig. 5.21 a y b muestran el porcentaje de
reduccion de la proliferacidn de bacterias grampositivas (S. aureus) y gramnegativas (P.
aeruginosa) después de 24-48 h de incubacidn en presencia de muestras de nano-HA y
nano-HA/MoOx. Todos los materiales probados mostraron un R% = 100 a una
concentracion de 100 mg mL! después de 48 h de contacto contra ambos
microorganismos estudiados sin ninguna diferencia estadisticamente significativa. La
muestra de HAI/MoOx (11) también ejercid actividad antibacteriana completa a 50 mg
mL™! contra ambas cepas después de 24 y 48 h de exposicion. El efecto del material
HA/MoOx (1) fue ligeramente superior al de la muestra nano-HA; contra las bacterias
Gram-positivas, ya que esta Ultima mostro solo una reduccion del =~ 75% de la
proliferacion bacteriana después de 24 h de tratamiento en todas las concentraciones
probadas. Las muestras de HAi/MoOx (111 y IV) mostraron una clara reduccion de su
actividad antibacteriana a una concentracion de 50 mg mL™ después de 48 h de
tratamiento contra P. aeruginosa (R% =~ 34). Este efecto también se evidencid, pero a
menor aumento, frente a S. aureus; en esta Ultima situacion, solo la muestra HA/MoOx
(V) experimento una reduccion de su actividad antibacteriana y el efecto fue similar a

los observados para la muestra nano-HA;.
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Figura 5.21: Actividad antibacteriana de nano-HA; y nano-HA\/MoOx contra (a) P. aeruginosa y (b) S.
aureus en funcion de la concentracién de material; contacto: 24 y 48 h. Los resultados se expresan como
porcentaje de reduccién (R%). (c) Fuga de azlcares reductores después de 48 h de contacto bacteriano con
100 mg mL™* de las plataformas; las bacterias cultivadas sin la presencia del material se utilizaron como
control, C. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (**p < 0,01, ***p < 0,001);
las diferencias significativas entre las muestras se indican entre corchetes. Micrografias TEM de S. aureus
después del cultivo solo (d y h) y en presencia de muestra de HA/MoOx (I1) (e y i). Micrografias TEM de
P. aeruginosa después del cultivo solo (fy j) y en presencia de muestra de HA/MoOx (1) (g y k). Figura

adaptada de referencia [66].

El andlisis de los datos obtenidos, Fig. 5.21 ay b, revel6 que incluso si existia una
conexion entre la reduccidn bacteriana y la presencia de molibdeno dentro de la red de

HA, no habia una correlacion lineal con su cantidad incorporada (HAN/MoOx(lll) >
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HAI/MoOx(1V) > HAI/MoOx(ll), Tabla 5.2). Para analizar los resultados obtenidos,
debemos tener en cuenta que un sistema con posibles propiedades antibacterianas puede
ejercer accion sobre al menos uno de los siguientes puntos clave que afectan la
supervivencia del microorganismo: (i) microambiente, (ii) adhesion y (iii) estado
metabolico [29]. El primer efecto a analizar fue la influencia de las plataformas nano-

HA/MoOx sobre los medios de cultivo microbianos. De acuerdo con los productos de

solubilidad de las fases HA y powellitaa 37 °C y 1 bar, pK;,);HA =-log KZ(,);HA =54,86

y pK;,);pOW = —log Kggpow = 8,44 [86], las plataformas nano-HA; y nano-

HAI/MoOx se comportan como sales insolubles en condiciones fisioldgicas. Sin
embargo, como base estructural de todos los materiales, las nanoparticulas de HA estan
disefiadas para ser biodegradables [30], [37], por lo que pueden liberar una cantidad de
iones que pueden afectar las propiedades fisicas y quimicas del caldo y, en consecuencia,
las condiciones Optimas del medio de proliferacion de las bacterias. Se analiz6 la
degradacion de las plataformas en condiciones fisiologicas durante los primeros 10 dias,

Fig. 5.22, asi como la liberacion de iones al medio por parte de las mismas, Tabla 5.4.
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Figura 5.22: Degradacion de las plataformas nano-HAy y nano-HA\/MoOx a pH = 7,4 y 37 °C.
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Tabla 5.4: concentracién ionica calculada liberada de las muestras después de 10 dias de degradacién en
PBS (pH =7,4) a 37 °C.

[Ca?*]/ [PO4*] [HPOs2]/  [OH]/ | [M0oO4?]

. mM_ MM MM mM__ /mM
nano-HA 3,82+0,40 | 2,14+0,22 | 0,37 +£0,04 | 0,47 +£0,05 0
HAN/MoOx (I1) |3,70+0,61 | 2,08+0,21 | 0,35+0,04 | 0,45+0,05| <0,001
HAN/MoOx (111) | 3,41 +0,50 | 1,91+0,19 | 0,33+0,04 | 0,42 + 0,05 0,001
HAI/MoOx (1V) | 3,62+0,81 | 2,03+0,20 | 0,35+0,04 | 0,44 +0,05 0,001

La liberacion de iones [OH] = 0,47 mM, [PO4®] = 2,14 mM, [HPO4?] = 0,37
mM y [MoOs?] < 1 uM, Tabla 5.4, alcalinizd ligeramente el caldo. Después de la
incorporacion de los materiales, el valor de pH del caldo de cultivo bacteriano aument6 a
un valor méximo de 8,1 + 0,2 en todos los casos, lo cual no termina siendo suficiente
como para impedir el desarrollo bacteriano [87]. En cuanto a las concentraciones idnicas,
durante las pruebas de biocompatibilidad se confirmé que las mismas estuvieron dentro
del rango de no toxicidad [29] y no fueron suficientes para ejercer una accion restrictiva
sobre la disponibilidad de agua a los organismos [88]. Por lo tanto, no se puede asociar
con los resultados experimentales resumidos en la Fig. 5.21ay b, donde se evidencié un

claro efecto antibacteriano.

Debido a la diferencia entre la energia superficial de las bacterias y el caldo en el
que estan suspendidas, las células se adhieren preferentemente a sustratos de menor
energia superficial. El siguiente punto a considerar esta relacionado con la interaccion
microorganismo-superficie del material; aqui la carga superficial juega un papel
distintivo. Esta bien establecido que el uso de sustancias cationicas perturba la
negatividad de la superficie de la membrana del microorganismo (potencial {) mediante
una alteracién de la sefializacion mediada por lipidos que, finalmente, conduce a una
desestabilizacion de la membrana seguida de muerte [89]. S. aureus y P. aeruginosa
poseen valores de potencial { de aproximadamente —35,6 y —144 mV [29]
respectivamente; al ser negativamente cargados se puede esperar algin grado de repulsion
electrostatica entre los microorganismos y las superficies de los materiales, Tabla 5.3.
Los resultados obtenidos no evidenciaron una correlacion directa entre la carga

superficial de las plataformas y la reduccién de la proliferacion bacteriana. Por lo tanto,
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en términos de sefiales electrostaticas, no habria ningun efecto de las muestras de nano-

HA y nano-HA/MoOxy contra la progresion de bacterias.

El paso final de nuestro trabajo condujo a conectar las propiedades electrénicas
de las plataformas con la reduccion bacteriana y, en consecuencia, analizar su capacidad
para influir en el mecanismo redox por el cual la cadena de transporte de electrones
permite que las células procariotas generen la energia (ATP) que necesitan para su
metabolismo y desarrollo. Al examinar la variacion de la constante de velocidad
heterogénea aparente (k) durante el estudio voltamperométrico, se pudo observar que
la muestra HAI/MoOx (1) que exhibid el maximo valor de k) también mostro la mayor
y més répida capacidad de reduccion bacteriana de para las concentraciones empleadas y
contra ambas cepas analizadas. Las muestras correspondientes para nano-HAp y
HAI/MoOx (111 'y V) también exhibieron capacidad aceptora de electrones, pero sus
constantes cinéticas fueron menos significativas (Fig. 5.19d), por lo que su efecto
antibacteriano requiri6 mas tiempo. En esta situacion, los microorganismos tendrian
tiempo suficiente para recuperar su poblacion, lo que perjudicaria su efectividad
antibacteriana y podria explicar la reduccién en los R% observados para HA;i/MoOx (11
y 1V) asi como el retardo en la accion de nano-HA (tenga en cuenta que después de 48
h de tratamiento el R% disminuyd) Fig. 5.21a y b. El incremento de kg fue maximo
después de la sustitucion de MoO4> - PO+ en la red cristalina de HA y la consiguiente
creacion de vacantes de —OH. Ademas, nano-HA\; ejercié una actividad antibacteriana
similar a la muestra de HAi/MoOx (11) (aunque mas lenta para S. aureus, lo cual tendria
relacion con su k) y un efecto ligeramente superior a las muestras de HAi/MoOx (111'y
IV), lo que concuerda con la presencia de vacantes de —OH y sus capacidades como
aceptor de electrones. Como se demostré en la seccion anterior, la sustitucion MoQO4?" -
PO+ en la muestra HA/MoOx (1) potenci el efecto de las vacantes —OH, presentando
varias emisiones que han sido asociadas en literatura a este tipo de defecto y reduciendo
otras, como aquellas relativas a H-intersticiales. Por otro lado, las amalgamas de
HA/powellita, muestras HAi/MoOx (111'y IV), si bien demostraron capacidad para aceptar
electrones y presencia de algunas emisiones FL asociables a vacantes -OH, creemos que
su efecto secuestrador de electrones estaria disminuido dada la presencia de més niveles
electronicos, los cuales fueron responsables de sus principales emisiones (Ei =2.37y 2.62
eV). Esto estuvo en armonia con la disminucién de sus capacidades antibiéticas en

comparacion con sus contrapartes: nano-HA; y HAn/MoOx (11).
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La transferencia electronica metabdlica de las células procariotas ocurre a traves
de su membrana citoplasmatica; por tanto, la aniquilacion del microorganismo puede
estar asociada a la perturbacion y ruptura de la misma. Si este fuera el caso, deberia ocurrir
una fuga de constituyentes citoplasmaticos, por ejemplo, la fuga de azucares reductores
[62]. La Fig. 5.21c revel6 que las plataformas nano-HA\ y hano-HA/MoOx aumentaron
la fuga de azlcares reductores desde el citoplasma bacteriano al medio de cultivo,
mostrando diferencias significativas con respecto al control; con concentraciones halladas
para las células tratadas que se correlacionan bien con los valores de R%, Fig. 5.21ay b.
El dafo a los elementos estructurales externos de la célula bacteriana (pared celular y
membrana plasmatica) fue confirmada por inspeccion TEM, Fig. 5.21d-k. En
comparacion con las células de control, las bacterias tratadas mostraron dafios en su
superficie externa con pérdida de material interno. EI mecanismo de actividad
antibacteriana asociado con la transferencia extracelular de electrones, estuvo
razonablemente de acuerdo con la informacién de literatura y con nuestros resultados
obtenidos previamente [29], [90]. Podemos suponer que la transferencia electrénica a las
plataformas nano-HAI/MoOx no afecto a las células eucariotas analizadas (rOBs) debido
a que este proceso metabdlico esencial de generacion de energia estd mas preservado,
evolucionado y compartimentalizado en las mitocondrias, organulo citoplasmético
especializado para esta funcion; por ello, como pudimos verificar, los materiales fueron

biocompatibles, Fig. 5.20.

5.4 Conclusién

Aqui hemos mostrado el efecto de la asimilacion de molibdeno (Mo) dentro de la
red cristalina y en la configuraciéon electrénica de la hidroxiapatita mimética dGsea
(hidroxiapatita deficiente en calcio no estequiométrica, nano-HA). La incorporacion de
Mo en nano-HA esté sujeta a las condiciones de sintesis que influyen directamente en
las propiedades finales de los materiales. A través del control de las condiciones de
reaccion, fue posible obtener nanomateriales biocompatibles que exhibieron
simultaneamente actividad antibacteriana y fluorescencia azul y roja a temperatura
ambiente. Las plataformas HAi/MoOx fluorescentes pueden ser prometedoras para la
obtencion de imagenes bioldgicas debido a sus buenas propiedades dpticas y su toxicidad

sustancialmente reducida. EI mejor rendimiento de la integracion multifuncion se obtuvo
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de las muestras HAi/MoOx (I1) y HAi/MoOx (I11). Se determind que las propiedades
optoelectrénicas y antibacterianas tenian su origen en la generacion y modulacién de los
defectos electronicos dentro del cristal primario de HA; especificamente, se plantea la
asociacion con vacantes de grupos -OH que actian como centros aceptores de electrones.
Los centros electronicos se detectaron originalmente en nano-HA, pero su efecto se
intensifico después de la sustitucion de MoO4> — POs*~ (HAW/MoOx (11)) y en menor
medida después de la amalgama con la fase powellita (HA/MoOx (111)). Nuestros
resultados también reafirman la importancia de las propiedades de transferencia
electronica a traves de biomateriales que, hasta donde sabemos, son poco consideradas
en los disefios de implantes. Se propuso un mecanismo putativo, por el cual la
interrupcion de la transferencia de electrones metabdlicos a lo largo de la membrana
citoplasmatica procariota después de la interaccion con la superficie inorganica de las
plataformas seria la ruta potencial de aniquilacion. A partir de aqui, se abren nuevos
caminos hacia el desarrollo de plataformas multifuncionales que puedan utilizarse para

impulsar estrategias innovadoras de reparacion dsea.
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Capitulo 6

Conclusiones generales y perspectivas a

futuro

A lo largo de este trabajo de tesis se ha pretendido afiadir a las capacidades de la
hidroxiapatita nanoestructurada como regenerador 6seo, propiedades de relevancia para
la profilaxis y/o tratamiento de afecciones ligadas al tejido 6seo. Para ello, se han
abordado diferentes estrategias como el desarrollo de plataformas y/o formulaciones
portadoras de farmacos (plataformas HA/CIP, HA/L-ARG/IBU y la formulacion
multifarmaco LMm/nano-HA), asi como el estudio de mecanismos alternativos para
impedir la colonizacion de superficies de implantes por parte de microrganismos
patdgenos sin la incorporacion de principios activos (plataformas HA/MoOy), con la

integracion simultanea de propiedades fotoluminiscentes a nano-HA.

6.1. Sistemas portadores de farmacos: plataformas HA/CIP, HAI/L-ARG/IBU y

formulacién multifarmaco LMm/nano-HA

Para conferirle a las nanoparticulas de hidroxiapatita la capacidad de actuar como
sistemas portadores de farmacos, se recurri6 a dos estrategias distintas. Ambas estrategias
abordadas tomaron como punto de partida nanoparticulas de hidroxiapatita que han sido
producto de investigaciones anteriores realizadas en nuestro grupo de investigacion
(nano-HA,), cuya caracterizacion ha demostrado sus aptitudes como regenerador 6seo:

bioactividad, biocompatibilidad, propiedades osteoconductivas y biodegradabilidad.

Se comenzo por la adsorcion de los farmacos ciprofloxacina e ibuprofeno en la
superficie de nano-HA, lo cual dio origen a las plataformas HA/CIP y HA/L-ARG/IBU.
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Esta estrategia representd un buen primer paso para entender como interactian ambos
farmacos con nano-HA,.. Posteriormente, se evalud una nueva estrategia para el desarrollo
de un sistema que permita la carga y liberacion mdaltiple de farmacos. Se desarroll6, asi,
una formulacion multifarmaco biocompatible basado en nano-hidroxiapatita con un
recubrimiento lipidico mimeético de membrana: LMm/nano-HA, (0,05 mg LS75-mg HA
1. Para ello, se hizo uso de lecitina de soja como portador de los farmacos, vehiculo con
una composicion lipidica apropiada para recrear estructuras miméticas de membrana y

con capacidad para favorecer la regeneracion de heridas.

Tanto las plataformas, como la formulacion multifarmaco, demostraron ser
estrategias validas y con potencial para su aplicabilidad como biomateriales para el
recubrimiento de superficies implantables y/o relleno de pequefios defectos 0seos;
proveyendo los farmacos IBU y CIP dentro de los rangos de concentracidn terapéuticos,
con una cinética controlada dependiente del pH y en los tiempos adecuados en relacién
al proceso normal de curacién de heridas. Las cinéticas de liberacion de los farmacos
demostraron aptitudes de los distintos tipos de sistemas portadores para propiciar una
descarga inicial rapida de farmacos seguida de una liberacion sostenida de los mismos.
El mayor contraste observado se presentd con respecto a la liberacion de IBU a pH
fisiologico, donde la formulacién multifarmaco produce una liberacion rapida del 60%
del farmaco en la primera hora, con una descraga total a las 4 h de ensayo; mientras que
la plataforma HA/L-ARG/IBU se comportdé mejor como reservorio de la droga
(liberacion del 11% en 1 h; liberacion maxima acumulada del 36%), permitiendo una
descarga prolongada del principio activo. Las cantidades de farmaco presentes por
miligramo de HA (DLna) fueron adecuadas para ambos sistemas portadores, con valores
superiores para las plataformas HA\/CIP y HA/L-ARG/IBU. Sin embargo, el vehiculo
lipidico empleado en la formulacion LMm/nano-HA; nos permitié aumentar
considerablemente la eficiencia de encapsulacion (EE%) de IBU y CIP, reuniendo ambos
farmacos en un Unico sistema y evitando la necesidad de utilizar L-ARG como agente
enlazante para IBU. Estas ventajas mencionadas cobran relevancia a la hora de pensar en
una produccion a mayor escala de estas formulaciones. En la siguiente tabla se presentan

valores que acomparfian estas observaciones relativas a ambos sistemas portadores.
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Tabla 6.1: valores comparativos de parametros obtenidos para los sistemas portadores de farmaco

desarrollados.

Plataformas LMm/nano-HA

HA//CIP HA/L-ARG/IBU CIP IBU

EE % individual 16,1 7,2 45,1 57,3

EE % simultanea - - 34,3 26,2
DLua indiv. /ug mgina 2,3 24,7 2,2 2,8
DLwa simult. /ug mgina - - 1,7 1,3
DR% (pH 7,4) 82,1 36,3 61,2 97,6

DR% (pH 6,2) 26,3 99,6 31,9 101,9

DR% (pH 4,2) 58,2 11 52,8 10,0

EE% representa la eficiencia de encapsulacion de los farmacos; DLua, la capacidad de carga de los
farmacos relativa a HA,; DR%, el porcentaje méximo de liberacién acumulada alcanzado por ambos

sistemas portadores.

*Los valores de EE% y DLua, se presentaron todos relativos al mismo pH (7,4) para fines comparativos.
La plataforma HA/CIP tuvo mucho mejor rendimiento a pH 6 (EE%=49, 7 + 5,4); y DLnua= 7,3 £ 0,8).

Por otra parte, si bien el hecho de trabajar con formulaciones con contenido
lipidico conlleva un desafio en términos de estabilidad y esterilidad, LMm/nano-HA,
demostré estabilidad de almacenamiento en un marco temporal apropiado y beneficiarse
de la interaccion lipido — nanoHA,, la cual estabiliz6 la formulacion frente a la
peroxidacion y/o degradacion hidrolitica confiriéndole resistencia a la esterilizacion por
radiacion ultravioleta. Asimismo, la biocompatibilidad, requisito imprescindible para un
biomaterial implantable, fue evaluada a partir de ensayos de viabilidad celular in vitro,
frente a un cultivo primario de osteoblastos de calvaria de rata (rOBs) luego de 48 h de
tratamiento. Los rOBs en presencia de LMm/nano-HA, se adhirieron por completo y su
actividad lisosomal (indicador de viabilidad) en presencia de la formulacién, tanto
cargada como desprovista de farmaco, no tuvo diferencias significativas con respecto al

control.

Ademas, la formulacion multifarmaco, si bien constituye un buen prototipo
inicial, abre la puerta a pensar en nuevas alternativas que podrian ser interesantes
pensando en su aplicabilidad. Entre ellas, la posibilidad de ampliar su espectro de utilidad

y accion al incorporar, por ejemplo, un antifangico o un antibiético adicional especifico



174

para el control de microrganismos anaerobios. Si bien estos ultimos no constituyen los
agentes causantes mayoritarios, se han identificado casos donde estos microrganismos
han generado complicaciones en superficies de implantes 6seos y cubrir este espectro
podria hacer mas robusta la formulacion. O bien, construir a partir de la formulacion
LMm/nano-HA, sistemas dirigidos a otras patologias para las cuales la administracion
localizada de principios activos represente un gran valor, por ejemplo, incorporando
agentes quimioterapicos para tratamiento de osteosarcoma.

Adicionalmente, la posibilidad de potenciar la estabilidad de la formulacion
mediante la incorporacion de un antioxidante en la bicapa lipidica, asi como modificar la
composicion de lipidos utilizados a fin de obtener perfiles de liberacion adaptados,

establece a la formulacion como prototipo versatil y manipulable para su optimizacion.

6.2. Plataformas con actividad antibacteriana sin la incorporacion de principios

activos: plataformas nano-HA1I/MoOx

En el ultimo trabajo presentado hemos abordado un nuevo enfoque alineado con
la busqueda de reunir multiples funciones en un mismo sistema. En esa direccion, hemos
desarrollado un nuevo disefio de plataformas generando cambios quimicos y fisicos en
nano-HA utilizando 6xidos de molibdeno (MoOx). Asi, hemos confirmado que las
propiedades de fluorescencia autoactivadas pueden inducirse fusionando MoOx con
cristales de HA, ofreciendo un valor agregado adicional a las habilidades de las
nanoparticulas como regeneradores 6seos. En comparacion con otras técnicas, las
imagenes de fluorescencia son ventajosas por su alta sensibilidad, minima invasividad y
seguridad, constituyendo uno de los métodos preferidos para observar eventos biologicos;
con lo cual creemos que representa una propiedad de interés para desafios futuros con
estas plataformas. Demostramos que la insercién de molibdeno, un oligoelemento
esencial, en la red de hidroxiapatita genera defectos electronicos puntuales que exacerban
su emision azul de epifluorescencia y provocan nuevas emisiones en el espectro del rojo,
lo que las hace prometedoras para la obtencion de imagenes bioldgicas y el seguimiento

de ensayos in vitro e in vivo.

Los defectos puntuales inducidos en nano-HA; a través del control de las
condiciones de sintesis, actian como aceptores de electrones, propiciandole propiedades

redox al material que explicarian la actividad antibacteriana de las plataformas al originar
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altos porcentajes de reduccion de cepas bacterianas farmaco - resistentes responsables de
infecciones Oseas de relevancia clinica: Staphylococcus aureus y Pseudomona
aeruginosa. Se propuso un mecanismo putativo por el cual la interrupciéon de la
transferencia de electrones metabdlicos a lo largo de la membrana citoplasmatica
procariota después de la interaccion con la superficie inorganica de los sistemas nano-

HA/ MoOx, seria la ruta potencial de accion para el efecto bacteriostatico observado.

Creemos que esto constituye un aporte a la busqueda de estrategias innovadoras
para el disefio de biomateriales implantables al poner el foco en la importancia del control
de las propiedades de transferencia electronica que pueden tener lugar a través de los
mismos, con el fin de explotar sus potencialidades o de potenciar sus funcionalidades. La
induccion de las propiedades mencionadas no afect6 la biocompatibilidad de nano-HA,
la cual fue verificada por la interaccion de las plataformas nano-HA\/MoOx con cultivos

primarios de osteoblastos de calota de rata.

6.3. Perspectivas a futuro

Cabe destacar que los estudios presentados en este trabajo de tesis, si bien han
permitido arribar con éxito a formulaciones y/o plataformas con potencial aplicabilidad
en lo que respecta a afecciones del tejido seo y con componentes acordes a las demandas
actuales de regiones en desarrollo en términos de costo, los mismos constituyen muy
buenos puntos de partida para continuar su estudio, optimizando sus propiedades y

potenciando su aplicabilidad.

En cuanto a perspectivas a futuro de todos los sistemas desarrollados, pero en
especial, de la formulaciéon multifarmaco (LMm/nano-HA)) y las plataformas nano-
HA/MoOy, proponemos como primer paso profundizar en el estudio de la respuesta
celular in vitro en presencia de los mismos. Esto se podria abordar afiadiendo a los
ensayos de viabilidad realizados, ensayos de adhesion, proliferacion y diferenciacion de
cultivos de células madre, analizando la induccion a nivel transcripcional y la expresion
de proteinas (Runx2, fosfatasa alcalina, coladgeno tipo 1) que permitan verificar la

capacidad de los sistemas para inducir la diferenciacion hacia linajes osteogénicos.

Como paso siguiente, estudiar la respuesta de los sistemas desarrollados en un

entorno bioldgico real mediante experimentacion animal, donde poder analizar la
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capacidad tanto de regeneracion Osea in vivo como su efectividad para contrarrestar
infecciones inducidas, con analisis histoldgico de los tejidos implicados y cuantificacion
de los niveles de farmacos alcanzados localmente en hueso (esto Gltimo para los sistemas
portadores de farmacos). Ademas, y en relacion a la efectividad de los sistemas para
impedir el desarrollo bacteriano, queda camino por recorrer en términos de investigacion
para profundizar en el estudio del mecanismo de accién que estaria proveyendo a las
plataformas nano-HA;/MoOx su efecto bacteriostatico. En ese sentido, se propone el
estudio del comportamiento redox de los materiales en ensayos electroquimicos en
presencia de biofilms bacterianos desarrollados sobre la superficie de electrodos con los
materiales (plataformas HA1/MoOy) adsorbidos a su superficie, a fin de poder tener un
conocimiento mas profundo de como estos afectan el proceso de trasferencia de

electrones.

Por ultimo y en virtud de las aptitudes mostradas por los sistemas propuestos, se
plantea una nueva linea de trabajo futura a partir de la incorporacion de los sistemas
desarrollados en materiales con propiedades mecéanicas especificas que permitan su
utilizacion para relleno de grandes defectos 6seos y/o para la construccion de estructuras
que puedan sustituir a una prétesis metalica. Como se ha mencionado en varias
oportunidades a lo largo de este trabajo, la hidroxiapatita sintética constituye una muy
buena opcidn para la construccién de sistemas pensados para relleno de pequefios
defectos 0Oseos, aumento de volumen y recubrimiento de implantes metélicos; sin
embargo, su baja resistencia mecéanica restringe su uso a aplicaciones de baja carga.
Creemos que la inclusion de la formulacion multifarmaco (LMm/nano-HA,) o las
plataformas nano-HA/MoOx en cementos 0seos autoajustables, puede representar una
estrategia prometedora para conferirle una resistencia adecuada para resistir al estrés

mecénico y fisico al cual se ve sometido funcionalmente el hueso.
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