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Capitulo 1

1. INTRODUCCION.

1.1.Tejido 6seo.

El hueso es un tejido conectivo mineralizado muy dindmico y vascularizado, de
composicidon heterogénea y estructura compleja, como se puede observar en la Figura
1. En el hueso se pueden reconocer tres componentes principales: una matriz organica
constituida en gran proporciéon por coldgeno, una matriz inorganica formada
mayoritariamente por cristales de hidroxiapatita (HAp), y un componente celular que
representa el 2% de la materia organica del hueso. Este componente celular esta
formado por los osteoblastos, osteocitos y osteoclastos que son los responsables de la

formacién, modelizacidon y remodelaciéon ésea, respectivamente [1].

Nanoescala Sub-microescala Microescala Mesoescala Macroescala

Moleculas de

colagenc —_—
Fibvilla
Lamela
— —
Microfibrilla
Fibra
v
Cristales de Y
hidroxiapatita :
Trabecula
1-500nm 0.5-10pm 2

Figura 1. Estructura jerarquica del tejido oseo. Tomado de [2].

El tejido dseo es metabdlicamente muy activo, sometido a un proceso de resorcion y
formacién dsea que durante la infancia y adolescencia se conoce como “modelado” y
en la edad adulta como “remodelado” [3]. A nivel microscopico, el remodelado 6seo se

produce en unidades bdsicas multicelulares conformadas por osteoclastos, macrdéfagos,
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preosteoblastos y osteoblastos conducidos por una serie de factores genéticos,
mecanicos, vasculares, nutricionales, hormonales y locales (sobrecarga mecanica, pH,
factores de crecimiento y citoquinas, entre otros), que permiten el normal
funcionamiento del hueso y balance entre la reabsorcién y la formacién dsea. Cuando
este proceso se desequilibra aparecen las patologias, como la osteoesclerosis por exceso

o la osteoporosis por defecto de masa dsea [4].

1.1.1. Enfermedades Oseas.

Las enfermedades musculoesqueléticas abarcan una amplia gama de trastornos que
afectan el sistema esquelético, incluyendo los huesos, articulaciones, musculos,
ligamentos y tendones. Estas enfermedades pueden tener un impacto significativo en la
calidad de vida de las personas limitando su movilidad, causando dolor crénico vy
aumentando el riesgo de discapacidad. El envejecimiento de la poblacién, los cambios
en el estilo de vida y la falta de actividad fisica adecuada son factores que contribuyen
al aumento de las enfermedades déseas, por lo que el diagndéstico temprano, la

prevencion y el tratamiento adecuado son fundamentales para abordarlas.

Las enfermedades dseas mas comunes se pueden clasificar como alteraciones
cuantitativas o cualitativas del tejido dseo. Dentro de las alteraciones cualitativas
destacan la osteomalacia y raquitismo, que se caracterizan por la disminucién de la
mineralizacion del hueso por un déficit local de iones calcio y fosfato. En el raquitismo,
el defecto de mineralizacién ocurre tanto en el hueso recién formado que tiende a
deformarse, como en la matriz cartilaginosa del cartilago de crecimiento, produciendo
una disminucién del crecimiento en longitud de los huesos largos. El término de
osteomalacia se reserva para dicho trastorno en el adulto [3]. También se destaca la
enfermedad de Paget del hueso, una enfermedad crdnica que produce una excesiva
destruccidn y regeneracion en el tejido dseo, cuyo resultado es un hueso mas fragil, que

puede doler, deformarse y fracturarse. Después de la osteoporosis, la enfermedad de
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Paget es la osteopatia mas frecuente, predomina en varones y afecta al 3% de la

poblacidon mayor de 40 afios, y al 10% de los mayores de 70 aios [5].

Se encuentran también enfermedades de tipo congénito como la osteogénesis
imperfecta, en la cual existe una alteracién en la formacién del colageno tipo I. Este
defecto ocasiona una excesiva fragilidad de los huesos produciéndose con frecuencia
fracturas tras un traumatismo minimo e incluso inexistente [3]. Asi mismo, las
enfermedades reumatolégicas autoinmunes (ERA) alteran el ciclo de remodelado dseo

y por si mismas afectan negativamente la masa dsea por mecanismos inflamatorios [6].

Por su parte, las alteraciones cuantitativas incluyen la osteoesclerosis que es el aumento
de masa dsea por unidad de volumen, causada por insuficiencia funcional de los
osteoclastos con disminucion de la ostedlisis y/o aumento de osteogénesis; la
osteodistrofia renal que se manifiesta como consecuencia de la insuficiencia renal
crénica, provocando la retencion de fosfato, disminucidn de la absorcidn de calcio y un
aumento de la hormona paratiroidea (PTH), por lo cual la osteopatia mas frecuente es
la osteitis fibrosa (hiperparatiroidismo). El resultado es también una descalcificacién de
grado variable. La incidencia de esta enfermedad en mujeres es tres veces mas alta que

en los hombres y aumenta con la edad [3].

1.1.2. Caso de |la osteoporosis.

Las enfermedades dseas representan un importante desafio para el sistema de salud,
principalmente la osteoporosis y las fracturas resultantes, que ademas de la morbilidad
y la mortalidad, se asocian con costos econdmicos significativos relacionados a
internaciones, cirugias, cuidados ambulatorios, cuidados crénicos en instituciones,

incapacidad y muerte prematura. A medida que aumenta la expectativa de vida, se
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incrementa la poblacidén afiosa propensa a fracturarse, por lo que es claro que la carga

sanitaria y financiera de la osteoporosis crecerd en todo el mundo.

La osteoporosis hace parte de las alteraciones cuantitativas y se define como una
enfermedad esquelética sistémica caracterizada por una baja masa dsea y deterioro de
la microarquitectura de los tejidos dseos, lo cual da como resultado un aumento de la
fragilidad dseay el consiguiente riesgo acumulado de fracturas. En la préctica clinica, la
osteoporosis suele diagnosticarse por los criterios de densidad mineral 6sea (DMO) o
por la apariciéon de una fractura por fragilidad. Segun este criterio, la osteoporosis se
diagnostica con una DMO de 2,5 desviaciones estandar o mas por debajo de la media de
una poblacién de referencia de mujeres adultas jévenes sanas (T-score <-2,5) [7]. Con
la disminucion de la DMO a medida que se envejece, la osteoporosis se vuelve mas
frecuente entre las personas mayores y el niumero de fracturas osteopordticas crece
sustancialmente [8], las cuales suelen ir seguidas de hospitalizacién, atencién a largo

plazo, deterioro de la calidad de vida, discapacidad y muerte [9].

A nivel mundial, la osteoporosis causa mas de 8,9 millones de fracturas anualmente, lo
gue resulta en una fractura osteopordtica cada 3 segundos. Se estima que la
osteoporosis afecta a 200 millones de mujeres en todo el mundo y que una de cada tres
mujeres experimentara una fractura osteopordtica después de los 50 afios. Debido a
que tanto el hueso como el musculo son drganos sensibles a las hormonas, la
eliminacidon de estrégenos en la menopausia hace que el riesgo de padecer la
enfermedad sea mucho mayor en mujeres que en hombres de edad similar, de hecho la
proporciéon de fracturas osteoporéticas entre mujeres y hombres es de

aproximadamente 1,6 [10].

En el caso de Argentina, los estudios sobre incidencia de la osteoporosis son escasos y
datan de hace 10 afios aproximadamente [11]. Sin embargo, la preocupacién actual

sobre la enfermedad en la sociedad, se refleja en la difusidon de informes y pautas de
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prevencion en distintos medios de comunicacion [12]—[14]. Para el 2009 la poblacién
total era de 40 millones, con 10 millones de habitantes de 50 o mas afos. Estudios
densitométricos locales revelaron que dos de cada cuatro mujeres postmenopdusicas
tenian osteopenia (densidad mineral 6sea mas baja que la normal), una tenia
osteoporosis y una tenia densidad mineral 6sea normal. Para esa fecha se estimaba que
mas de 34.000 fracturas de cadera ocurrieron cada afio en la poblacién afosa, con un
promedio de 90 por dia. Los costos de internacién de fracturas de cadera y vertebrales
excedieron los 190 millones de ddlares estadounidenses por afo [15]. Para el 2019, el

75% de las mujeres mayores a 50 ainos padecia osteoporosis u osteopenia [16].

Por otro lado, un reporte del 2022 ha mostrado que durante las ultimas cinco décadas
la osteoporosis ha pasado de ser una consecuencia inevitable del envejecimiento a ser
una enfermedad crdénica no transmisible bien caracterizada, con criterios de diagndstico,
métodos validados de evaluacion de riesgos y una variedad de medicamentos
terapéuticos efectivos [17]. Existen también herramientas como FRAX®, un algoritmo
que, basado en la edad, el indice de masa corporal, los factores de riesgo y la DMO del
cuello femoral del paciente, calcula la probabilidad de que sufra una fractura
osteoporética mayor (fractura de cadera, columna clinica, himero o mufieca) en 10
afnos. Anualmente se realizan alrededor de 6 millones de calculos en 173 paises y se ha
establecido como la herramienta global estandar para la evaluacién del riesgo de

fractura [18].

Como es evidente, son muchas las patologias dseas que requieren atencién en la
poblacién y particularmente en la poblacién adulta, que cada vez representa una mayor
proporcién a nivel global, ya que, segin datos demograficos de la Organizacién de las
Naciones Unidas, hoy en dia una de cada diez personas tiene 60 afios o mas, pero en el
afno 2050 se prevé que sera una de cada cinco, y se prevé también que el nimero de los
gue tienen al menos 80 anos se multiplicard por cinco [19]. Es por ello que es prioritaria
la investigacién y desarrollo de formas eficientes de prevencion y tratamiento de las

enfermedades 6seas, debido a que es un problema de salud publica que no sdlo afecta
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la vida de los pacientes, sino que impacta en el desarrollo general a niveles sociales y

econdmicos.

1.2.Sistemas de entrega controlada.

Para que cualquier farmaco logre su efecto terapéutico éptimo, es importante que el
compuesto alcance y sea retenido en el sitio de accidn previsto (tejido, receptor o
moléculas) sin perder su integridad quimica o funciéon biolégica [20]. EI método
tradicional para la administracién de farmacos ha sido la administracién sistémica, en la
cual los medicamentos se absorben en el torrente sanguineo y se distribuyen a través
del sistema de circulacién del propio cuerpo, lo que puede dar como resultado una
toxicidad también sistémica con complicaciones de higado y una mala penetracién en el

tejido objetivo [21].

En respuesta a esta problematica, han surgido sistemas de administracion controlada de
farmacos (DDS, Drug Delivery System) para mejorar las concentraciones en los tejidos
mientras se previenen los cambios estructurales de los farmacos incorporados. Los DDS
suelen ser construcciones a nanoescala que se pueden inyectar por via intravenosa,
administrar por via oral o incluso se pueden introducir in vivo mediante inhalacién
pulmonar. Sutamano les permite llegar incluso a los capilares sanguineos mas pequeiios
y su eliminacion de la sangre por parte de los macréfagos es limitada, lo que resulta en
tiempos prolongados de circulacidn en el sistema sanguineo. Estos sistemas también
ofrecen la posibilidad de aumentar el rango de aplicaciones de los farmacos hidrofébicos
al mejorar su solubilidad, prolongar la eficacia de los medicamentos con una vida media
bioldgica corta mediante mecanismos de liberacidén sostenida, y mejorar la captacion

celular especifica del farmaco al reducir la opsonizacion por macréfagos [20].
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En la administracion de farmacos a un sitio objetivo, se puede alcanzar una
concentracion mucho mayor de la droga en la zona de interés, llegando a ser 200 veces
mas en comparacion con la administracion sistémica [21]. Adicionalmente, se trabaja en
el disefio de DDS capaces de alcanzar, penetrar y concentrarse activamente en el sitio
de accion previsto, implementando estrategias de orientacién como la combinacion con

moléculas afines que permitan la unidn activa a tejidos especificos [20].

Durante las ultimas décadas, se han realizado importantes avances con el desarrollo de
formas de dosificacion y liberacidn controladas, por lo cual existe una gran variedad de
formulaciones y propiedades fisicas que influyen en dicha liberacién y en la prevencién
de cambios estructurales de los farmacos incorporados. Los patrones de liberacién se
pueden dividir en aquellos que liberan el farmaco a una velocidad lenta de primer orden
o cero y aquellos que proporcionan una dosis inicial rapida, seguida de una liberacién

sostenida lenta de orden cero o de primer orden [21].

El propdsito de los sistemas de liberacidon controlada es mantener la concentracion del
farmaco en la sangre o en los tejidos diana en el valor deseado durante el mayor tiempo
posible. Para ello, generalmente, los sistemas de liberacién controlada dispensan
inicialmente parte de la dosis contenida para alcanzar rapidamente la concentracion
terapéutica eficaz del fdrmaco. Luego, la cinética de liberacién del farmaco sigue un
comportamiento bien definido para suministrar la dosis de mantenimiento que permita
alcanzar la concentracién deseada. Para este propdsito, el uso de modelos matematicos
resulta muy util en la prediccion de la cinética de liberacién. En particular, la
determinacién de algunos parametros fisicos importantes, como el coeficiente de
difusion del farmaco, permite ajustar los modelos con los datos de liberacién
experimental. Asi, la modelizacién matematica, cuyo desarrollo requiere la comprensién
de todos los fendmenos que afectan la cinética de liberacion de farmacos, tiene un valor

muy importante en la optimizacion de las formulaciones [22].
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1.2.1. Liposomas recubiertos.

Los liposomas son vesiculas de forma esférica compuestas por una bicapa de lipidos y
una cavidad acuosa interna. Su estructura estd formada por fosfolipidos sintéticos o
naturales y su tamafio varia entre 50 nm y 2,5 micras [23]. Los liposomas funcionan
principalmente como vehiculos ya que son biocompatibles, pueden encapsular
moléculas hidrofilicas en su nucleo e hidrofdbicas en su bicapa, y modificar la
farmacocinética de los farmacos encapsulados, permitiendo controlar su
administracion. Existen diferentes formulaciones liposomales que transportan fdrmacos
antivirales, antiparasitarios, antibacterianos y algunas vacunas. De hecho, varios han
sido aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA, Food And Drug Administration) para tratamientos como el sarcoma de
Kaposi, leucemia, cancer de pancreas, de ovario, de mama y mieloma mdltiple,
destacando medicamentos como el Doxil®, Myocet®, DaunoXome®, DepoCyte®, y

Lipoplatin® [24].

Sin embargo, debido a que son estructuras labiles, el tiempo de vida de las
formulaciones es limitado, por lo cual los liposomas se han recubierto con biopolimeros
como el polietilenglicol, el quitosano y el coldageno [25], al igual que con compuestos
inorgdnicos como nanoparticulas de silice, 6xidos metalicos y fosfatos de calcio [26] para

superar dicha desventaja.

La entrega de farmacos al hueso estd limitada por las caracteristicas del tejido
compuesto por el conjunto de minerales a nanoescala (x69%) y matriz organica, siendo
la hidroxiapatita (HAp), un tipo particular de fosfato de calcio, el principal componente
inorganico, como se ha mencionado anteriormente [27]. Los recubrimientos de fosfato
de calcio, abreviado como CaP, otorgan estabilidad y rigidez a los liposomas en los

medios bioldgicos. De esta forma, los farmacos entrampados en el interior de estas
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nanoestructuras se encuentran protegidos de la accidon oxidante y del estrés mecanico
provocado por el medio circundante [28], [29]. La utilizacidn de nanoparticulas de HAp
en el transporte de farmacos al tejido dseo es de especial interés debido a su similitud
estructural, a su capacidad de solubilizarse in vivo y de penetrar las membranas
celulares, de hecho, debido a esta interaccidn se investigan para el reparto controlado
de drogas en cancer de hueso y de otros agentes terapéuticos que presentan poca
penetracién dsea [30]. El uso de recubrimientos poliméricos sobre nanomateriales
basados en la HAp también puede mejorar los procesos de encapsulacion, prolongar los
perfiles cinéticos de liberacién de drogas y mediar la interaccidén entre la hidroxiapatita
y el ambiente bioldgico [31]—[33]. En particular, los materiales de fosfato de calcio han
recibido mucho interés en el campo de la administracion de farmacos debido a su
excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad en sistemas bioldgicos, asi como a la
capacidad de promover la adhesidon de osteoblastos y la osteoconductividad [29][28],

[34]-[36].

A su vez, los recubrimientos en base a fosfatos de calcio proporcionan al nanoportador
una superficie capaz de funcionalizarse con moléculas adecuadas que faciliten la
orientacion activa en el transporte de drogas [37] y/o le otorguen propiedades
especiales en aplicaciones biomédicas especificas, tales como imagenes celulares y
visualizacién cuantitativa no invasiva de procesos que ocurren a nivel celulary subcelular
[38]. Dependiendo de su funcionalizacidn con moléculas fluorescentes y dopado con
iones Fe?*/Fe*, los nanoportadores pueden presentar propiedades luminiscentes,
magnéticas o ambas [39]. La funcionalizacién con moléculas especificas para el
reconocimiento de tejidos les otorga potencial adicional como vehiculos para el

transporte de farmacos.

Dentro de las moléculas utilizadas para recubrir los materiales de fosfato de calcio, las
que tienen grupos funcionales carboxilo (-COOH) merecen especial atencién ya que se
ha demostrado que los carboxilatos promueven importantes procesos biolégicos en la

ingenieria del tejido éseo, como la mejora de la carga de proteinas morfogenéticas y de
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factores de crecimiento de fibroblastos bdsicos, necesarios para promover la
diferenciacién y proliferacion de osteoblastos e inducir la mineralizacién de fosfato de
calcio [40]. Adema3s, los grupos funcionales carboxilo pueden activarse facilmente para
formar enlaces peptidicos con aminodcidos y proteinas para producir materiales de CaP
con actividad biolégica mejorada. En linea con lo anterior, en el presente trabajo se
tomd como estrategia la funcionalizacién de los liposomas recubiertos con acido 2-
carboxietanofosfénico (CEPA), que a la vez de exponer los grupos carboxilo, permite

controlar el crecimiento de coberturas de fosfato de calcio, como se vera mas adelante.

Lipidos

Actualmente existe gran variedad de lipidos y fosfolipidos disponibles para la sintesis de
liposomas, por lo que su eleccién debe estar encaminada a mejorar las aplicaciones
especificas de las vesiculas. Dos parametros importantes para tener en cuenta son la
temperatura de transicion de fase (Tc) y el grado de saturacion de los lipidos. En funcién
de la temperatura, los lipidos de membrana pueden encontrarse en dos estados o fases
diferentes: gel, similar a un sélido, con las cadenas hidrocarbonadas mas rigidas, y cristal
liquido, mas fluido, con las cadenas hidrocarbonadas mas méviles. La temperatura a la
cual se produce el paso de un estado a otro es la temperatura de transicidn de fase; a
valores por debajo de la Tc, la bicapa se encuentra en el estado gel y a valores superiores
pasa a cristal liquido [41]. Para un sistema de liberacion, es conveniente el estado de
cristal liqguido durante la sintesis para que ingrese el fdrmaco, asi como durante la
liberacion para que salga el contenido. Por su parte, el estado gel es deseado mientras

el liposoma viaja en direccién al sitio objetivo, protegiendo la carga del nanovehiculo.

Por otro lado, debido a las interacciones moleculares, la presencia de acidos grasos de

cadena corta o con insaturaciones cis reduce la temperatura de transicién, mientras que
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los acidos grasos saturados y el aumento de la longitud de las cadenas hidrocarbonadas
hacen que esta temperatura se incremente [41]. Los lipidos con una cola insaturada
interrumpen el empaquetamiento de aquellos con colas saturadas. La bicapa resultante
tiene mas espacio libre y, en consecuencia, es mas permeable al agua y otras moléculas

pequenas.

El 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfato (DOPA, PM 722,96 g/mol, Tc=-8°C y saturacion 18: 1)
se eligié como bloque de construccion de la bicapa porque forma facilmente liposomas,
tiene una Tc menor de 45°C que lo hace susceptible a la extrusiéon a mano, y tiene como
grupo polar al acido fosfatidico con carga negativa que ayuda en la localizacién de los
iones Ca®* alrededor del liposoma, lo que facilita la deposicidn de fosfatos célcicos. En
efecto, se ha confirmado la capacidad de conjugacién del DOPA con HAp y fosfatos de

calcio [28], [42]. En la Figura 2 se muestra su estructura.

CHa 0
| 0 ]
c}/\(\(r” |““UH
i OH
| o)
CH,

Figura 2. Estructura de la molécula de DOPA.

1.3.2. Antibidticos.

Las quinolonas son farmacos antibacterianos ampliamente utilizados para el
tratamiento de infecciones. La primera quinolona usada en clinica, el acido nalidixico fue

desarrollado en 1962 por Lesher. La actividad antimicrobiana de las quinolonas se debe
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a la presencia de la porcion y-piridona-B-carboxilica, la cual es fundamental para su
unidén a la enzima DNA girasa, enzima responsable del superenrrollamiento negativo del
ADN bacteriano y por ende de la supervivencia de estos organismos. Las quinolonas de
segunda generacion (fluoroquinolonas) mejoran su espectro de accion y
farmacocinética por medio de modificaciones estructurales, como la introduccién de un
anillo piperazinico en posicion 7, lo que permite una mayor concentracion en el sitio de
accion, y una disminucion de los efectos fototdxicos en el modelo del glébulo rojo y en
el de Artemia salina. La sustitucién de un hidrégeno por un fllor en posicién 6 aumenta

de 10 a 100 veces la capacidad de inhibicidn de la enzima DNA girasa [43].

La levofloxacina (LX) se describe como una quinolona de tercera generacion junto con la
ciprofloxacina (CX) y la ofloxacina. Como isémero levo de la ofloxacina, la levofloxacina
posee una actividad antibacteriana mas eficaz que la ofloxacina y es un farmaco de
primera linea para tratar diversas inflamaciones, como infecciones pulmonares,
urinarias e intestinales debido a su amplia distribucién [44]. Ademads, es uno de los
agentes antimicrobianos de mejor perfil farmacocinético y mas utilizados en el

tratamiento de infecciones déseas [45].

Por su parte, la ciprofloxacina es un antibidtico de amplio espectro de la familia de las
qguinolonas y tiene una buena actividad antibacteriana contra la mayoria de las bacterias
gramnegativas y cocos grampositivos. Ha sido aprobado por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) como agente antiinfeccioso y se usa ampliamente
para el tratamiento de una variedad de infecciones bacterianas [46]. En la Figura 3

pueden ver las estructuras de ambos antibidticos.
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Figura 3. Estructuras de las moléculas de ciprofloxacina (izquierda) y levofloxacina.

Adicionalmente, CX y LX se utilizan en el tratamiento de osteomielitis [47], y se ha
comprobado su encapsulacidn en liposomas [44], [46] . Por otro lado, estas moléculas
presentan fluorescencia, lo que resulta en una ventaja adicional para los estudios
propuestos, ya que podra determinarse la eficiencia de encapsulacién en funciéon de la
concentracion de las fluoroquinolonas, y estudiar la distribucién de la droga en los

distintos entornos liposomales mediante técnicas basadas en fluorescencia.

1.3.3. Bisfosfonatos.

Debido a que modulan el metabolismo del calcio, los bisfosfonatos suprimen Ia
resorcidn dsea mediada por osteoclastos, lo que conduce a largo plazo al aumento de
masa en el hueso. Esto les da un alto potencial para el manejo de diversas enfermedades
del metabolismo dseo, por lo que se aplican ampliamente en el tratamiento de diversas
formas de osteoporosis, hipercalcemia maligna y enfermedad ésea de Paget. Sin
embargo, se han reportado efectos adversos en su uso extensivo, lo que hace imperativo
el desarrollo de estrategias que permitan controlar su método de administraciéon. Una

de esas estrategias seria incluirlos en sistemas de liberacién controlada [48].
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Los bisfosfonatos son moléculas muy hidrofilicas sin capacidad de permear a través de
las membranas biolégicas de los tejidos blandos y no son susceptibles de ser
metabolizadas. Por estas razones, su excrecidn urinaria y biliar tiene lugar sin
modificacion de la molécula. Estas propiedades contribuyen a la disposicion preferencial
del bisfosfonato y sus derivados en el tejido dseo. Los bisfosfonatos se localizan
rapidamente en la superficie del hueso principalmente debido a que su estructura
P-C-P posee gran afinidad por la hidroxiapatita. Por esta razdn, la modificacién
superficial de vehiculos conteniendo farmacos con bisfosfonatos es una forma eficiente
de dirigirlos al tejido 6seo. Se ha demostrado que nanoparticulas de polimeros
recubiertas con bisfosfonatos y conteniendo curcumina y bortezomib encapsulados,
presentan efectos sinérgicos sobre la inhibicion del avance de tumores tanto in vitro
como in vivo, debido a que las nanoparticulas recubiertas alcanzan el tejido 6seo mas
rapido que aquellas sin recubrir y, a su vez, permanecen en el sitio por periodos de

tiempo mas extensos [49].

Debe remarcarse la doble funcién de los bisfosfonatos, la de facilitar el direccionamiento
de vehiculos con farmacos hacia el hueso y la de cumplir funciones terapéuticas al inhibir
la resorcion osteoclastica del hueso. En la Figura 4 se puede observar la estructura del
alendronato sddico (AD), un bisfosfonato de amplio uso estudiado en este trabajo de

tesis.

H,N

HO

Ho/P\O

Figura 4. Estructura de la molécula de alendronato.
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Los bisfosfonatos son andlogos del pirofosfato en los que el oxigeno puente ha sido
reemplazado por carbono. Ademas, varios compuestos tienen una cadena lateral de
alquilamina. Se ha demostrado que el AD se absorbe deficientemente en animales y
humanos debido a sus propiedades altamente hidréfilas y baja biodisponibilidad oral,
gue es menos del 2% en todas las especies investigadas, incluidos los humanos. De la
dosis absorbida, sélo el 10% se absorbe en el intestino y aproximadamente entre el 20
y el 50% de la dosis absorbida es tomada por el esqueleto, sumado a que el tratamiento
prolongado con altas dosis de bisfosfonatos via intravenosa puede resultar en el
desarrollo de osteonecrosis de mandibula [48]. El alendronato se administra por via oral
como su sal monosddica en forma de comprimidos. Cuando entra en contacto con el
agua, el cido alendrdnico se libera inmediatamente en la solucidon. Como consecuencia,
la disolucion de los comprimidos comienza ya durante la deglucidon y puede inducir
esofagitis. Por tanto, el farmaco debe ingerirse en condiciones rigurosas para evitar la
rapida liberacién del acido alendrénico que representa un potencial riesgo para la salud
[50]. Es por ello que su encapsulacién y liberacion especifica en el sitio dafiado es de

gran interés médico.

1.3.4. Fluoroforos.

Como se describid anteriormente, la superficie de los liposomas recubiertos con fosfato
de calcio y moléculas organicas como el CEPA, es apta a la modificacién con colorantes
de referencia que otorguen caracteristicas fluorescentes a los nanovehiculos. De esta
forma, se podran utilizar técnicas fluorescentes para el seguimiento de los mismos.
Como se puede ver en la Figura 5, los colorantes violeta de cresilo (VC) y fucsina basica
(FB) poseen grupos amino que, en medio acuoso y con reactivos adecuados que
funcionen como activadores, pueden participar en la reaccién de condensacion con los
grupos carboxilo terminales del liposoma recubierto y formar enlaces amida estables.

Estos fluoréforos permiten su identificacion por fluorescencia, con longitudes de onda
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de excitacion y emision (Aexc, Aem)=( 580nm, 630 nm) para VCy (Aexc, Aem)=( 550nm, 620
nm) para FB. De igual manera, la cobertura de CaPLi puede ser funcionalizada con grupos
amino en lugar de carboxilatos mediante el anclaje de acido 2-aminoetilfosfénico
(AEPA), a los cuales se puede unir el fluoréforo fluoresceina isotiocianato (Figura 5)
(FITC, Aexc, Aem= 490nm, 520 nm), a través de su grupo —COOH activado que forma un

enlace amida con los grupos —NH; en la superficie del liposoma recubierto.

NH,
H,N NH

OH

S

HO l O
§C§N o
Figura 5. Estructura de los colorantes utilizados para la funcionalizacion superficial: A) Violeta de

cresilo, B) Fucsina basica y C) FITC.

C

La modificacion con los fluordoforos también permite el seguimiento de los
nanovehiculos y su uso como sondas fluorescentes, ya que sus espectros de excitacion
y emisién no se superponen con los de los de los antibidticos encapsulados (LX y CX). De
esta forma, puede evaluarse simultanea o diferencialmente la emisidn de los fluoréforos
contenidos en el interior de los liposomas recubiertos (Aem<500 nm) y la de los

fluoréforos anclados en su superficie (Aem >500nm).
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1.3.5. Implantes modificados.

El tratamiento para las enfermedades éseas degenerativas y las fracturas involucra
intervenciones quirudrgicas que suelen presentar serias desventajas, como necesidad de
una segunda cirugia, rechazo inmunogénico y transferencia de enfermedades, entre
otras [21]. Una alternativa es la ingenieria de tejidos, también conocida como medicina
regenerativa, que tiene como objetivo desarrollar implantes bioactivos que puedan
reparar o mejorar la estructura y funcionalidad de los defectos de los tejidos [51]. La
ingenieria de tejidos 6seos implica el cultivo de nuevos tejidos mediante la combinacién
de andamios capaces de soportar la angiogénesis, células tisulares nativas y moléculas
bioactivas para emular los procesos bioldgicos del organismo. La angiogénesis se trata
de la formacién de nuevos vasos sanguineos en el tejido disefiado, mientras que el
andamio fabricado con biomateriales proporciona soporte temporal a las células, su
proliferacién, diferenciacion, uniéon y produccién de matriz extracelular para la
formacién de hueso nuevo [21]. Existen principalmente tres tipos de andamios:
andamios metdlicos, como los andamios de metal alcalino, aleaciones y didxido de
titanio; andamios inorganicos, como el vidrio bioactivo (BG) y la hidroxiapatita; y

andamios organicos, como los andamios basados en polimeros [51].

Un grupo muy relevante de biomateriales para la regeneracién dsea son los vidrios
bioactivos, que pueden transformarse en andamios 3D de porosidad adecuada para la
regeneracion dsea. En particular, el BG utilizado con mayor frecuencia es el denominado
45S5 BG, de composicidn: 45% SiO2, 24.5% Na,0, 24.5% CaO y 6% P,0s (en peso), que
ha demostrado una rapida formacién de una capa similar a la hidroxiapatita sustituida
con carbonato en su superficie, tanto in vitro como in vivo, mediando la unién al hueso
y los tejidos circundantes [52]. En la Figura 6 se observan imagenes microscopicas del
andamio. Entre varios enfoques informados en la literatura para mejorar sus
propiedades osteogénicas, se ha encontrado que la incorporacién de particulas de HAp

en andamios presenta gran potencial [51].
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Figura 6. Imagenes microscopicas del andamio de BG. Izquierda: microscopia optica. Tomado de [1].

Derecha: microscopia electronica de barrido. Tomado de [52].

Los andamios de polimeros naturales tienen ventajas potenciales de biocompatibilidad,
versatilidad quimica y degradabilidad controlada por células e interacciones celulares
intrinsecas. Un ejemplo de polimero natural es la fibroina de seda de gusano de seda
(Bombyx mori) que consta de polipéptidos de cadena ligera y pesada de 25 y 350 kDa,
respectivamente, conectados por un enlace disulfuro. La fibroina es una proteina
dominada en su composicidn por los aminoacidos glicina, alanina y serina que forman
[dminas B antiparalelas en las fibras hiladas, lo que conduce a la estabilidad vy
caracteristicas mecanicas de las fibras [53]. De hecho, los andamios de proteinas de seda
han tenido resultados positivos en la formacion de tejido dseo in vitro con células madre

mesenquimales derivadas de médula 6sea humana [54].

Por otro lado, hay gran interés en los sistemas compuestos de andamios y liposomas,
disefiados para aprovechar la biocompatibilidad de los liposomas y la resistencia de los
andamios, proporcionando un sistema novedoso que sea mas adecuado para
aplicaciones clinicas en diferentes enfermedades, como cancer, diabetes, enfermedades

relacionadas con la piel, infeccién y virus de la inmunodeficiencia humana, y en la
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regeneracion de tejidos como hueso, dientes, médula espinal y cicatrizacion de heridas

[51].

2. HIPOTESIS.

El plan de trabajo propuesto en esta tesis tiene como objetivo general el desarrollo de
nanosistemas basados en fosfatos de calcio como vehiculos para la administracién
especifica de fdrmacos y moléculas en hueso. Estos sistemas se acoplardn a fluoréforos,
gue permitirdn la utilizacion de los vehiculos como sensores fluorescentes, y a moléculas

direccionadoras en los sistemas bioldgicos. Se tendra como hipétesis de trabajo:

“Los nanosistemas en base a fosfatos de calcio funcionalizados con fluoréforos son aptos
para su utilizacién como vehiculos de reparto para la administracidon de farmacos y

moléculas.”

2.1.Fundamentacion.

Los liposomas comprenden uno de los nanoportadores de primera generacién mas
eficaces debido a su composicidn intrinseca y capacidad para encapsular farmacos
hidrofilicos en el nucleo acuoso o moléculas hidrofdbicas en la bicapa lipidica. Para
superar su pobre estabilidad mecanica y rapida descarga de su contenido, se propone
recubrirlos con fosfatos de calcio (CaP). Estos materiales han recibido mucho interés en
el campo de la administracién de farmacos debido a su excelente biocompatibilidad y
biodegradabilidad en sistemas biolégicos, asi como su afinidad con la hidroxiapatita, el
principal componente inorgdanico del tejido éseo. Mediante la inclusion de farmacos

como antibidticos y pruebas de liberacion en distintos medios simulados y bioldgicos, se
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pretende comprobar el potencial de liposomas recubiertos con fosfato de calcio en la

administracion especifica en tejido éseo.

2.2. Objetivos especificos.

Para probar la hipdtesis planteada, debieron llevarse a cabo los siguientes estudios

experimentales:

Desarrollar y optimizar la sintesis de nanovehiculos en base a fosfatos de calcio,
derivatizados superficialmente con grupos funcionales adecuados para el posterior
anclaje de moléculas de reconocimiento del tejido 6seo y fluoréforos que le
otorguen capacidad fluorescente para su utilizacién como sensores dpticos.
Determinar la capacidad de carga de farmacos (bisfosfonatos, antibidticos y
colorantes de referencia) durante el proceso de sintesis de los nanovehiculos y
optimizarla.

Funcionalizar la superficie de los nanovehiculos cargados, con moléculas aptas para
el reconocimiento déseo y fluoréforos que permitan la visualizacién de los
nanovehiculos mediante su fluorescencia.

Determinar la cinética de liberacién de los farmacos encapsulados en suspensién
acuosa y en medios fisioldgicos simulados. Determinar la influencia del pH vy
contenido de iones en la cinética de liberacién.

Estudiar la interaccién de nanovehiculos con diversas superficies, en presencia y
ausencia de calcio.

Evaluar la capacidad de los nanovehiculos de liberar fdrmacos en medio bacteriano.
Evaluar la biocompatibilidad de los nanovehiculos conteniendo distintos farmacos in

vitro.
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1. REACTIVOS.

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron: Lipidos liofilizados de 1,2-dioleoil-sn-
Glicero-3-fosfato (DOPA) marca Avanti Polar Lipids; levofloxacina (LX), ciprofloxacina
98% (CX), acido 2-carboxietanofosfénico 94% (CEPA), acido 2-aminoetilfosfénico 99%
(AEPA), alendronato sddico 97% (AD), fucsina basica (FB), fluoresceina isotiocianato 90%
(FITC), violeta de cresilo (VC), naranja de acridina (NA), sal sédica de N-
hidroxisulfosuccinimida 98% (S-NHS) y carbodiimida (EDC), todos de la marca Sigma-
Aldrich.

También se emplearon cloruro de calcio y cloruro de sodio marca Anedra; fluoresceina
(FL) marca Fluka; hidréxido de sodio, acido fosférico 85%, fosfato dibasico de potasio
trihidratado 99%, etanol grado reactivo 99,5%, acetato de sodio anhidro 99%, cloruro
de magnesio hexahidratado 99%, acido clorhidrico 36,5% y tiocianato de amonio 97,5%
marca Cicarelli; cloruro de potasio y tris hidroximetil aminometano 99,8% marca
Biopack; bromuro de potasio, fosfato monopotasico 99,3%, fosfato dibasico de sodio
99,96%, cloroformo 99,9% y cloruro de hierro 98,3%, marca JT Baker; acido acético 99%

marca Tejon; sulfato de sodio 99% marca Carlo Erba; y etanol comercial.

Todas las soluciones se prepararon en agua ultrapura (0,055 pS cm™) obtenida de un
sistema de purificacion OSMOION ™. Para la purificacidon de los nanovehiculos mediante
dialisis se utilizd una membrana de celulosa regenerada Spectra Por 1 con un MWCO de

6000-8000 Da, obtenida de Spectrum Labs.

Como medios de liberacion, se prepararon buffers de fosfatos (PBS) y acetato. Para
preparar PBS se mezclaron 8,02g de NaCl, 2,68g de NayHPO4, 0,20g de KCl y 0,24g de
KH2PQg, ajustando el pH a 7,4 con HCl 0,1M (fuerza iénica /=0,16 M) y se llevé a un

volumen final de 1L con agua ultrapura. El buffer acetato (/=0,009M, pH 4,35) se prepard
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con 410 mL de solucion A (acido acético en agua 1,2% v/v) y 90 mL de solucion B (2,72g
de acetato de sodio en 100mL de agua), llevando a un litro con agua ultrapura.
Finalmente se prepard también fluido fisioldgico simulado (SBF) de pH 7,4 siguiendo el

protocolo de Kokubo [55].

Para los estudios de liberacién sobre superficies, se usaron dos tipos diferentes de
andamios. Andamios de biovidrio dopados con nanoparticulas de hidroxiapatita,
denominados HAp-BGS, fueron preparados y gentilmente suministrados por la Dra. M.L.
Dittler en el Instituto de Biomateriales, Universidad de Erlangen-Nuremberg, Alemania,
segln protocolos descriptos en la literatura [52]. Por otro lado, se usaron dos tipos de
andamios de seda, denominados de sintesis acuosa en glicerol (GL) y lixiviados con sal
(SL). Estos andamios fueron preparados y suministrados por la Lic. Victoria Machain del
Instituto de Fisica, Universidad Nacional de La Plata, Argentina, segun protocolos

publicados en la literatura y optimizados en dicho laboratorio [53].

2. TECNICAS DE CARACTERIZACION EMPLEADAS.

2.1.Microscopia Electrdnica de Transmision.

La Microscopia Electrénica de Transmisidn (Transmission Electron Microscopy, TEM) es
una técnica que permite observar y obtener informacién sobre la microestructura de
una muestra. El microscopio dirige un haz de electrones hacia el objeto que se desea
aumentar, pudiendo obtenerse un aumento de hasta un millén de veces. Los electrones
del haz pueden atravesar la muestra o chocar con los nucleos atémicos, permitiendo

obtener informacién estructural segun las pérdidas especificas de los diferentes
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electrones del haz. Una parte de los electrones rebotan o son absorbidos por el objeto
y otros lo atraviesan formando la imagen aumentada de la muestra. Tanto el
difractograma de electrones como la imagen reconstruida se pueden proyectar en una
pantalla. Las imagenes se pueden producir a partir de los electrones difractados
(imagenes de campo oscuro) o a partir de los electrones directos que han atravesado la
muestra sin interaccion (imagenes de campo claro/brillante). Una limitacion de la
técnica TEM es que muchos materiales no sobreviven a las condiciones que existen en
la cdmara del microscépico debido al alto vacio y al impacto de electrones acelerados

[56].

Las imagenes de TEM de los liposomas recubiertos y sin recubrir, se tomaron con un
microscopio JEOL JEM 1200 EX II. Las muestras se prepararon goteando sobre una grilla
de cobre de 300 mallas recubierta de carbono, dejando evaporar el agua en aire.
Alternativamente, las muestras se tifieron con acido fosfotungstico al 2% o acetato de
uranilo. Cuando fue posible, se realizd el analisis estadistico de las imagenes para

encontrar la distribucidn de tamafios de particula empleando el software Imagel.

2.1.1. Microscopia Electrénica de Transmisidon de Alta Resolucion.

Se utilizé un microscopio FEI Talos 1162 equipado con un espectrémetro de rayos X de
energia dispersiva (detector EDS Si (Li) Jeol) en modo TEM de barrido (STEM) para
adquirir imagenes de liposomas recubiertos con CaP. En el modo STEM se adquieren
imagenes con electrones de alta energia que permiten identificar materiales de distinta
composicion quimica. La muestra se prepard depositando la suspension en una rejilla de
cobre de malla 400 recubierta de carbono y se evaporé en aire. Las imagenes fueron

analizadas por el software Image J.

43



Capitulo 2

2.2.Microscopia Electrdnica de Barrido.

Las imagenes de un microscopio electrénico de barrido o SEM (Scanning Electron
Microscope) se obtienen mediante la deteccidn, procesamiento y visualizacién de las
sefiales resultantes de las interacciones entre el haz de electrones de alta energia con la
materia. Estas interacciones pueden proporcionar informacion sobre topografia,
composicion y estructura cristalografica. Para la obtencidon de imagenes es necesario
asegurar que las muestras sean limpias, secas, resistentes al alto vacio del instrumento
y buenas conductoras eléctricas. Si se trata de observar un material no conductor,
normalmente se recubren las muestras con una delgada capa metdlica de oro, por
ejemplo, y desecando previamente las muestras que tuviesen altos contenidos de vapor

de agua. El equipo utilizado en esta tesis se muestra en la Figura 7.

Fuerie de elscirones _ @
-l
E

Leriie condensadara |

Figura 7. Microscopio Electronico de Barrido Ambiental, FEI Quanta 200 y Diagrama esquemadtico.
Tomado de [56].

La imagen se obtiene a partir de las sefiales emitidas por la muestra y se va formando a
medida que el haz de electrones se desplaza sobre una porcién de su superficie. Este
barrido (scanning) se realiza linea por linea sobre una pequena zona de forma

rectangular (raster). Esta zona es la que se visualiza amplificada en la imagen final. A
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diferencia de una imagen 6ptica, el SEM no forma una imagen real del objeto, sino que
construye una imagen virtual a partir de alguna de las sefales emitidas por la muestra.
La intensidad de la sefal generada varia segun el punto particular analizado en cada
instante. La sefal detectada puede ser entonces analizada y amplificada, tanto en su
forma analégica como digital, y finalmente procesada convenientemente. La imagen se
visualiza en un tubo de rayos catédicos donde las bobinas de deflexién del haz estan
sincronizadas con el barrido del haz de electrones en el microscopio. Modulando la
intensidad del haz del tubo de rayos catddicos se obtiene finalmente un registro punto
a punto en la pantalla que es precisamente la imagen electrdnica proporcionada por el

microscopio [57].

2.3.Difraccién de Rayos X.

La difraccion de rayos X (DRX) es una de las herramientas no destructivas mas efectivas
para identificar y caracterizar materiales policristalinos con respecto a su cristalografia,
estructuras polimérficas, fases y cambios de cristalinidad, siendo una técnica
fundamental en la ciencia del estado sélido. La técnica consiste en hacer incidir un haz
de rayos X sobre el sélido a estudiar. La interaccién entre el vector eléctrico de la
radiacion X y los electrones de la materia que atraviesa dan lugar a una dispersion. Al
producirse la dispersion tienen lugar interferencias (tanto constructivas como
destructivas) entre los rayos dispersados, ya que las distancias entre los centros de
dispersidn son del mismo orden de magnitud que la longitud de onda de la radiacion.
Midiendo el dngulo de difraccién de un haz primario de rayos X de acuerdo con la Ley
de Bragg (A =2d sin6, con A: longitud de onda, d: distancia entre capas atdmicas en un
cristal y ©: angulo de difraccidn), es posible caracterizar e identificar el material, ya que

el patrén de interferencia es especifico de cada sustancia [58].
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La DRX se aplica en el area de nanociencias debido a que la informacidn que se obtiene
a partir de los difractogramas permite determinar el sistema cristalino al que pertenece
un compuesto, asi como los pardmetros de celda, es decir, la unidad fundamental de
repeticiéon del cristal. Con las intensidades de las reflexiones es posible determinar la
distribucién de los dtomos dentro de la celda. La geometria de los perfiles en los picos

(o maximos de difraccién), permite determinar el tamafo de los cristales [59].

En esta tesis se utiliz6 DRX como herramienta para identificar las fases de CaP presentes
en los nanovehiculos sintetizados. Las medidas se realizaron en un difractdmetro Philips
PW 1011/00 usando radiacién CuKa, operado a 30 mAy 35 kV. Los patrones DRX fueron

escaneados en pasos de 0,02°/2s en el rango de 5° a 60°.

2.4.Dispersion de rayos X de angulo amplio.

La dispersion de rayos X de dangulo amplio (Wide angle X-ray scattering, WAXS) es una
técnica utilizada para la investigacién de materiales parcialmente ordenados. A menudo
se emplea para caracterizar la estructura cristalina de los polimeros, midiendo los
espacios interatdmicos dentro de la celda wunitaria. Esta técnica se refiere
especificamente al andlisis de picos de Bragg dispersos en angulos amplios (26>1°), lo
gue segun la ley de Bragg implica que son causados por estructuras de tamafio
subnanométrico [60]. Se pueden identificar y cuantificar las fases cristalinas presentes

en una muestra determinada, ademas de calcular el tamafio de nanocristalitos [61].

En este trabajo se realizaron experimentos para determinar el caracter cristalino de las
muestras recubiertas con fosfato de calcio, utilizando un difractdmetro Siemens D500
equipado con un tubo de rayos X convencional que funciona a una longitud de onda de

A =0,15418 nm (Cu Ka). El haz de rayos X fue colimado por dos rendijas antes de incidir
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en la muestra y se colocd un cristal monocromador delante del detector (contador de
centelleo). El patréon de difraccidn resultante se corrigio por la dispersion de la celda de

muestra.

2.5.Medidas de fotoluminiscencia.

La fotoluminiscencia es la emisidn de luz desde los estados electronicamente excitados
de una sustancia como consecuencia de la absorcidn de radiacién electromagnética en
el espectro UV-visible. Se divide formalmente en dos categorias: fluorescencia y
fosforescencia, segun la naturaleza del estado excitado. La fluorescencia se presenta en
estados singletes excitados, cuando el electrén en el orbital excitado estd emparejado
(por espin opuesto) con el segundo electrén en el orbital del estado fundamental. En
consecuencia, se permite el retorno al estado fundamental rdpidamente por emisién de
un fotdn. Las tasas de emision de fluorescencia son normalmente del orden de 108 s71,
de modo que un tiempo de vida de fluorescencia tipico en moléculas es cercano a los 10
ns, por lo cual es un fendmeno muy corto. Por su parte, la fosforescencia es la emisién
de luz desde estados excitados tripletes, en los que el electrén en el orbital excitado
tiene la misma orientacion de espin que el electréon en estado fundamental. Las
transiciones al estado fundamental singlete estdn prohibidas y las tasas de emisién son
lentas (10% a 10° s71), por lo que los tiempos de vida de la fosforescencia suelen ser de

milisegundos a segundos [62].

Los procesos que ocurren entre la absorcién y la emisién de luz suelen ilustrarse
mediante el diagrama de Jablonski, que permite ilustrar diversos procesos moleculares
gue pueden ocurrir en estados excitados. En un diagrama tipico como el que se ve en la
Figura 8, los estados electrénicos singlete fundamental, primero y segundo se
representan mediante So, S1 y Sz, respectivamente. En cada uno de estos niveles de
energia electrénica, las moléculas capaces de sufrir estos procesos, denominadas

fluoréforos, pueden existir en varios niveles de energia vibracional, representados por
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0, 1, 2, etc. Las transiciones entre estados se representan como lineas verticales para

ilustrar la naturaleza instantanea de la absorcion de luz.
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Figura 8. Diagrama de Jablonski para distintos estados excitados. Tomado de [63].

Las medidas basadas en fotoluminiscencia se realizaron utilizando un espectrémetro
Jobin-Yvon Spex Fluorolog FL3-11 (Figura 9) equipado con una lampara de Xe como
fuente de excitacion, un monocromador con un paso de banda de 1 nm para seleccionar
las longitudes de onda de excitaciéon y emision, y un detector R928 PM sensible al rojo.
Se emplearon celdas de cuarzo con camino dptico de 10 mm y un paso de longitud de
onda de barrido de 2 nm. Los espectros se corrigieron dependiendo de la sensibilidad
de longitud de onda del detector y la fuente y por dispersién Raman, utilizando el

espectro de emisidon del disolvente de la muestra. Todos los espectros de emision de
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fluorescencia se tomaron luego de verificar que la absorbancia de la muestra estuviera
por debajo de 0,05 a la longitud de onda de excitacién, para no saturar el detector y

evitar el efecto de filtro interno de los fluoréforos.

Fuente

simple T ~

l r\\
Espectrometro de &\
excitacion de rejilla

Tubo LI

e fotomultiplicador

Compartimiento Espectrometro de
de la muestra emision de rejilla simple

Figura 9. Fluorometro SpexFluorolog FL3-11 Horriba-JovinYbon.

2.5.1. Emisidn resuelta en el tiempo.

Ademas de las medidas de fluorescencia en estado estacionario, se realizaron
experimentos resueltos en el tiempo para obtener informacién sobre el entorno de los
fluoréforos encapsulados y las posibles especies emisivas presentes en los
nanovehiculos. Por un lado, se obtuvieron los espectros de emisidon resueltos en el
tiempo (Time resolved emission spectra, TRES), es decir, los espectros de emisién que se
observarian si se midieran en algun instante después de una excitacién pulsada y dan
cuenta de las especies emisivas y sus tiempos de vida. El tiempo de vida (1) de un
fluoréforo es el tiempo promedio que pasa entre su excitacion y su regreso al estado

fundamental. En caso de encontrarse especies moleculares diferentes (con diferentes
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estados electronicos o estructura quimica, por ejemplo) sus respectivos tiempos de vida

también seran distintos [62].

Las muestras se excitaron con un NanoLED de 341 nm y se utilizé un detector de alta
resolucién temporal (Time Correlated Single Photon Counting, TCSPC). Las medidas
experimentales incluyen la contribucion del pulso de excitacion, por lo que se debid
realizar la deconvolucion de la sefial para eliminarla y obtener los decaimientos de
fluorescencia corregidos. Para ello, se determind el perfil temporal del pulso de
excitacion bajo las mismas condiciones de las muestras, remplazandolas por una
suspension de nanoparticulas de silice (Ludox®). Los datos son recogidos en un grafico
del logaritmo de la intensidad versus el tiempo (canales). Luego, el tiempo de

decaimiento (t) es calculado a partir de la Ecuacién 1:

[(t) = Loexp (=t/7)

Ecuacion 1. Intensidad de emision en funcion del tiempo.

Donde ) es la intensidad de emisidn la longitud de onda determinada, I es la intensidad
en el tiempo cero, t es el tiempo y T el tiempo de decaimiento. En caso de tener la
contribucién de varios tiempos de decaimiento, las sefiales pueden ajustarse con una

ecuacién multiexponencial, como muestra la Ecuacién 2:

L) =1,YN, Cil,lexpg_t/fi) bajo la condicién Y, C;; = 1

Ecuacion 2. Intensidad de emision con ajuste multiexponencial.

Donde T es el i-ésimo tiempo de decaimiento, y Ci es la fraccidn con la cual contribuye a
la emision el i-ésimo componente del decaimiento. Estas magnitudes se hallan
ajustando a un modelo exponencial hasta obtener valores de 2y residuos 6ptimos [64].

El espectro de emision asociado a cada tiempo de vida de decaimiento por fluorescencia
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puede obtenerse tomando la contribucion de cada t a la emisiéon global a una longitud

de onda dada, ponderada por la intensidad de emisién en el maximo de emision [64].

2.5.2. Anisotropia resuelta en el tiempo.

Por otro lado, se utilizd la anisotropia de fluorescencia resuelta en el tiempo para
estudiar las propiedades rotacionales del antibidtico LX en solucidn acuosa e
incorporado dentro de los liposomas. La anisotropia hace referencia a las propiedades
de la materia que varian segun la direccién en que son examinadas. Por su parte, la
anisotropia de fluorescencia es un fenédmeno que se produce cuando la emisién de un
fluoréforo posee diferentes intensidades en diferentes ejes de polarizacién. La técnica
consiste entonces en excitar una muestra con luz polarizada, usualmente orientada
paralelamente al eje vertical o eje z, y medir la emisidn resultante en dicho eje. Aqui se
da un fenédmeno llamado fotoseleccidn, en el cual aquellas moléculas con momentos de
transicidn alineados de forma paralela al vector eléctrico de la excitacién tienen la mayor
probabilidad de excitacidon [62], obteniéndose una poblacién excitada parcialmente
polarizada y, por lo tanto, una emisién de fluorescencia también parcialmente
polarizada. En la Figura 10 se muestra un esquema del efecto de la luz polarizada sobre

las moléculas del fluoréforo.
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Fluoroforos Fluordforos
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Figura 10. Esquema de polarizacion de moléculas.

La fluorescencia de las moléculas fotoseleccionadas se puede despolarizar por los
movimientos de difusidon rotacional de las mismas, por lo que la mayoria de las
aplicaciones dependen de cambios en la velocidad de rotacién. Un parametro de
referencia es el tiempo de correlacién rotacional, caracteristico del fluoréforo en el
medio de difusidn en el que se encuentre. La despolarizacién por difusion rotacional de

moléculas esféricas se describe mediante la ecuacion de Perrin:

0 T
—=14+—-=1+4+6D1
r 0

FEcuacion 3. Ecuacion de Perrin.

Donde r es la anisotropia observada mediante irradiacidén continua, 7, es la anisotropia

fundamental, 6 es el tiempo de correlacion rotacional, T es el tiempo de decaimiento
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fluorescente y D es el coeficiente de difusidn rotacional. A partir del valor de 6 es posible
evaluar el radio hidrodinamico de las especies emisivas, utilizando la ecuacién de Stokes-

Einstein:

D = kT /6mR

Ecuacion 4. Ecuacion de Stokes-Einstein.

Donde D es el coeficiente de difusidon rotacional, k es la constante de Boltzmann, n es la
viscosidad del solvente y R es el radio. El tiempo de correlacién rotacional y el coeficiente
de difusion rotacional se relacionan mediante la expresidon 6=1/6D [62]. En este trabajo
se utilizd esta técnica con el objetivo de obtener informacidn sobre el efecto del entorno
en el comportamiento anisotrépico del antibidético. Para ello se analizd el
comportamiento de LX en solucién acuosa a pH 7,4 y dentro del liposoma analizando
una suspension de LiLX al mismo pH. Se obtuvieron las curvas de decaimientos de
anisotropia en funcién del tiempo t. En el caso de una total depolarizaciéon de la
anisotropia a tiempos largos (r- = 0), los decaimientos se ajustaron de acuerdo con la

ecuacion:

r(t) = ryx et/

Donde la anisotropia inicial ro puede tomar valores entre 0,4 (para momentos de
transicién paralelos) y 0,2 (para momentos de transicion perpendiculares). Cuando el
fluoréforo se encuentra impedido de rotar y se observa que la anisotropia a tiempos
largos tiende a un valor distinto de cero (r» # 0), se considera la ecuacién siguiente para

el ajuste de los decaimientos:

T(t) = oo + (g — 7o) X €7 /0
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2.6.Espectroscopia UV-Vis.

Esta técnica se basa en la interaccién de la materia con la fracciéon del espectro
electromagnético entre las longitudes de onda de 100 y 800 nm, ya que en este rango
se dan transiciones electronicas de promocién de electrones externos, que son
excitados a estados de mayor energia gracias a la absorcion de fotones. La Ley de
Lambert - Beer establece que la absorbancia depende logaritmicamente de la
transmision (T) de la luz a través de una sustancia. A su vez, también se define como el
producto del coeficiente de absorcidén de la sustancia (&) por su concentracion (c) y el
camino éptico de la luz (L) a través del material [65]. Las siguientes ecuaciones muestran

las relaciones entre los pardmetros considerados (Ecuacion 5):

A =—InT(A)

AN =€) L-c

1-T(A)=1-PA)/Po

P(A)/Py=1—10""

Ecuacion 5. Ecuaciones consideradas para los parametros de espectroscopia UV-Vis.

Donde P(A) es la intensidad de la luz luego de pasar por el camino éptico L, y Po es la
intensidad de luz incidente. Debido a ello, es posible conocer la concentracién de una
especie conociendo su absorbancia en cierta longitud de onda y el coeficiente de
absorcién de la misma. Esta ley se cumple solo cuando Pg es pequeiio y los procesos
multifotdnicos y las reacciones fotoquimicas son también despreciables [66]. Para los
ensayos de UV-Vis se utilizd un equipo espectrofotémetro Shimadzu UV-1800 de doble
haz con celdas de cuarzo de un paso 6ptico de 10 mm. Todos los espectros fueron

tomados a temperatura ambiente, aproximadamente 25°C.
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2.7.Espectroscopia IR por ATR-FTIR.

La espectroscopia infrarroja debe su nombre a que utiliza la fraccién media del espectro
infrarrojo correspondido entre (4000 - 400) cm™. Se basa en el hecho de que la mayoria
de las moléculas absorben la luz en la regién infrarroja convirtiéndola en vibracién
molecular, por lo que la absorcién es caracteristica del tipo de enlaces quimicos
presentes en la muestra. Dado que los grupos funcionales poseen modos vibracionales
con frecuencias caracteristicas, esta espectroscopia es tipicamente utilizada para la
identificacion de grupos funcionales presentes en una muestra. El método basico de la
técnica utiliza un haz de luz infrarroja dividido en dos fracciones, una utilizada como
referencia y otra que atraviesa la muestra. Ambos haces son reflejados hacia un detector
y a continuacién se comparan los haces y se registran los cambios en la intensidad para

cada longitud de onda, graficandose luego en funcién del nimero de onda (u= 1/A).

La espectroscopia IR por Transformada de Fourier (FTIR) es una modificacién en cuanto
a la forma de deteccidn en la técnica de espectroscopia IR basica. En el FTIR, en lugar de
registrar los datos modificando la frecuencia de luz infrarroja monocromatica, se utiliza
un haz de luz IR que pasa a través de un interferdmetro. Una vez el haz pasa a través de
la muestra se obtiene un interferograma a partir del cual mediante una transformada
de Fourier se obtiene un espectro idéntico al que se obtendria por la via convencional.
Debido a la forma en la que funciona la adquisicion de datos en el FTIR, todas las
frecuencias son detectadas al mismo tiempo, lo que permite realizar multiples lecturas
de una sola muestra aumentando asi la sensibilidad de la medida. ComuUnmente, para la
toma del espectro de muestras en estado sdlido, estas son diluidas en una solucién
sélida con alguna sal transparente al IR, usualmente KBr, para ajustar la transmitancia

de la muestra dentro del rango de deteccion del equipo [67].

Por su parte, la espectroscopia IR acoplada a Reflexién Total Atenuada (ATR) usa la

reflectancia de la muestra para generar el espectro. En una medida tipica, se monitorean
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los cambios que ocurren en el haz de luz IR, que viaja a través de un cristal y se refleja
totalmente en la interfaz cristal-muestra; luego la luz reflejada viaja al detector FTIR.
Para ello se utiliza un cristal épticamente denso con un indice de refraccién alto y se
irradia a un angulo conocido. Durante la reflexién interna, una parte de la luz IR viaja
hacia la muestra, donde puede ser absorbida. A esto se le llama onda evanescente (ver
Figura 11). La profundidad de penetracion de la onda evanescente en la muestra esta
definida por la diferencia del indice de refraccion entre la muestra y el cristal y puede

tener una penetracién de entre 0,5y S5um [68].

7 Muestra Onda

. N JIMUCc
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/7 L 4

N
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Figura 11. Esquema de la interaccion de la luz IR con la muestra es espectroscopia con ATR.

En este trabajo, las medidas de ATR-FTIR para determinar la composicién superficial de
las nanoparticulas se realizaron en un espectrémetro Agilent Cary Serie 630, equipado
con el accesorio ZnSe. En todos los casos, las muestras se gotearon sobre sélidos de
bromuro de potasio y se dejaron secar al aire. Se realizaron cincuenta escaneos en el
rango de 600 a 4000 cm™ con una resolucidon de 2 cm™. Todos los espectros fueron

tomados a temperatura ambiente, aproximadamente 25°C.

56



Capitulo 2

2.8.Dispersiéon Dinamica de Luz y Potencial zeta.

La Dispersidon Dindmica de Luz (Dynamic Light Scattering, DLS) es una técnica que
permite la determinacién del radio hidrodinamico de particulas hasta la regién del
nandmetro. Para ello se utiliza un laser de luz monocromatica y coherente, y haciéndolo
incidir sobre la muestra de estudio suspendida en un solvente adecuado, se observa una
fluctuacién en la intensidad de luz dispersada dependiente del tiempo debido a los

movimientos de tipo Brownianos de las particulas en la suspension.

El movimiento Browniano es el movimiento aleatorio que se observa en las particulas
dentro de un medio fluido (liquido o gas), como resultado de los choques de las
moléculas de dicho fluido contra las particulas. Su velocidad depende del coeficiente de
difusién traslacional (D). El tamafio de las particulas se calcula a partir de la ecuacion de
Stokes-Einstein (D = kT /6mmR), ya vista en la seccién 2.5.2 del presente capitulo. El
diametro obtenido aplicando la técnica de DLS corresponde al diametro de una esfera

hipotética que posee el mismo coeficiente de difusion que las particulas [68].

Por su parte, el potencial zeta (£) es una medida que provee informacién sobre la carga
eléctrica de las particulas en los sistemas coloidales, que estan conformados por dos o
mas fases, normalmente una fluida (liquido o gas) y otra dispersa en forma de particulas
generalmente sdlidas y muy finas. Su valor estd relacionado con la carga de las
particulas, lo que determina las estabilidad y tendencia de las particulas en suspension
a aglomerarse, por lo cual se puede utilizar para optimizar las formulaciones de

suspensiones y emulsiones.

La aglomeracidn en un coloide depende de las colisiones entre las particulas, provocadas
por el movimiento Browniano, y el equilibrio entre las fuerzas de atraccion y repulsion

gue actuan sobre ellas. Las fuerzas de atraccidon son las de fuerzas de Van der Waals
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mientras que las fuerzas de repulsion provienen de la interaccion entre las dobles capas
eléctricas que rodean a las particulas en el fluido. La teoria DLVO (llamada asi por
Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek) fundamenta la formacién de aglomerados de
coloides en funcion de la relacion de dichas fuerzas. Luego de la colisién entre particulas,
si las fuerzas de atraccién predominan, las particulas se aglomeran, mientras que si
predomina la repulsién entre ellas, permanecen separadas dentro del medio [69]. Los
coloides con bajos potenciales zeta tienden a coagular mientras que los de alto

potencial zeta se estabilizan eléctricamente [70].

Es deseable maximizar las fuerzas repulsivas entre las particulas del coloide para
producir suspensiones estables. Para ello se pueden utilizar varios métodos que alteran
el entorno del coloide como cambios en la atmdsfera idnica, el pH o agregando
compuestos activos para afectar directamente su carga [69].

Para obtener el valor del potencial zeta, se utiliza una celda con electrodos en sus
extremos, que permite realizar una electroforesis mediante la aplicacién de un potencial
eléctrico. La velocidad de migracién de las particulas cargadas se mide con el sistema de
analisis del instrumento para DLS, obteniéndose asi la movilidad electroforética (ue) v,

por aplicacién de la ecuacion de Henry (Ecuacidn 6), se calcula el potencial zeta [71].

Ue =[2¢ z f(ka)]/3n

Ecuacion 6. Ecuacion de Henry.

Donde:

- z: Potencial zeta.

- Ue: Movilidad electroforética.
- €: Constante dieléctrica.

- n: Viscosidad.

-f(xca): Funcion de Henry.
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En este trabajo se utilizd esta técnica para conocer los efectos de las diversas
funcionalizaciones sobre la estabilidad de las formulaciones liposomales preparadas. Las
muestras fueron diluidas al 50% con KCI 0,2 M para fijar la conductividad. Las medidas
de DLS y Potencial zeta se realizaron a 25°C. Se empled un equipo Zetasizer Nano (Nano
ZSizer-ZEN3600, Malvern, U.K.), equipado con un Laser He-Ne 633 nm con un voltaje de
excitacion de celda de 30V utilizando un modelo de analisis monomodal. El equipo
permite realizar dos tipos de analisis: "cumulant analysis" y "distribution analysis". Del
primero se obtienen el Didmetro Promedio-Z y el indice de Polidispersidad (Pdl) y del
segundo el/los Maximo de distribucién. Cuando hay un solo pico los dos analisis tienen
sentido, pero cuando hay mas de un pico sélo el de "distribution analysis" tiene sentido.
Cabe resaltar que la apariciéon de dos maximos en la distribucion en intensidad indica la
presencia de dos poblaciones bien definidas en la muestra [72]. Un indice de
polidispersidad de 0 indica que el sistema en estudio es monodisperso y un valor de 0,7

indica un sistema absolutamente heterodisperso [73].

2.9.Microscopia de Epifluorescencia.

La microscopia de fluorescencia se basa en los mismos principios de dptica de la
microscopia comun, con diferencias en el manejo y el disefo relacionadas con la
generacién y transmisién de longitudes de onda adecuadas a los fluoréforos que se
quieren excitar y visualizar, ya sean propios de la muestra o de la coloracién utilizada
[74]. Cuando a un microscopio convencional se le afiade el adaptador de fluorescencia,
se le denomina epifluorescencia, ya que la pieza se inserta por sobre el sistema dptico,
logrando trabajar por reflexién luminica [75]. Los microscopios de epifluorescencia
generalmente utilizan ldmparas haldgenas de alta potencia (~300 Watts) de luz blanca.
La luz procedente de la fuente atraviesa un primer filtro que selecciona la longitud de
onda necesaria para excitar al fluoréforo (espectro de excitacion). Esta luz se refleja en
un espejo dicroico e incide sobre la muestra, excitando al fluordforo, el que emite

fotones de una longitud de onda mayor que la luz incidente. La luz emitida (espectro de
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emisidn), atraviesa el espejo dicroico y llega a un segundo filtro que deja pasar

Unicamente la longitud de onda de emisidn del fluoréforo (ver Figura 12) [76].

Lente ocular

Filtro de
barrera

Filtro de excitacién

’J-'i
Espejo dicroico ",
Fuente de luz

Lente objetiva

Muestra (fluorescencia verde, excitada con azul)

Figura 12. Esquema de funcionamiento de un microscopio de epifluorescencia. Tomado de [15].

Esta técnica se utilizd para evaluar la interaccion de los liposomas recubiertos con
superficies modificadas con nanoparticulas de hidroxiapatita (HAp). Para ello se
prepararon muestras que portaban el colorante naranja de acridina, denominadas
CaPLiNA, y se depositaron sobre portaobjetos de vidrio modificados y sin modificar. Las
superficies se observaron con un microscopio de fluorescencia (Olympus BX51, Olympus
Corp., Tokio, Japdn) equipado con un filtro #WB (espejo dicroico DM500, filtro de
excitacion BP450-480, filtro de emision BA515). El microscopio se conectd a una camara
de video en color Olympus DP71 (Olympus Corp., Tokio, Japdn). Las imagenes se
tomaron instantaneamente después de abrir el obturador del microscopio en el monitor
de la computadora y en condiciones experimentales idénticas. El ensayo se realizé por

duplicado y las imagenes fueron analizadas con el software Image J.
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2.10. Espectroscopia ICP-OES para cuantificacion de calcio.

El plasma de acoplamiento inductivo (ICP) es una fuente de ionizacidon que junto a un
espectrofotémetro de emision éptico (OES) constituye el equipo de ICP-OES. Esta
técnica de analisis multielemental es capaz de determinar y cuantificar la mayoria de los
elementos de la tabla periddica, a excepcién de C, N, O, H, F, gases nobles, algunas
tierras raras y otros elementos poco frecuentes, con capacidad de deteccidn hasta en el
orden de las ppb. En esta técnica, la introduccion de la muestra liquida y un sistema de
nebulizacion forma un aerosol que es transportado por el argén a la antorcha del
plasma, acoplado inductivamente por radio frecuencia. En el plasma, debido las altas
temperaturas generadas, los analitos son atomizados e ionizados generdandose los
espectros de Emisidn atdmicos de lineas caracteristicas. Los espectros son dispersados
por la red de difraccidon y el detector sensible a la luz se encarga de medir las

intensidades de las lineas. La informacién es procesada por el sistema informatico [77].

En esta tesis se utilizé ICP-OES para determinar el contenido de calcio en suspensiones
acuosas de los nanovehiculos CaPLiLX utilizando un instrumento Shimadzu, ICPE-9820.
Las muestras fueron digeridas utilizando la Norma EPA 3052 y la determinacion

cuantitativa se realizé segun la Norma EPA 6010.

2.11.  Espectroscopia *H RMN.

La resonancia magnética nuclear se basa en la interaccidon que se genera al aplicar un
campo magnético externo sobre un ndcleo atémico, orientando el momento magnético
del nucleo bajo su influencia. Todos los nucleos con nimero cuantico de espin distinto
de cero presentan propiedades magnéticas, siendo los nucleos con numero de spin %

los més apropiados para su estudio en RMN (*H, 13C, 31P, 1°F, etc.). Los nucleos con espin
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% pueden orientarse de forma paralela o antiparalela al campo externo. Estas dos
orientaciones permitidas presentan diferente energia y, como consecuencia, la
orientacién de menor energia estard mas poblada, creando un efecto de magnetizacién

neta en la direccién del campo magnético externo [78].

Especificamente, la espectroscopia *H NMR es la técnica de referencia para ayudar a
identificar o confirmar la estructura de los compuestos organicos o aquellos que
contienen protones. Un espectro 'H NMR es relativamente rapido de adquirir y permite
obtener, mediante un analisis minucioso de la posicién de los picos, informacién sobre
la estructura de un compuesto. El llamado desplazamiento quimico es la posicién
relativa de los picos de protones en el eje horizontal de un espectro de RMN y una de
las formas en que se extrae la informacién estructural de los espectros. La densidad de
electrones alrededor del protdn da como resultado efectos de
apantallamiento/desapantallamiento, por lo que diferentes tipos de protones
(alifaticos, aromaticos o aldehidos, etc.) se presentan en diferentes rangos de
desplazamientos quimicos. Los grupos electronegativos unidos a -CH disminuyen la
densidad de electrones alrededor del protdn, lo que lleva al desapantallamiento, por lo
que aumenta el desplazamiento quimico. El tetrametilsilano (TMS) es un estandar
comun utilizado en RMN en el que el protdn estd altamente protegido y se le atribuye
un desplazamiento de 0 ppm. El desplazamiento quimico (o frecuencia de resonancia)
de los protones para la muestra dada se expresa luego como valores delta (8) relativos

a TMS (en lugar de Hz absolutos)[79].

El alendronato contenido en las muestras de los nanovehiculos, ya sea encapsulado o
en su superficie (CaPLIAD y AD-CaPLi, respectivamente), se determind en un equipo
NMR Bruker AVANCE Il 600 MHz (14.1 T) Spectrometer con una temperatura de
operacion de 25 + 2 °C. Los desplazamientos quimicos (6) estan reportados usando como
referencia la sefial del TMS. Se usd citrato de sodio (CsHsO7Nas.2 H,0) como estandar
interno para determinar la concentracién de AD en las muestras, para lo cual se tuvo en

cuenta la Ecuacion 7:
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Cy =—x—xC
M Isp NMxSD

Ecuacion 7. Calculo de la concentracion de alendronato por 'H RMN.
Donde Cwm es la concentracidon de la muestra evaluada, Im corresponde a las integrales
evaluadas en las sefiales asociadas al alendronato, Isp a las integrales evaluadas en la
sefial del citrato, Nsp es el niumero de hidrégenos del citrato, Nm el nimero de
hidrégenos del alendronato y Csp la concentracion de la solucion de citrato. Las medidas

se realizaron en una mezcla de H,0 y D,O 520:20 V:V.

2.12. Microscopia de Fuerza Atdmica.

La principal aplicacién de la microscopia de fuerza atémica o AFM por sus siglas en inglés
(Atomic Force Microscopy) es la creacion de imagenes de superficies en alta resolucién,
aunque también permite obtener informacidon de las propiedades mecanicas de
materiales como la adhesidn, la rigidez, la fuerza maxima, entre otras, con una
resolucién atédmica. El microscopio de AFM combina un foto-detector (4 cuadrantes), un
voladizo o cantiléver con una punta, los posicionadores de materiales piezoeléctricos, el
laser y la muestra (Figura 13). Su funcionamiento corresponde a una pequefia punta de
un par de micras de largo sujeta a una viga en voladizo (cantilever); esta realiza un
barrido sobre la superficie de la muestra a ser evaluada, de forma que va tomando los
datos para determinar las caracteristicas topograficas y de fases. Con esa configuracién,
el voladizo detecta las fuerzas de interaccién que se generan entre la punta y la
superficie de la muestra; es decir, las fuerzas de van der Waals, electrostaticas vy

repulsiones electrdnicas que surgen a distancias nanométricas [80].
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% Espejo
Fotodiod Punta E 4

Figura 13. Funcionamiento del AFM. Tomado de [12].

Ademas, el AFM usa un sistema de deflexion laser que es reflejado por la parte posterior
de la viga en voladizo a un detector de posicionamiento que estda compuesto por un
fotodiodo de cuatro cuadrantes. De forma que el desplazamiento de la viga resulta en
una diferencia en la sefial recolectada entre los fotodiodos superior, inferior, el de la
derecha y el de la izquierda; y esta se traduce a una deflexion proporcional de la viga.
Por tanto, se da una retroalimentaciéon debida a la diferencia de sefial relativa entre el
fotodiodo por medio del control de un software; esto logra que la punta pueda trabajar

manteniendo la altura o fuerza constante [80].
En este trabajo se utilizé6 AFM para abordar la interaccidon de las muestras de liposomas

recubiertos (CaPLiLX) y funcionalizados con alendronato (AD-CaPLiLX), con superficies

de mica con y sin depdsito de sales de Ca?*.
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1. INTRODUCCION.

Los liposomas son estructuras autoensambladas a partir de fosfolipidos que permiten la
incorporaciéon de diversas moléculas y son compatibles con las membranas bioldgicas.
Es por esto que han sido ampliamente estudiados para su uso en el reparto de drogas
en distintos tejidos. Sin embargo, su labilidad y riesgo de disrupcién significan una
desventaja para su utilizaciéon. Para el tratamiento de enfermedades dseas, el
recubrimiento de liposomas con compuestos en base a fosfato de calcio puede subsanar
las desventajas y producir un nanovehiculo estable y compatible con el hueso. A su vez,
la modificacion superficial de los nanovehiculos con carboxilatos y/o grupos amino, sirve
de plataforma para su funcionalizacion posterior con distintas moléculas de
direccionamiento y/o de rastreo, permitiendo su control y visualizacion al interactuar

con el sitio objetivo.

En el presente capitulo se describiran tres metodologias utilizadas inicialmente para la
sintesis de los liposomas, asi como el procedimiento de recubrimiento con fosfato de
calcio para la sintesis de los nanovehiculos, los cuales llevan encapsulados los
antibidticos levofloxacina y ciprofloxacina, y el bisfosfonato alendronato. Se mostrardan
los resultados de caracterizacién estructural, morfoldgica y de capacidad de carga de las
nanovesiculas por técnicas de microscopia, espectroscopia, resonancia y luminiscencia,
entre otras. También se describe y se evalla la funcionalizacién superficial con
alendronato y con los fluoréforos violeta de cresilo, fucsina basica y fluoresceina

isotiocianato.
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2. METODOLOGIA.

2.1.Sintesis de liposomas.

Con el objetivo de lograr sintesis compatibles con sistemas bioldgicos, los liposomas (Li)
se sintetizaron en medio acuoso por tres métodos que no requieren la inclusién de
solventes orgdnicos. En todos los casos, se utilizaron suspensiones de lipidos de 1 mg
DOPA/mL. Tal como se discutié anteriormente, se encapsularon los antibidticos
levofloxacina y ciprofloxacina, y el bisfosfonato alendronato. Para ello, se prepararon
soluciones acuosas de concentraciones definidas para cada compuesto (LX 100 uM, CX
20 uM, y AD en PBS 0,015 M), que se mezclaron con la suspension de DOPA. Luego se
formaron las vesiculas mediante los distintos métodos de sintesis que se describen a
continuacion (secciones 2.1.1 a 2.1.3) con el objetivo de optimizar la carga de farmacos.
Los nanoliposomas obtenidos fueron nombrados como LiLX, LIiCX y LIAD para los
liposomas encapsulando LX, CX y AD, respectivamente. Un esquema general de los
distintos métodos de sintesis puede observarse en la Figura 17 ejemplificado para la

encapsulacion de LX.

La encapsulacion de LX y CX se confirmd por fluorescencia estacionaria. En el caso de la
CX, puede observarse su emisidn a 450 nm bajo excitacidn a 275 nm, y en el caso de LX
registrando la emisién a 450 nm bajo excitacion a 330 nm. Por otro lado, la

encapsulaciéon de AD se determiné por resonancia *H-NMR y espectroscopia UV-Vis.
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2.1.1. Extrusion.

La extrusion es un proceso mediante el cual, las vesiculas micrométricas
autoensambladas que se forman cuando los lipidos se dispersan en agua, se reordenan
para formar vesiculas unilaminares grandes (LUV) o nanoliposomas, segun el tamafio de
poro de las membranas utilizadas. Las vesiculas se extruyen fisicamente bajo presion a
través de filtros de policarbonato de tamafios de poro definidos [81]. Los liposomas se
prepararon por extrusién de 1 mL de suspension acuosa de DOPA y LX 100 uM a través
de un filtro de politetrafluoroetileno de 100 nm de poro, usando un extrusor de Avanti
Polar Lipids, con jeringas Hamilton Gastight #1001 de 1000 pL (Reno, Nevada, USA). La
suspension se paso 11 veces por el filtro a temperatura ambiente. En la Figura 14 se
puede ver un esquema del extrusor utilizado. Después del procedimiento, la suspensién

se volvié translucida, indicando el ensamblaje de los liposomas.

Para remover el exceso de las drogas no encapsuladas, se dializé la suspensidon usando
una membrana de celulosa y manteniendo una proporciéon de 1:100 con el medio de
didlisis (agua ultrapura), por un intervalo de dos horas. Posteriormente se cambid el
medio de dialisis y se continud por otras 12 horas. La suspension de liposomas obtenida
fue almacenada en frascos de color ambar a 4°C, con el fin de proteger los liposomas de

la luz y reducir la degradacion oxidativa.

Hamilton syninges

Filter holder

Figura 14. Pequerio extrusor manual que se utiliza en la fabricacion de nanoliposomas.
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2.1.2. Inyeccidn etandlica.

Este método permite obtener liposomas mediante la inyeccién de una solucidn lipido-
etanol en agua, aprovechando la precipitacién de los lipidos y la rapida difusion del
solvente a través de la interfase solvente-lipido con la fase acuosa [23]. Primero se
disolvié el DOPA en 2,7 mL de etanol absoluto, luego se inyectaron 900 puL/min de esta
solucion a un balén con 5,4mL de agua y LX 100 uM, bajo agitaciéon a 800 rpm. Al
terminar la adicién se mantuvo bajo agitacién por 15 minutos mas. Por ultimo, la

suspension resultante fue dializada como se describié anteriormente.

2.1.3. Sonicacion.

La sonicacién es un método de sintesis de liposomas ampliamente utilizado,
particularmente para vesiculas unilamelares pequeiias (SUVs) ya que se aprovecha la
energia mecdnica proveniente del ultrasonido para formarlas. Los fosfolipidos en medio
acuoso tienen la capacidad de formar vesiculas multilamelares. Al someter la suspension
a un bafio de ultrasonido o sonicador de punta, la presién inducida rompe las vesiculas
multilamelares mas grandes de la muestra para formar vesiculas mas pequeias [82].
Para la sintesis de los liposomas, se utilizé un sonicador de punta P-1 Microprobe de
1/8" de diametro, alimentado por una fuente Q-Sonica, LIC (Misonix Sonicator XL-2000)
a 10W. En un vial se prepard la suspension acuosa de DOPA y LX y se homogenizd
utilizando un agitador tipo vértex. Luego, la mezcla fue sometida a 5 ciclos de 30
segundos de sonicacién y 30 segundos de descanso en bafio de hielo para evitar el
sobrecalentamiento de la muestra. El cambio de la opalescencia de la suspensidn sugirio
la formacidn de liposomas. La muestra se purgd con argdn por 15 minutos en bafio de
hielo, buscando mantener a la temperatura de transicion del DOPA. Posteriormente,

con el fin de retirar trazas metalicas que se hubieran desprendido de la sonda se

69



Capitulo 3

centrifugé la mezcla en una microcentrifuga CAPP CR-1512 a 12000 rpm durante 5
minutos, en tubos eppendorf de 2 mL. El sobrenadante se dializé y se almacené igual

gue con los métodos anteriores.

2.2.Recubrimiento con fosfato de calcio.

El recubrimiento se realizé por el método de coprecipitacion de sales que considera la
formacidon de un material de fosfato de calcio deficiente en Ca?*[34]. El crecimiento de
la capa de fosfato de calcio (CaP) se controlé con la adicion de CEPA, el cual no sélo
detiene la formacidn de CaP sino que deja grupos carboxilo expuestos en la superficie
de las nanoparticulas [28], otorgando una carga negativa que brinda estabilidad frente
a la aglomeracién y ademas permite la posterior funcionalizacién con moléculas de
rastreo y/o direccionamiento. De manera andloga, se recubrieron liposomas deteniendo
el crecimiento de la capa de fosfato de calcio con el agregado de acido 2-
aminoetilfosfénico (AEPA), que deja expuestos en la superficie grupos amino a los que
también pueden unirse moléculas de rastreo. En la Figura 15 se pueden ver las

estructuras del CEPA y AEPA.

0
OH OH
HO oL HZN\/\P/
OH OH

Figura 15. Estructuras de CEPA (izquierda) y AEPA.
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El procedimiento consistid en agregar a 5 mL de agua ultrapura, 10 uL de H3POs 1M y 40
puL de NaOH 1 M, luego se midié el pH con un equipo Consort C830, el cual se mantuvo
entre 11,5 y 12,5, garantizando un medio bdsico para la precipitacion del fosfato de
calcio sobre los liposomas. Posteriormente se agregaron 100 pL de CaCl; 0,1 My 5
segundos después, 1 mL de suspension de liposomas previamente sintetizados. La
mezcla se dejé en agitacion durante 10 minutos, luego de ese tiempo se adicionaron 50
puL de CEPA 0,1 M para detener el crecimiento de la capa de CaP y se dejé
homogenizando por 10 minutos mas. Finalmente, la suspension se sometio a dialisis por
tres horas y se almacené en frascos dmbar a 4°C. En la Figura 16 se muestra un esquema

general del liposoma recubierto una vez agregado el CEPA.

Bicapa de DOPA LX
) Cobertura de CaP LiLX
o o~

M
O—P\OH (\) .OH 5
B S
o4 &
CaPLiLX

Figura 16. Esquema general de liposoma, en este caso conteniendo LX, recubierto con una capa de
fosfato de calcio. Se muestran los grupos superficiales que quedan expuestos por agregado de CEPA.

Notese que se propone la presencia de grupos fosfatidicos propios del fosfato.

En la Figura 17 se resumen los procedimientos de sintesis y recubrimiento, usando LX
como droga modelo. Los nanoliposomas recubiertos obtenidos fueron nombrados
como: CaPLi, CaPLiLX, CaPLiCX y CaPLiAD para los liposomas vacios y con LX, CX y AD

encapsulados, respectivamente. Cabe aclarar que, a menos que se especifique lo
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contrario, cuando se mencionan liposomas recubiertos se trata de liposomas en los que
se utilizé CEPA para finalizar el crecimiento de la capa de fosfato de calcio, ya que fue el

reactivo usado en la mayoria de los ensayos.

DOPA LX
v v
Inyeccion Sonicacion
v etandlica
Extrusion

H,PO,
NaOH
CaCl,
CEPA
pH 11-12

CaPLiLX

Figura 17. Esquema de sintesis y recubrimiento de liposomas conteniendo LX.
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2.3.Funcionalizacion superficial.

Con el objetivo de utilizar los nanovehiculos como sondas de rastreo y direccionar su
trayectoria, se aprovechd la exposicion de los grupos carboxilo del CEPA, o
alternativamente, los grupos amino del AEPA, en los liposomas recubiertos para anclar
distintas moléculas en su superficie. La funcionalizacién superficial se realizé por
conjugacion, especificamente por crosslinking o entrecruzamiento, que es un método
utilizado para generar la uniéon quimica de dos o mas moléculas mediante un enlace
covalente, particularmente aplicado en la bioconjugacién de marcadores a proteinas
para su rastreo. Para generar estos enlaces, se utilizan agentes reticulantes o
crosslinkers que actian como intermediarios en la uniéon de dos o mdas moléculas de
interés, a través de la formacion de enlaces estables entre grupos funcionales que

puedan reaccionar [83].

Al finalizar el recubrimiento de los CaPLi con CEPA quedan expuestos grupos carboxilo
terminales, los cuales pueden unirse a los grupos amino terminales presentes en las
moléculas de colorantes y bisfosfonatos con los que se desea funcionalizar la superficie
de las nanoparticulas. Esta unién se genera por la formacion de enlaces amida entre
dichos grupos -COOH y -NH; mediante el uso de agentes de entrecruzamiento
especificos. En este trabajo se utilizaron los reticulantes N-hidroxisulfosuccinimida (S-
NHS) y carbodiimida (EDC). La EDC provoca la conjugacién directa de carboxilatos y
aminas primarias, sin convertirse en parte del enlace amida final que se forma. La N-
hidroxisuccinimida (NHS) o su analogo soluble en agua (S-NHS) a menudo se incluyen en
los protocolos de acoplamiento de EDC para mejorar la eficiencia de la reaccién ya que

forman ésteres estables como productos intermedios.

Como se explica en la Figura 18-B, se inicia con la reaccién del -COOH del reactivo 1 y el
EDC formdndose un intermedio inestable, luego el S-NHS sustituye la molécula de EDC
para formar un éster de S-NHS mas estable y soluble en agua, el cual posteriormente se
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conjuga con el grupo amino del reactivo 2 a pH fisiologico. En este caso, el reactivo 1

corresponde a CaPLi mientras que el reactivo 2 es alendronato (AD), violeta de cresilo

(VC) o fucsina basica (FB). La reaccidn libera N-hidroxisuccinimida, la que puede

eliminarse facilmente mediante dialisis o desalinizacion [83]. La reaccién analoga ocurre

entre los grupos amino del AEPA superficial en los CaPLiy los grupos carboxilo del FITC.

EDC

Figura 18. A. Ejemplo de estructura de CaPLi funcionalizado con AD. B. Esquema de la reaccion de

entrecruzamiento usando EDC y S-NHS.
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2.3.1. Bisfosfonato.

Como se describid anteriormente, se utilizé alendronato sédico como bisfosfonato de
referencia, el cual no sélo fue encapsulado en los nanoliposomas, sino que se probd su
anclaje a la superficie de las nanoparticulas dada su capacidad de servir como molécula
de direccionamiento hacia las superficies dseas [84]. Para ello, se probaron dos
procedimientos para la funcionalizacién superficial sugeridas en la bibliografia, donde

se varian las cantidades relativas de liposomas, activadores, AD y temperatura.

Método A: A 4 mL de una suspensién de pH 7,22 conteniendo liposomas recubiertos
con levofloxacina encapsulada (CaPLiLX), se agregaron 708,97 uL de EDC 4,55x102M y
941,80 pL de S-NHS 0,03 M y se agitd la mezcla por 15 minutos a temperatura ambiente.
En esta etapa se daria la formacion del éster de S-NHS. Posteriormente, para la
introduccién del grupo amino, se agregaron 645 ulL de AD 5x103 M en PBS, se agitd por

2 horas y se dejé dializando en agua ultrapura durante un dia. [85]

Método B: A 1mL de CaPLiLX se agregaron 351,69 pL de EDC 4,55x102M y 533,40 pL de
S-NHS 0,03 M, se agité la mezcla por 30 minutos en bafio de hielo y luego por 30 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 2363 pL de AD 5x10°3 M en PBS,
se dejo agitando la mezcla por 24 horas a 37°Cy se dializé en agua ultrapura durante 24

horas [84].

La presencia y porcentaje del AD superficial se determind mediante espectroscopia ATR-
FTIR y resonancia 'H-NMR. Los nanoliposomas modificados superficialmente se

denotaron como AD-CaPLilLX.
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2.3.2. Fluoroforos.

Con el fin de rastrear los nanovehiculos, se funcionalizd su superficie con fluoréforos
gue permitan su visualizacién mediante técnicas de emision de fluorescencia. El
protocolo de sintesis fue similar al descrito para el bisfosfonato (Figura 18), con algunas
variaciones segun el fluordforo utilizado y las recomendaciones encontradas en

bibliografia:

Para la funcionalizacién con violeta de cresilo (VC), a 9 mL de CaPLiLX se agregaron 295
pL de S-NHS 1,7 5mM y 234 pL de EDC 3,96 mM vy se agitd por 1,5 horas. Luego se
agregaron 138 uL de VC 1,8 mM y se dejé en agitaciéon durante 3h, a temperatura
ambiente. Finalmente se sometid a didlisis por 2 horas, se cambid el medio y luego se

dejé en didlisis 12h adicionales.

Para la funcionalizacion con fucsina basica (FB), a 6,030 mL de una suspension de
CaPLiLX se agregaron 1,098 mL de EDC 4,55x102 M (10 veces mas que los moles de
CEPA usados durante la sintesis de la cobertura de CaP [85]) y 1,006 mL de S-NHS 0,03
M y se agitd por 15 minutos lentamente. Se preparé una solucién de FB 8,67x10* M en
PBS y se tomd una alicuota de 5,77mL (igual nimero de moles del CEPA en la sintesis)

para agregar a la mezcla anterior. Se dej6 agitando por 2 horas y luego se dializé 12h.

Adicionalmente, para los fluoréforos anteriores, se evaluaron las diferencias entre un
anclaje fisico y un anclaje quimico del fluordforo. Para ello, se mezclaron los
nanoliposomas y soluciones acuosas de VC o FB, sin el uso de los reactivos de
entrecruzamiento, respetando los tiempos y proporciones descriptos anteriormente

para cada fluoroforo.
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Finalmente, para la fluoresceina isotiocianato (FITC), se utilizaron liposomas
recubiertos en los cuales se controlé el crecimiento de la capa de fosfato de calcio
mediante el agregado de AEPA en vez de CEPA. Para la sintesis se agregaron 224 ulL de
FITC 7,7x10® M en PBS a 3 mL de CaPLiLX, se agit6 la mezcla resultante por 2 horas
cubriendo el recipiente de la mezcla con papel aluminio a temperatura ambiente;

finalmente se sometid a dialisis durante 12h.

Los nanovehiculos modificados superficialmente se nombraron como VC-CaPLiLX, FB-
CaPLiLX y FITC-CaPLiLX, para violeta de cresilo, fucsina bdsica y fluoresceina
isotiocianato, respectivamente. Estas muestras fueron caracterizadas mediante
medidas de su didmetro hidrodindmico, movilidad electroforética y espectroscopias de

absorcion UV-vis, fluorescencia y ATR-FTIR.

2.4.Cuantificacion de lipidos.

Con el objetivo de cuantificar la cantidad de fosfolipidos que efectivamente conforman
a los liposomas, se desarrollé el ensayo de Stewart para la determinacién de lipidos a
partir de la formacién de un complejo con una sal de ferrocianato de amonio [86], el
cual absorbe a 488 nm. Para ello, se elaboré una curva de calibracion con
concentraciones entre 0,01-0,1 mg/mL de DOPA en cloroformo. Luego, se sintetizaron
liposomas (LiLX) por sonicacién utilizando 4,6 mg de DOPA (1mg/ mL), 230 uL de LX 2x
103 My 4,370 mL de agua, como se describid anteriormente. Por ultimo, se dejé dializar
toda la noche contra agua ultrapura. Posteriormente se procedié a destruir los

liposomas y liberar los lipidos antes de las mediciones en el UV-Vis.

Para las medidas de absorbancia, se tomaron 2 mL de muestras de LiLX diluidas al 10%
(0,1mg/mL DOPA inicial) y de liposomas sin diluir; cada una se mezclé con 2 mL de etanol
absoluto y se dejé evaporar el solvente a 80°C, luego se agregaron 2 mL de cloroformo

y 2 mL de solucién de sal de ferrocianato, la cual se prepardé mezclando 1,352 g de FeCls
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y 1,52 g de NH4SCN en 50 mL de agua. Finalmente, se agitaron las muestras durante 1
minuto y se dejaron separar las fases 10 minutos antes de medir. Se extrajo la fase
organica de CHsCl y se determind su absorbancia. La concentracion de DOPA en LiLX
determinada se encontré dentro del 70-100% respecto a la inicial, lo que indica una alta

eficiencia del fosfolipido en la formacién de vesiculas.

2.5.Determinacion de alendronato por UV-Vis.

Debido a que el alendronato no posee ningun cromdforo en su estructura, su
determinacién por métodos espectrofotométricos ordinarios no es posible. Algunos
métodos sugeridos en la literatura para dicha determinacién incluyen la cromatografia
liquida con diferentes modos de deteccién, la electroforesis capilar, la oxidacién con
sulfato de cerio (IV), la espectrofotometria a través de formacién de complejos y la
derivatizacién de su grupo amino primario libre, entre otros [87]. En esta tesis, se hizo
reaccionar el grupo amino del AD con el 2,4-dinitrofluorobenceno (DNFB, reactivo de
Sanger), dando como resultado un producto coloreado estable que permite seguir la
concentracion de alendronato de forma indirecta. EIl DNFB reacciona mediante una
reaccidn de sustitucidon aromatica nucleofilica con el grupo amino alifatico primario de
AD en medio acuoso alcalino. La reaccion es muy lenta a temperatura ambiente y
requiere calentamiento para acelerarla. Se genera un producto de color amarillo con un
maximo de absorcién reportado en 378 nm [87]. En la Figura 19 se observan las

estructuras del AD y el DNFB y la reaccién propuesta [87].
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Figura 19. Reaccion de derivatizacion de alendronato con DNFB.

Inicialmente se construyd una curva de calibracidon de absorbancia del complejo en
funcién de la concentracidon de AD. Para ello, en matraces de 5 mL conteniendo alicuotas
de 250, 500, 750, 1000, 1250 y 1500 pL de una solucién acuosa de AD (200 pg/mL), se
agregaron 0,5 mL de buffer borato 0,2M (pH=10,50) y 0,6 mL de DNFB en metanol al
0,3% v/v. La mezcla se agitd y se llevé a un bafio térmico a 60°C por 15 minutos. Pasado
el tiempo, la reaccion se detuvo sumergiendo los matraces en agua fria. Seguidamente
se afiadieron 0,1 mL de HCl 37% p/p, se completd con agua hasta el aforo del matrazy
se midié la absorbancia de cada muestra. El maximo de absorcidn reportado es 378 nm
[87]. Para determinar la concentracion de AD en los nanovehiculos, se realizé el mismo
procedimiento descrito tomando alicuotas de 100 pL de LiAD. Dado el calentamiento y
el uso de acido concentrado, se asume que los nanovehiculos se destruyen y el AD que

reacciona con DNFB es el que estaba contenido en los LIAD.
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2.6. Eficiencia de encapsulacién de antibidticos.

La eficiencia de encapsulacién de LX y CX (%EE) en los liposomas se determiné a partir
de la relacidn de areas bajo la curva del espectro de fluorescencia de cada antibidtico en
mezclas con DOPA justo después de la sintesis de liposomas (Cini) y después de dializar
en agua ultrapura durante 24h (Cipo), siendo %EE = 100*Ciipo/Cini. La emision del
antibidtico en Ciipo corresponde a la suspension de LiLX o LiCX dentro de la bolsa de
dialisis, es decir, la que permanece en los nanovehiculos. Para ello la excitacién de los
antibioticos se realizdé a 330 y 275 nm para LX y CX, respectivamente. Este cdlculo
presupone que la intensidad de fluorescencia es proporcional a la concentracién de
antibidtico y que esta no se ve modificada al encapsular el antibidtico en el liposoma. La
estrategia utilizada para la determinacién de la eficiencia de encapsulacién minimiza los
efectos de la dispersién de la luz y el apagamiento (quenching) de la fluorescencia
debido a la presencia de liposomas. Dado que no se realizé ninguna otra correccion, el

%EE obtenido es un valor limite inferior.

3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1.Eleccién del método de sintesis de liposomas.

Para determinar el método de sintesis de liposomas mas conveniente, se evaluaron
muestras de LiLX sintetizadas por extrusion, inyeccién etandlica y sonicacién usando un
sonicador de punta. La primera técnica de caracterizacion utilizada fue la microscopia
TEM, con la cual se espera analizar la morfologia, tamafo, espesor de la capa de fosfato
de calcio y posibles deformaciones de los nanovehiculos. Las imagenes obtenidas para

liposomas sin recubrir (LiLX) y recubiertos (CaPLiLX) se muestran en la Figura 20.
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Figura 20. Imagenes TEM de liposomas sin recubrir (lado izquierdo) y recubiertos, sintetizados por

cada método. Las barras representan 100nm.
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Se puede observar la formacién de vesiculas esféricas atribuibles a liposomas con LX
encapsulado por los tres métodos, con tamafios similares. Los liposomas extruidos
tienen un tamano y forma aparentemente homogénea, lo cual es esperable por el
tamafio de poro de la membrana utilizada para su sintesis. La imagen de LiLX por
inyeccidon etandlica evidencia una porosidad en la membrana de colodion de la grilla
soporte, lo cual estd relacionado con que el solvente es etanol y afecta su integridad,
siendo los liposomas los que estan tefiidos con el dcido fosfotlungstico, reconocibles por
el halo negro. Por su parte, los liposomas sintetizados con el sonicador de punta tienen
una forma menos regular. En cuanto a los liposomas recubiertos con fosfato de calcio
(lado derecho), es reconocible el efecto de la cobertura en la separacion y forma de las
nanoparticulas, ademas de la mejora en el contraste de las imagenes, atribuible a la

presencia de los elementos que forman la cobertura de fosfato de calcio.

Las eficiencias de encapsulacién de LX para las tres formas investigadas de generar los
liposomas, determinada como se describié en la seccidon 2.6 del presente capitulo, se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Eficiencia de encapsulacion de LX por distintos métodos de sintesis.

Método de sintesis % Eficiencia de encapsulacion
Extrusion 11,5

Inyeccién etandlica 17,7
Sonicacion 56,5

Es conocido de la literatura [88], que las eficiencias de encapsulacién de farmacos
solubles en agua, como la levofloxacina (solubilidad en agua de 10-33,3 g/L), estan
limitadas por el volumen del nucleo acuoso de los liposomas, ya que en su mayoria, los
farmacos estan atrapados en las cavidades acuosas. Por otro lado, la capacidad de

interaccion del farmaco con los lipidos también puede condicionar su incorporacién. Por
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ejemplo, por el método de inyeccién etandlica, dénde la interaccién lipido-farmaco
podria ser importante en la incorporacion, se han reportado eficiencias de
encapsulacion bajas para agentes quimioterapéuticos acuosos, tal es el caso de la
citarabina que presenta una eficiencia de incorporacién del 16% por este método [89].
En este trabajo, la eficiencia de incorporacién de LX por inyeccidn esta en ese orden de
magnitud (17%). Es interesante notar que, mediante extrusion se obtuvo la carga mas
baja de antibidtico, lo cual estd relacionado con el caracter hidrdéfilo de LX y con el estrés
mecanico que sufre la vesicula en su formacidn, que facilita la salida de LX. En cuanto a
las nanoparticulas sintetizadas por sonicacidn, se obtuvo una eficiencia minima de
encapsulacion de LX del 56,5% para concentraciones iniciales de LX de 100 uM, del orden
informado para la encapsulacién de LX en particulas lipidicas de miristato de miristilo
nanoestructuradas empleando métodos de sonicaciéon [90], y para la obtenida en
liposomas de lecitina de soja y colesterol sintetizados por los llamados métodos de carga
remota, es decir, donde se introducen las moléculas cargo luego de la formacion de las

vesiculas [91].

Las medidas anteriores demuestran la formacion de los liposomas y la efectiva
encapsulacion de la levofloxacina, ademas de confirmar que, independientemente del
método de sintesis, las vesiculas permiten el recubrimiento con fosfato de calcio; sin
embargo, es posible destacar algunas caracteristicas importantes en el procedimiento

experimental requerido por cada método.

La extrusién permite la obtencion de liposomas de tamafio relativamente uniforme
porque se obliga a las vesiculas a tomar la forma de poro de la membrana que
atraviesan; sin embargo, la cantidad de antibidtico encapsulado y el rendimiento del
método son limitados, ya que sélo se puede sintetizar 1mL por lote (capacidad de la
jeringa); ademas, se requiere hacer atravesar la suspension liposomal una y otra vez por
los filtros de 100nm de diametro de poro. Por su parte, la inyeccidn etandlica permite la

obtencién de mayores volimenes de suspensidn liposomal, mayor carga de droga y es
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un método escalable; no obstante, la solubilidad del DOPA en etanol es baja y requiere

de calentamiento y mezclas adicionales para su adecuada dispersion.

En cuanto a la sintesis con el sonicador de punta, se obtuvo la eficiencia de
encapsulacion mas alta. La sintesis es sencilla, rapida, utilizando solo medio acuoso y
permite la produccion de mayores volimenes de Li. Se tiene en cuenta que las moléculas
a encapsular deben tener un tamano inferior a 40.000 Da [92], por lo que la
encapsulacion de LX (370,38 Da) y CX (331,34 Da) en liposomas de DOPA sintetizados
por sonicacion con sonda es dptima. Dentro de las precauciones importantes que deben
tenerse en cuenta para la formacidn y estabilidad de los liposomas, resulta necesario
sonicar a una temperatura superior a la temperatura de transicién del lipido utilizado,
ya que sonicar por debajo de la Tc produce estructuras con defectos en la bicapa, lo cual
conlleva a una rapida permeacién de ionesy, cuando se lleva a una temperatura superior
a la Tc, a la fusidn de las vesiculas [92]. También conviene mantener los liposomas en
atmosfera inerte para prevenir la oxidacién, y centrifugar la suspensién para eliminar los
agregados de lipidos mas grandes y las particulas metdlicas que se pueden desprender
de la sonda. No obstante, la sonicacién por punta podria incorporar pequefias

cantidades de metales disueltos a la muestra.

Teniendo en cuenta que el objetivo de sintetizar liposomas en esta tesis es garantizar la
encapsulacion de distintas moléculas y que puedan servir como plantillas para el
recubrimiento con fosfato de calcio, se elige la sintesis por sonicacion como método
para la continuacién de los experimentos, ya que cumple con los requisitos mencionados
y es una técnica atractiva por su practicidad, capacidad de encapsulacién y cantidad de

suspension obtenida en cada lote.
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3.2.Encapsulacion y localizacion de drogas dentro del liposoma.

3.2.1. Levofloxacina.

La concentracion de antibidtico utilizada para incorporar en los nanovehiculos se eligié
teniendo en cuenta dos razones practicas. Por un lado, la concentracién plasmatica
médicamente relevante y no toxica a algunas células es del orden inferior a los 30 mg/L
[93]. Considerando una eficiencia de incorporacidn cercana al 55% por el método de
sonicacidn, si se parte de soluciones de LX de 300 mg/L, se obtendrian concentraciones
del orden de los 150 mg/L de LX dentro de los liposomas, una cantidad razonable para
investigar la liberacidn controlada del farmaco. Por otro lado, dado que la deteccién de
LX se seguird por la absorbancia del farmaco a 330 nm, resulta practico y sencillo
experimentalmente, utilizar intervalos de concentracion que mantengan la linealidad
con la absorbancia. La Figura 21 muestra la linealidad de la curva de calibracién de Ila
absorbancia vs concentracién de LX medida en celdas de Quarzo de 1 cm de camino
Optico. Teniendo en cuenta el rango de linealidad y la discusién previa, se eligid una
concentracién de 360 mg/L (equivalente a 100 M) como concentracién de LX de partida

para la carga de los liposomas.
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Figura 21. Curva de calibracion por absorbancia para LX/H>O a 330nm.

La efectividad de la dialisis como método de remocién de la droga no encapsulada se
comprobd en un experimento en el que se dializé una solucién de LX 100uM, la misma
concentracion usada para la carga del antibidtico en los LiLX. Como se ve en Figura 22-
A, el antibidtico atraviesa la membrana casi por completo luego de 24h de didlisis,
mientras que en la Figura 22-B se observa la retencién dentro de la bolsa de dialisis
cuando el LX se encuentra entrampado en el liposoma. Como se mostré en la Tabla 1, la
eficiencia de encapsulacion de LX determinada para liposomas sonicados fue de 56,5%,
lo que se traduce en una concentracidon minima aproximada de 5,6x10° M en 1 mL de
suspension de LiLX y de 9x10® M en 1 mL de suspensién de CaPLiLX, debido a la dilucién

1:5 que se realiza durante el proceso de recubrimiento.
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Figura 22. Espectros de emision de fluorescencia de LX y efecto de la dialisis: (A) LX en H>O 100 uM,
(B) LiLX y (C) espectros normalizados, pH=6,0-7,0. A exc= 330 nm.
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La fotoluminiscencia de una molécula es sensible al entorno en el cual se encuentre la
misma, por ello, se graficaron los espectros normalizados en la Figura 22-C, es decir,
llevando todos los espectros a la misma escala al dividir cada uno por su maximo de
emision. Esto facilita la comparacién. La diferencia en la posicién de los maximos de
emision y el ancho de los espectros de emisién de LX cuando se encuentra libre en
solucion o luego de ser encapsulado, es un indicio de que efectivamente existe una
encapsulacion de LX o que el mismo se encuentra interaccionando con el liposoma. Mas
aun, el espectro de emisidn de LX obtenido a partir de suspensiones acuosas de CaPLiLX
tras una excitacion de 340 nm (ver Figura 23), es muy amplio y también sugiere la

localizacidon de LX en diferentes entornos del nanovehiculo.

1,0 -
—— CaPLiLX

0,8

0,6

0,4

0,2

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

0,0 T T T T T T T T T T
380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

Longitud de onda (nm)

Figura 23. Espectro de emisién de CaPLiLX con LX 9x10°M normalizado, pH=6,0-6,5.

Para confirmar la hipdtesis de que el antibidtico se aloja en distintos entornos y
comprender el efecto del medio sobre la fotoluminiscencia, se realizaron medidas de
fluorescencia resuelta en el tiempo (TRES) tanto a las muestras de CaPLiLX como a
soluciones de LX 6uM (similar a la concentracion esperada en CaPLiLX) preparadas en
distintos medios que pudieran reproducir el espectro obtenido experimentalmente

(Figura 23). Paraello, se diluyd LX en soluciones acuosas amortiguadoras a pH 4,0 (buffer
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acetato) y 7,4 (PBS), y también de LX en hexano para asemejar el entorno no polar de la
bicapa lipidica. La Figura 24 muestra los equilibrios dcido-base de la levofloxacina que
ilustran los cambios en funcion del pH. Para preparar estas soluciones de referencia, se
utilizd una menor concentracion del antibidtico, buscando evitar la saturacion del
detector del equipo y el efecto de filtro interno en la fotoluminiscencia. Esto se logré

controlando que la absorbancia de las soluciones evaluadas fuera menor a 0,05.
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Figura 24. Equilibrios acido-base de la levofloxacina.

El experimento consistié en irradiar las muestras de CaPLiLX con un NanoLED de 341nm
y realizar un analisis TRES para obtener los maximos de emisién y tiempos de vida de
fluorescencia de las posibles especies presentes de LX. El andlisis TRES sugirié la
contribucién de tres especies emisoras bien diferenciados denominados E1, E2 y E3,
cuyos maximos de emisidon y tiempos de vida de fluorescencia se listan en la Tabla 2. Se

calculé también la contribucion C; de cada especie a la emision global, ajustando la
ecuacion I;(t) = I, XN, Ci,lexpg_t/fi) a un modelo multiexponencial hasta obtener
valores de y? y residuos minimos. De igual manera, se muestran los parametros
obtenidos por TRES para las soluciones de LX a pH 4,0, 7,4 y en hexano, que también

fueron irradiadas con un NanoLED de 341nm.
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Tabla 2. Parametros determinados por TRES para CaPLiLX y comparacion con la emision de soluciones

de LX en distintos medios.

Maximo . Maximo .
. Tiempo oL, Tiempo
Especie de . Contribucion .. de .
. . devidat Solucién L. devidat
emisora | emision at(%) emision
(ns) (ns)
(nm) (nm)
LX en
E1l 430 1,7+0,1 16 425 1,4+0,1
hexano
LX a pH
E2 455 6,5+0,1 60 - 460 6,2+0,1
10,8 £ LX a pH
E3 495 24 500 7,8+0,1
0,1 4,0

Como se puede observar, el espectro de emision de E1 y el tiempo de decaimiento son
similares a los observados en un medio no polar como el hexano (Thexano = (1,4 £0,1) ns
y A =425 nm), en linea con el hecho de que el hexano puede asemejarse al entorno
de baja polaridad de la bicapa del DOPA. El maximo de emision de E2 y el tiempo de vida
correspondiente estan en excelente acuerdo con los de la solucién acuosa de LX a pH
7,4 que muestra un maximo de emision a 460 nm con un tiempo de decaimiento T,y 74
de (6,2 £ 0,1) ns bajo excitacidon 341 nm. El tercer componente, E3, con un maximo de
emisién a 495 nm puede atribuirse a la molécula de levofloxacina protonada LXH* [94],
coincidiendo con el espectro de LX en medio acido (155 = 500 nm). Ademas, el tiempo
de vida de E3 resulta mayor a 8 ns, en buen acuerdo con el tiempo obtenido para LX a
pH 4. Cabe resaltar que la mayor contribucién corresponde a la especie emisora E2
(60%), sugiriendo una ubicacién preferencial del antibidtico en el nucleo acuoso del

nanosistema.

Por otro lado, no se puede descartar la adsorcidn fisica del antibidtico en la interfase de
fosfato de calcio que recubre al liposoma, mediada por la presencia de iones
alcalinotérreos, como se ha visto en la superficie de polvos de CaP [95]. De hecho,

teniendo en cuenta los grupos funcionales que se encuentran en el nucleo de las
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qguinolonas (un acido carboxilico en la posicidon 3, un anillo piperazinilo basico en la
posicién 7, en la mayoria de los casos, y un atomo de oxigeno carbonilico en la posicién
4), se pueden unir a iones metalicos formando complejos en los que pueden actuar
como ligando bidentado, unidentado y como ligando puente, respectivamente. La
Figura 25 ilustra la formacién de complejos entre un ion metdlico divalente y dos

moléculas de quinolona.

Figura 25. Estructura general de quelatos de quinolona 1:2 (metal:ligando) con cationes divalentes.

Tomado de [96].

La interaccion con iones metdlicos tiene consecuencias importantes para la solubilidad,
farmacocinética y biodisponibilidad de las quinolonas, y también esta implicada en el
mecanismo de accion de estos agentes bactericidas [97]. Ademas, puede haber un
efecto sobre las propiedades fotofisicas, de acuerdo con lo observado en los resultados
del TRES, ya que la especie emisora E3, asociada con un estado de LX protonado a pH 4,
puede tener también una contribucidn de los complejos formados entre la levofloxacina
y los iones Ca?* de la cobertura de fosfato de calcio. En otras palabras, puede haber una
interaccion entre grupos -COO" e iones Ca?*, similar a la que hay entre COO"y H*, dando
lugar al mismo tipo de desplazamiento en la fluorescencia, lo cual explicaria la diferencia

entre el tiempo de vida de la especie E3 en CaPLiLX (10,8 ns) y LX a pH 4 (7,8 ns).
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La Figura 26 reune los espectros de emisidon obtenidos por el analisis TRES, E1, E2 y E3;
asi como los espectros de LX en los distintos entornos, bajo una excitacion a 341nm,
facilitando la comparacion y evidenciando una buena correlacién de los resultados

listados en la Tabla 2.
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Figura 26. Espectros de emision de LX 6uM en distintos solventes (lineas continuas) y de las especies

emisoras determinadas por TRES (puntos). Aexe=341 nm.

Finalmente, la Figura 27 muestra el espectro obtenido por la combinacién lineal de los
espectros de LX a pH 4, a pH 7,4 y en hexano, de forma de reproducir el espectro
experimental de CaPLiLX obtenido. Esto se logra combinando un 77% del espectro de LX
apH 7,4, un 18,5% del espectro de LX a pH 4,0 y un 4,5% del espectro de LX en hexano.
Como se ve en la Tabla 2, aunque los valores de contribucion obtenidos de la simple
combinacidn lineal de los espectros no coinciden exactamente con las contribuciones
de las especies E1, E2 y E3, obtenidos mediante la técnica resuelta en el tiempo TRES,
ambos resultados dan cuenta del aporte de los diferentes entornos a la emisién global
de LX, y de una contribucidon mayoritaria cuando el fluoréforo se encuentra en un medio

acuoso de pH cercano a la neutralidad. Lo anterior permite concluir que el antibidtico se
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distribuye tanto en los compartimientos acuosos del liposoma y su superficie, como en

la bicapa lipidica de naturaleza hidrofébica.
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Figura 27. Espectro de emision de CaPLiLX 9x10°M pH=6,0-6,5; y Combinacién de espectros de LX a
pH 4,0, 7,4 y en hexano.

Para finalizar con el estudio de la fotoluminiscencia del antibiético levofloxacina y su
distribucién en los entornos liposomales, se realizaron experimentos de anisotropia
resueltos en el tiempo de suspensiones acuosas a pH 7,4 de LX y LiLX 100 uM bajo
excitacion con NanoLED a 341 nm. Esta técnica permite obtener informacidn tanto de
los entornos como de los impedimentos estéricos y de rotacién que puede tener el
fluoréforo, en funcidn de su respuesta a la excitaciéon con luz polarizada. A medida que
el fluoréforo rota, cambia la polarizacidn y se obtiene informacidn sobre si el LX estd
difundiendo libremente en el solvente, o si estd encapsulado o interaccionando con la
vesicula, caso en el cual su movimiento rotacional se veria limitado. Cabe mencionar
que, debido a la alta dispersion de la luz en ensayos con CaPLiLX y a la baja intensidad
de la luz cuando la misma es polarizada en ensayos de anisotropia, no es posible la
realizacion de este andlisis con suspensiones de CaPLiLX, y por ello se comparé con la

muestra de LiLX.
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Los decaimientos anisotropicos resueltos en el tiempo obtenidos pueden ajustarse bien
a un decaimiento monoexponencial para ambas muestras, como se observa en la Figura
28. Se obtuvieron valores de anisotropia fundamental (ro) de 0,12 y 0,14 para LX y LiLX
respectivamente, lo que da cuenta de que hay diferencia entre los momentos de
transicidn de excitacion y emision [98]. El hecho de que ambos valores sean coincidentes
dentro del error experimental de la medida, indica que la molécula de LX en muestras

de LiLX no ha sido oxidada o descompuesta.

0,15
P
'T@ ® LXapH74
\ O LiLX
0,10 + Ajuste monoexponencial

0,05

Anisotropia

0,00 ~

-0,05 ~
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Figura 28. Decaimiento de anisotropia de fluorescencia resuelta en el tiempo de LX en medio acuoso y

encapsulado en LiLX 100uM a pH 7,40, Jexc = 341 nm.

Por otro lado, puede observarse una diferencia importante en el decaimiento
exponencial de anisotropia. A partir del ajuste de estos decaimientos a la ecuacion de
Perrin (r(t) = 1, + r9e~t/%) se obtuvieron los tiempos de correlacién rotacional para
las muestras, siendo 6;x =0,08 + 0,09 ns y 6;;;x1,8 £ 0,5 ns para LX y LiLX

respectivamente, como se resume en la Tabla 3.
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Tabla 3. Parametros obtenidos por anisotropia para LX y LiLX

Muestra ro 0 (ns) rn (A)
LX 0,12 0,08 £ 0,09 4,5
LiLX 0,14 1,8+0,5 12,5

Es notable que el tiempo para LX libre es mucho menor que para LiLX, indicando una
diferencia en el entorno y movilidad del fluoréforo al estar incluido en los liposomas.
Adicionalmente, reemplazando los valores de 0 en la ecuacién de Stokes-Einstein (D =
kT /6mmR) y considerando especies esféricas [99], se estimaron radios hidrodindmicos
(rn) de 4,5y 12,5 A para las especies emisivas LX y LiLX, respectivamente. Mientras que
el valor obtenido para LX en soluciones acuosas es del orden esperado para moléculas
orgdnicas pequefias, el obtenido para LX encapsulado en el liposoma sugiere una
restriccion de movimiento, en linea con lo reportado para la quinolona norfloxacina en
micelas invertidas de dioctilsulfosuccinato (AOT) [100]. Por otro lado, para la quinolona
ciprofloxacina se reporté un comportamiento similar con liposomas de L-a-1,2-
dipalmitoil-sn-glicerofosfocolina, evidenciando que CX interactda con los liposomas a

nivel de superficie y modifica su anisotropia de fluorescencia [101].

En conjunto, los resultados anteriores respaldan la localizacion de LX dentro del
liposoma, con una ubicacién preferencial en el nucleo acuoso y cantidades menores
ubicadas dentro de la bicapa lipidica; no obstante, no puede descartarse que estén

adsorbidas o interaccionando con el recubrimiento de CaP.
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3.2.2. Ciprofloxacina.

La ciprofloxacina es una molécula zwitteridnica con punto isoeléctrico en 7,14, por lo
que presenta una solubilidad en agua cercana a 0,015 M a pH 5 y del orden de 3x10* M
a pH 7 [102]. Su concentracién maxima en plasma es del orden de 1,7 mg/L [103], por
lo que la concentracion en los liposomas debera superar este orden de magnitud.
Considerando que se determinard la concentraciéon de ciprofloxacina mediante su
absorcién a 275 nm, se definié el rango de linealidad adecuado usando una celda con
camino éptico de 1 cm. Para ello se construyé una curva de calibracién por UV-Vis,
midiendo la absorbancia en funcién de la concentracién de CX; cabe resaltar que las
diluciones se realizaron a partir de una solucién acuosa madre de CX 5,67x10* M de
pH=2 ajustado con HCIl. La Figura 29 muestra la curva obtenida, a partir de la cual se
establecié 20 uM (menor que su solubilidad a pH 7 y cuatro veces mds grande que la

concentracion en plasma) como concentracion de referencia para CX dentro de los

liposomas.
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Figura 29. Curva de calibracion por absorbancia para CX en HO a 275nm.
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Luego, se tomaron los espectros de emisién de fluorescencia de diferentes soluciones
de LiCX y CX para evaluar la efectiva incorporacién y remanencia del antibidtico en los
liposomas después de 24h de didlisis. Como se ve en la Figura 30-A, al dializar CX 20uM
en solucién, el antibidtico atraviesa la membrana casi por completo, mientras que la

Figura 30-B sugiere la permanencia de CX en la suspensién de liposomas sintetizados.
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Figura 30. Espectros de emision de fluorescencia de CX en liposomas y efecto de la dialisis: (1) CX en

solucion 20uM, (B) LiCX 20uM y (C) espectros normalizados, pH=4-5. Aexc = 275 nm.
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Para cuantificar la cantidad de antibidtico que permanece en los LiCX, se determind el
porcentaje de encapsulacion (%EE) calculando la relacién de drea de los espectros de
LiCX dializado en agua ultrapura por 24h (Ciigo) Yy sin dializar (Cini) (ver la Figura 30-B),

como describe la Ecuacion 8.

%EE = 100*Ciipo/Cini = 100*(476204767,5 / 606545789,5) = 78,5%

Ecuacion 8. Eficiencia de encapsulacion de CX.

Se observa que un alto porcentaje del antibidtico quedd retenido en los liposomas, lo
cual coincide con resultados obtenidos de una eficacia para entrampamiento de CX en
liposomas de hasta 93,96% [46]. Por otro lado, de acuerdo con la Figura 30-C, el mdximo
de emisién de los espectros de LiCX (437 nm) presenta un corrimiento hacia el azul
respecto al maximo de CX en solucién (441 nm), indicando una leve modificacién del
entorno del antibidtico, antes y después de ser incluido en las vesiculas. Este corrimiento
del maximo también se ha observado cuando el pH del medio se hace mas neutro [104],
por lo que es probable que haya ocurrido una deprotonacién del antibidtico durante la
sintesis. Adicionalmente, se tomé el espectro de emisidn de los liposomas recubiertos

(ver Figura 31) para evaluar el comportamiento del CX en presencia de fosfato de calcio.
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Figura 31. Espectros de emision de fluorescencia de CX en liposomas recubiertos (CaPLiCX, pH=7,0) y
sin recubrir (LiCX pH=4-5). Jexc = 275 nm.
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La Figura 31 muestra que el maximo de emisién de CaPLiCX (420 nm) se desplaza hacia
el azul respecto a los LiCX (437 nm), mostrando la influencia de la deposicidn de la capa
de CaP sobre el entorno del CX. Debido a que ambos espectros fueron tomados luego
de dializar las muestras, se respalda el hecho de que el CX fue efectivamente
encapsulado en las formulaciones. No obstante, no puede descartarse la posible
interaccion de CX con la superficie de los liposomas a través de la coordinacion del grupo
carboxilo de CX con el calcio superficial. Dada su complejidad, queda pendiente en esta
tesis, el estudio de la distribucidn del antibiético en los diferentes compartimientos de

los nanovehiculos, como se evalud en la seccién anterior para la levofloxacina.

3.2.3. Alendronato.

Para la sintesis de liposomas conteniendo el bisfosfonato alendronato (LIAD) se
probaron dos metodologias. La primera fue la descrita anteriormente para la
encapsulacion de LX y CX; en la segunda, se hizo una modificacién para incluir un
calentamiento previo de la mezcla de DOPA y AD antes de sonicar, ya que se ha
informado en la bibliografia una mejora en la inclusién del AD dentro de los liposomas a

temperaturas entre 55-60°C [105], [106].

El método 1 consistio entonces en mezclar en vortex DOPA (1 mg/mL) y una solucion de
AD en PBS para una concentracién final de alendronato de 0,015 M. Luego se efectuaron
cinco ciclos de sonicado de 30s de trabajo y 30s de reposo, se burbujed con argdn por
15min y finalmente se centrifugd por 5min a 12000 rpm. Por su parte, el método 2
consistié en mezclar DOPA (1mg/mL) y una solucion de AD en PBS (0,015 M final) por 30
min a 310 rpm y 60°C. Posteriormente, la mezcla se dejé reposar a temperatura
ambiente durante 10min, luego se efectuaron los cinco ciclos de sonicado de 30s de
trabajo y 30s de reposo, se burbujed con argén por 15min y se centrifugd por 5min a

12000 rpm.
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Inicialmente se utilizé DLS para dilucidar la formacion de los liposomas por cada método.
Los resultados evidencian dos poblaciones de liposomas bien diferenciados en su
tamafio, tal como se muestra en la Tabla 4. Esto indica la presencia de dos poblaciones
bien definidas en la muestra. Los porcentajes entre paréntesis indican cuanto contribuye

cada pico a la intensidad total.

Tabla 4. Resultados de DLS para LiAD sintetizados por dos métodos.

indice de Distribucion de tamaiio por
Muestra LiIAD polidispersidad + SD intensidad + SD (nm)
Rango 0,05- 0,7 Pico 1 Pico 2
Método 1 0,238 + 0,006 98 + 3 (89,7%) 25+2(10,3%)
Método 2 0,253 £ 0,007 97 £4 (82,6%) 28 +4 (17,4%)

Ambas muestras presentan baja polidispersidad con un maximo de distribucion
alrededor de 100nm para el 80-90% de la intensidad detectada (valores entre
paréntesis). Tamafos similares fueron informados en la bibliografia para liposomas de
HSPC (fosfatidilcolina de soja hidrogenada), mPEG-DSPE (metil polietilenglicol 1,2-
diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina) y colesterol, conteniendo alendronato,
preparados por el método de inyecciéon de etanol seguido de extrusion, los cuales
tuvieron un didmetro medio que oscilaba entre 75-100 nm con valores de PDI £ 0,10

[106].

Con el objetivo de determinar los porcentajes de encapsulacion de alendronato dentro
de los liposomas obtenidos por los dos métodos, se utilizaron dos técnicas para medir la
concentracién de AD, antes y después de didlisis. La primera técnica utilizada fue *H
NMR, con la que se midié la concentracion de AD en muestras de CaPLIAD y se pudo
cuantificar el bisfosfonato detectado. La segunda técnica fue la espectroscopia UV-Vis,

con la cual se estimd la concentracion del alendronato de forma indirecta, ya que se
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midio la absorbancia del complejo resultante de la reaccion de AD con DNFB, descrita
en la Figura 19. En ambos casos, la eficiencia de encapsulacién se calculé como %EE =

(Concentracion final) / (Concentracion inicial) *100%.

'H NMR

Los espectros *H NMR que se presentan en la Figura 32 corresponden a muestras de
CaPLIiAD obtenidas recubriendo los LiAD sintetizados por los métodos 1y 2. En estas
muestras se detectd y se cuantificd el bisfosfonato. Para ello se utilizdé una solucién de
citrato de sodio (CeHs07Nas.2 H,0) 15,9 mM como estandar interno. El procedimiento
consistid en mezclar en un eppendorf 500 uL de muestra, 20 uL de D20 y 20 uL de
solucién 0,0159 M de citrato de sodio; luego de agitar, la solucién se llevé a un tubo de

RMN y se tomé el espectro.

Si bien para el citrato de sodio se diferencian los H de acuerdo a su posicidn cis-trans al
grupo —OH del C3, como se muestra en la Figura 32, se tomo la integral de las sefiales
en el rango 2,4-2,6 ppm asociada a los 4 hidrégenos en conjunto de los carbonos 2 y 4.
Para el alendronato, se tomaron las senales a 1,87 ppm y 2,94 ppm que aparecen en el
espectro del AD en PBS (ver Figura 32), asociadas a los cuatro hidrégenos de los carbonos
2 y3yalosdos hidrogenos del carbono 1, respectivamente. El desapantallamiento del
grupo NH; provoca que la sefal del H de C1 se encuentre a desplazamientos mayores
qgue las sefiales equivalentes de los hidrogenos de C2 y C3. Estas sefiales estan en

correspondencia con lo reportado para alendronato sédico [107], [108].
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Figura 32. Espectros 'H RMN de AD en PBS y citrato de sodio. Se muestran sobre las estructuras los

desplazamientos correspondientes cuantificados para el AD y el citrato.

Para determinar la concentracion de AD en las muestras de CaPLiAD, se tomd un
promedio de la concentraciéon calculada para cada desplazamiento quimico (1,87 ppm
con 4H vy 2,94 ppm con 2H). La Figura 33 muestra los espectros de CaPLiAD sintetizados
a partir de los LiAD obtenidos por el método 1y el método 2. En ambos casos aparecen
las sefiales asociadas al bisfosfonato. Las sefiales alrededor de 2,6 ppm asociadas en la
bibliografia a carbonos a y  en moléculas de polietilenglicol derivatizadas con grupos —

COOH [84], se asignaron al citrato de sodio.
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Figura 33. Espectros de 'H NMR para muestras de CaPLiAD sintetizadas por el método 1 y el método 2.

Es de notar que tanto en el espectro de la muestra de CaPLiAD obtenida por el método

1 como del método 2 aparecen multipletes a 1,65 y 2,25 ppm aproximadamente; sin
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embargo, no se han identificado exactamente a qué corresponden dichas sefiales dada
la complejidad de la matriz de los nanosistemas conformada por LX y DOPA. La
utilizacion del patrén de AD en PBS permite comparar e identificar las senales
cuantificables del bisfosfonato a 1,87 ppm y 2,94 ppm. En la Tabla 5 se resumen los
valores calculados para la capacidad de encapsulacién, en funcién de la integral de las
sefiales detectadas para los espectros por cada método, determinadas por duplicado y

triplicado.

Tabla 5. Eficiencias de encapsulacion de AD en CaPLiAD determinadas por espectroscopia 'H NMR.

} Concentracion de AD
Area de la integral
(mM)
Muestra %EE
AD 1,87 AD 2,94
Citrato Calculada Tedrica
ppm ppm
1 1,5386 0,70834
Método 1 0,94 +0,04 39
0,99894 | 1,53621 0,71853
No
0,7034 4,1837 2,4
detectada
Método 2 1,28 £ 0,07 53
0,7541 3,9434 2
0,7382 3,8064 2

Puede observarse que la carga del bisfosfonato aumenta mas del 10% cuando se incluye
agitacién y calentamiento controlado en la sintesis (método 2), coherente con lo
esperado segun lo hallado en bibliografia. Esto puede atribuirse a que la permeabilidad
de la bicapa formada por los fosfolipidos de DOPA es sensible al aumento de la

temperatura.
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Espectroscopia UV-Vis

Por otro lado, el método que involucra la reacciéon de AD con DNFB se basa en la reaccién
para formar un complejo coloreado, el cual presenta un maximo de absorciéon a 378 nm
y un hombro a 420 nm [87]. En este trabajo, luego de diversos ensayos, se obtuvo el
complejo coloreado, pero en el espectro no se distingue el maximo de 378 nm. Por ello,
se selecciond la longitud de onda de 420 nm para la comparacion y cuantificacion del
AD (Figura 34). Adicionalmente, la absorbancia del complejo AD-DNFB es altamente
sensible al pH, temperatura, concentracion de DNFB y solvente [87], por lo que la
ausencia del pico también puede atribuirse a diferencias de los reactivos utilizados y
fluctuaciones de la temperatura ambiental a la hora de realizar las medidas. En la Tabla
6 se muestran los resultados de la eficiencia de encapsulacién de AD dentro de los
liposomas. Los resultados de absorbancia (por duplicado y triplicado) corresponden a
diluciones de las muestras para poder medir en el rango lineal de la curva de calibracién

(10-60 pug AD/mL).

—— AD en solucién
0,8 ~ —— Método 1
Método 2
Blanco
©
s 0,6
©
0
C
©
o]
S
@ 04
o]
<
0,2 -
0,0

380 400 420 440 460 480 500

Longitud de onda (nm)

Figura 34. Espectro del complejo DNFB + AD luego de reaccionar. El blanco corresponde a los

liposomas sin AD.
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Tabla 6. Eficiencias de encapsulacion en LiAD determinadas por absorbancia.

Antes de dialisis Después de dialisis
%EE
Muestra Abs a Abs a %EE
[M] [M] promedio
420nm 420nm
0,4730 0,0217 0,3230 0,0074 34
Método 1 35+2
0,5180 0,0238 0,3770 0,0087 37
0,4680 0,0215 0,5000 0,0115 54
0,5360 0,0246 0,6420 0,0147 60
Método 2 55+4
0,4490 0,0206 0,4690 0,0107 52
0,4720 0,0217 0,5040 0,0116 54

Comparando el porcentaje de encapsulacién de ambos métodos de sintesis de LiAD, se
puede concluir que hay correspondencia entre los resultados de las dos técnicas
utilizadas para determinar la concentracion, 'H RMN y espectrofotométrica. Para el
método 1 se obtuvo una eficiencia de encapsulacidon de alendronato del 39 y 35 + 2%
por *H RMN y espectrofotometria, respectivamente, mientras que para el método 2 la

%EE fue del 53 y 55 + 4%.

Por otro lado, es evidente la mejora en la capacidad cuando se incluye un calentamiento
previo a la sonicacidn, lo cual permite mayor interaccion entre el lipido y el bisfosfonato
gue ingresa a las vesiculas. Por lo tanto, el método que involucra calentamiento se elige

para continuar los estudios con AD.

Finalmente, para constatar si las concentraciones de alendronato encapsuladas en los
liposomas son adecuadas, se contrastaron con las que se encuentran en las
formulaciones comerciales. La concentracion utilizada de alendronato sdédico en
tabletas para el tratamiento de enfermedades éseas varia entre 13,05mg (Osteonate®)

y 52,2mg (Alendex®) [87]. La concentracion obtenida para CaPLIAD por *H RMN es
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0,4148 mg/mL, por lo cual con 100mL de suspension liposomal se obtendrian 41,48mg
de alendronato, valor comparable con la concentracién reportada en las formulaciones

mencionadas.

3.3.Diametro hidrodinamico y carga superficial.

Se midieron los valores de didmetro hidrodinamico y carga superficial de los liposomas
vacios, con drogas encapsuladas y recubiertos con CaP, mediante medidas de DLS y
potencial zeta. Los liposomas se sintetizaron por sonicacidn, aunque también se
incluyen los resultados de las medidas de CaPLiLX sintetizados por inyeccion etandlica
con fines comparativos. Todos los resultados se muestran en la Tabla 7. Cabe aclarar
que la aparicién de dos maximos en la distribucidn de tamafo por intensidad indica la
presencia de dos poblaciones bien definidas en la muestra. Los porcentajes entre

paréntesis indican cuanto contribuye cada pico a la intensidad total.
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Tabla 7. Resultados de medidas de DLS y potencial zeta. NA: No Aplica.

Método de Inyeccion
Sonicacion
sintesis etandlica
Li
Muestra CaPLiLX LiLX e=14E[®@ LiCX | CaPLiCX LiAD CaPLiAD
vacios
Diametro
100,6 | 171,8+ | 136
promedio Z + 171+£13 NA 1913 NA NA
+0,6 0,6 t4
SD (nm)
indice de
polidispersidad 0,259 0,24
0,21+ 0,361+ 0,204 + 0,39+ | 0,238+ | 0,22+
+SD + +
0,02 0,006 0,004 0,02 0,006 0,02
(Rango 0,05- 0,004 0,01
0,7)
91+1 227 +
Distribucion de 98+3
(89,9%) 17
tamaiio por 135+ 186 (89,7%)
213+ 14 212 +3 262 +5 (74,7%)
intensidad £ SD 1 +2
24 +3 25+2 | 83+17
(nm)
(7,4%) (10,3%) | (25,3%)
Potencial zeta -58,2 | -51,2+ | -49
-35+2 -63+3 -34+2 | -35+3 | -17+%1
SD (mV) +0,2 0,8 4
Movilidad
-3,9
electroforética -5,0 -4,6 | -4,01 £ -2,7+ -2,8+ -1,3+
-2,7%0,2 *
+SD 0,2 +0,2 0,06 0,2 0,2 0,1
0,1
(umem/Vs)

De los resultados expresados en la Tabla 7 pueden obtenerse varias conclusiones
interesantes. Para la suspension de liposomas vacios obtenidos por el método de
sonicacidn se detectaron dos poblaciones; la de mayor contribucién, con 91 nm de
didmetro en el maximo de la distribucién, se correlaciona con los Li vacios en
concordancia con las observaciones de TEM. La poblacidon con menor contribucién y de
24 nm de didmetro en el maximo, se corresponde con estructuras menores no

necesariamente debidas a liposomas, sino que pueden deberse a pequefios agregados
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de lipidos. Es interesante notar que estas estructuras desaparecen al incorporar los
antibidticos LX y CX a los liposomas. Ademas, los liposomas aumentan su tamafio al
agregar estos farmacos. Esto no sucede al incorporar AD en el interior de estos,
manteniéndose las dos poblaciones con contribucion y didmetros maximos equivalentes
alos liposomas vacios. La naturaleza y tamafiio de los fdrmacos es relevante en el tamafio
final de los Li cargados, demostrando la importancia que tiene la interaccion e
intercalado de los farmacos con las colas lipidicas [109]. Los farmacos con grupos
aromaticos son propicios para este tipo de interaccidn. La constancia en el diametro de
las LIAD y Li, se ha visto también para liposomas de 1,2-Distearoilsn-glicero-3-
fosfocolina, distearoil-fosfatidilglicerol y colesterol con y sin alendronato encapsulado

[105].

Al cubrir los liposomas con CaP, las nanoparticulas resultantes CaPLiLX y CaPLiCX ven
aumentado su diametro hidrodindmico promedio en aproximadamente 70 y 55 nm,
respectivamente. Esto indicaria que las coberturas de CaP en estos liposomas poseen un
ancho promedio de ~ 35 y 27 nm, respectivamente, aunque no se podria descartar con
estas medidas la compresién de los liposomas al recubrir con CaP. Por su parte, las
muestras de LIAD también aumentan considerablemente de tamafio (~ 130 nm) al
recubrirlas con una capa de CaP. Si existiesen moléculas de AD ubicadas en el exterior
de los liposomas, estas podrian servir de nucleos para la formacién de la capa de CaP, y

explicar el gran crecimiento de los CaPLiAD.

Por otro lado, se observa que el diametro no depende del método de sintesis de los
liposomas para CaPLiLX, ya que por inyeccidn etandlica (segunda columna) o sonicacién,
los parametros dimensionales obtenidos son muy cercanos. Sin embargo, en las
medidas de movilidad electroforética si se evidencia la influencia del solvente en el
entorno del liposoma, siendo mas bajos los valores obtenidos mediante sintesis por
inyeccidn etandlica respecto a las muestras sonicadas en agua, lo que puede atribuirse

a la menor polaridad del alcohol. Ademas, teniendo en cuenta que una carga superficial
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negativa favorece la estabilidad de la suspension liposomal, la sintesis mediante

sonicacién en presencia sélo de agua resulta dptima a estos fines.

Los liposomas generados a partir del DOPA poseen potenciales zeta negativos debido a
los grupos fosfatos que penden de su superficie, tal como se describié anteriormente.
Como se observa en la Tabla 7, las muestras de LiLX presentan potenciales zeta
negativos apenas menores a los de los liposomas vacios, sugiriendo una densidad
parecida de grupos fosfato en la superficie de estos liposomas. Esta observacion se
soporta en la preferencia de las moléculas de LX por ubicarse en el nucleo de los

nanovehiculos, mas que de adsorberse en su superficie.

En el otro extremo, hay una disminucidon importante en el potencial zeta de LiAD,
indicando una menor densidad de grupos fosfato superficiales en estos liposomas. Esto
puede deberse al hecho de que las drogas con caracter mds hidrofilico, como el
alendronato, son mas dificiles de encapsular [110] y el caracter menos negativo de LiAD
podria sugerir una adsorcién superficial de AD en los liposomas, provocando la
disminucion en la densidad de grupos fosfato superficiales. Un valor del potencial zeta
de -35 + 3 mV para LiAD esta en concordancia con lo publicado para liposomas de 1,2-
Distearoilsn-glicero-3-fosfocolina, distearoil-fosfatidilglicerol y colesterol conteniendo

alendronato (-26,4 + 2,1 mV) [105].

Para CaPLiLX sintetizado por sonicacion, el tamafio promedio de 171,8 £ 0,6 nm medido
por DLS esta en linea con los tamafios observados por los datos TEM, STEM y SEM, que
rondan entre los 90-160 nm (ver seccidn 3.4.1 del presente capitulo). Cabe destacar que
las nanoparticulas suelen presentar menor tamafio cuando se mide por SEM o TEM que
por DLS, lo cual se debe a que las medidas por espectroscopias electrénicas se realizan
en seco y a bajas presiones mientras que en la técnica de DLS se observa el radio
hidrodindmico. Las medidas de DLS para suspensiones acuosas de CaPLiLX, al presentar
un Unico maximo de tamafio coincidente con las medidas del tamafio de los liposomas

individuales por TEM, permite inferir una baja aglomeracion en suspension y una
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polidispersidad de tamano media. De hecho, se determind el tamafio promedio
mediante DLS 11 dias después de su sintesis, almacenando las suspensiones de CaPLiLX
a 4°C, y se obtuvo un valor de 176 + 2 nm, lo que también sugiere una buena estabilidad
de las formulaciones. Por otro lado, la cobertura de fosfato de calcio contribuye a la
mencionada estabilidad en suspension de los nanovehiculos ya que los LiLX
almacenados el mismo tiempo, pasaron de 100,6 + 0,6 nm de didmetro a 82,4 £ 0,2 nm,
consecuencia de la reestructuracion dindmica que sufren los liposomas cuando se

mantienen en suspension.

Para actuar como agente de nucleacién del fosfato de calcio, los liposomas deben ser
estables y poseer grupos superficiales adecuados. Se ha demostrado que el grupo
fosfato del DOPA puede ayudar a la localizacién de iones calcio alrededor del liposoma
y mejorar la sobresaturacion local de CaP [28][111]. Las tres muestras (CaPLiLX, CaPLiCX
y CaPLiAD) exhibieron una disminucién en la carga negativa superficial tras el
recubrimiento con CaP, lo cual sugiere la deposicidn de la sal, ya que las HAp suelen
presentar potenciales zeta muy bajos (entre +5 a -15 mV, dependiendo de la sintesis
[112], [113]); sin embargo, los grupos carboxilo del CEPA, agregado en la etapa final del
recubrimiento, conservan una mayor densidad de carga negativa a pH 7,4 como es
deseable para mejorar la estabilidad y evitar la aglomeracion y/o floculacion de

particulas [114].

3.4.Caracterizacion de la cobertura de fosfato de calcio.

Para confirmar la formacion y la estructura de la capa de fosfato de calcio depositada
sobre liposomas, se utilizaron diversas técnicas espectroscopicas e imagenes de
microscopia electrdnica, cuyos resultados se muestran a continuacion. En este caso,

todas las medidas corresponden a muestras de CaPLiLX.

112



Capitulo 3

3.4.1. Microscopia electrdnica de transmision.

Las imagenes de microscopia electrénica STEM, TEM y SEM de muestras de CaPLiLX (ver
Figura 35-a, b y Figura 36) mostraron nanoparticulas de forma esférica polidispersas de
90-160 nm de tamaifio. Se observa una estructura tipica de nucleo-capa en la imagen
TEM en la Figura 36-c, con un espesor de capa alrededor de 25 - 30 nm, en concordancia
con lo discutido en base a medidas de DLS y coincidente con datos publicados para los
mismos liposomas recubiertos [34]. Las imagenes de mapeo EDS (Figura 35-c,d)
muestran la distribucion homogénea de Ca y P en las nanocapas [115]. La presencia de
N, que sdélo podria atribuirse a la presencia de LX, también se distribuye uniformemente
en las nanoesferas (Figura 35-d), lo que confirma la inclusién de LX en la nanoestructura
de CaPLiLX. Adicionalmente, las Unicas particulas observadas en todas las imagenes de
microscopia electrdnica son nanoesferas, antes y después del recubrimiento de CaP, lo
que respalda firmemente que no se forman particulas separadas de fosfato de calcio y
que todo se deposita sobre el liposoma. Cabe resaltar que no se observé contribucién

de Tien el mapeo EDS, lo que sugiere que no se desprende de la sonda durante la sintesis

por sonicacidn o se elimina por centrifugacién.

Figura 35. Imagenes HR-STEM de CaPLilLX (a y b), imdgenes de mapeo elemental EDS de Ca, Py N (c,

d y e, respectivamente).
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50 nm

Figura 36. Imdgenes TEM (a) y SEM (b) de CaPLiLX y LiLX (recuadro (a)). Estructura nicleo-capa de
CaPLilLX observada por TEM (c).

3.4.2. Espectros ATR-FTIR.

Con el objetivo de identificar los grupos funcionales y verificar la presencia de los
reactivos en los liposomas sintetizados, se tomaron los espectros de ATR-FTIR de LiLX,
LX y DOPA, representados en la Figura 37. La muestra de LiLX presenta bandas

caracteristicas de DOPA a 1465 cm™ y 1175 cm™ asignados a la flexién (6) de -CH2 y la
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tension (v) simétrica C-O de ésteres presentes en la estructura lipidica; ademas, muestra
bandas caracteristicas de LX en 1625, 1250-1300 y 1085 cm* asighadas al grupo cetdnico
aromatico de LX, estiramiento de aminas y grupo C-F, respectivamente, lo que confirma

la presencia simultanea de LX y liposomas de DOPA en las muestras.

| N

v O-H / vN-H

% Transmitancia

l

vO-H/vN-H +C-H

1——DOPA
—LiLX

I T T AT T T
4000 3500 3000 1500 1000
Numero de onda (cm )

Figura 37. Espectros ATR-FTIR de LX, DOPA y LiLX.

Por otro lado, se tomo el espectro ATR-FTIR de los liposomas recubiertos (CaPLiLX) y de
nanoparticulas de fosfato de calcio (CaP) depositadas en iguales condiciones que el
recubrimiento, pero en ausencia de liposomas como plantillas, como se ve en la Figura
38. El espectro de CaPLiLX exhibié bandas en 896, 1060 (muy intensa) y 1118 cm*
caracteristicas del estiramiento de P-OH y P-O en fosfatos; también se observan bandas
caracteristicas del DOPA en 2695, 1740 y 1465 (pequefio) cm™ asociadas a vibraciones
HO- de grupos O=P-OH [116], estiramiento de carbonilos de éster en lipidos y
movimiento de flexién tipo tijera del -CH. Las bandas asociadas al estiramiento

asimétrico y simétrico de los grupos carboxilato [117] a 1577 y 1406 cm?,
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respectivamente, pueden deberse a la contaminacion con carbonatos y a grupos

carboxilato de las terminaciones CEPA unidas a la superficie CaPLiLX. La doble banda en

2857-2927 cm* se asigna al estiramiento C-H y confirma la presencia de cadenas de

carbono en la superficie de la nanocascara asociadas al CEPA.
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Figura 38. Espectros ATR-FTIR de CaPLiLX y particulas de CaP.

Es interesante resaltar que el espectro de las nanoparticulas de CaP, depositadas en

condiciones experimentales idénticas a CaPLiLX pero en ausencia de liposomas,

presenta un pico distintivo y definido a 3570 cm™ debido al estiramiento de OH en

polvos de CaP altamente cristalinos [118], [119], que coincide con el de la hidroxiapatita;

mientras que en el espectro de CaPLiLX no aparece un picos similar. Lo anterior sugiere

gue la capa de CaP depositada en la superficie del liposoma presenta caracter amorfo.

Con el objetivo de indagar en las fases de CaP depositadas se realizaron ensayos de DRX

y WAXS como se detalla a continuacion.

3.4.3. Determinacion de cristalinidad por DRX y WAXS.
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Los difractogramas DRX (Figura 39) y WAXS (Figura 40) de polvos de CaPLiLX vy
suspensiones acuosas de CaPLilLX, respectivamente, muestran patrones amplios y
difusos a aproximadamente 26=25° caracteristicos de las fases no cristalinas, en
concordancia con lo sugerido por los espectros ATR-FTIR. Tampoco se observaron

patrones de difracciéon en imagenes STEM de alta resolucion [119]-[121].

CaPLiLX + Ca” 0,05M

v

W;M i
Wl I M | IlH lell' i M N

10 20 30 40 50 60

Intensidad (u.a.)
|

M'

" 1[ “’JJI

26

Figura 39. Patrones DRX de nanocdpsulas de CaP depositadas en portaobjetos de vidrio en presencia y

en ausencia de Ca’™.
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Intensidad (u.a.)

—— CaPLiLX
—— CaPLiLX + Ca?" 0,05M

15 20 25 30 35 40
20

Figura 40. Patrones WAXS obtenidos de suspensiones coloidales CaPLiLX en ausencia y en presencia de

iones Ca’™.

Ademads, se tomaron difractogramas de muestras de CaPLiLX en presencia de iones Ca?*
para analizar si induciria a alguna cristalizacién sobre la cobertura, ya que ha sido
descripto en la bibliografia que el exceso de calcio en solucidn acelera la transformacién
de fosfato de calcio amorfo (CPA) en hidroxiapatita deficiente de calcio (CDHA) cristalina
[121]; sin embargo, el resultado de tal experiencia coincide con aquella en ausencia de
calcio, manteniendo el caracter amorfo. Ambas técnicas, tanto DRX sobre polvos como
WAXS sobre suspensiones, sugieren entonces que la cobertura de CaP sobre los

liposomas sintetizados corresponde a fosfato de calcio amorfo.

En el protocolo experimental seguido existen dos condiciones que podrian favorecer la
precipitacion de una capa amorfa de CaP (CPA). Por un lado, la relacion molar Ca/P
afadida a los liposomas para depositar la cobertura de CaP es de 1,0, sin considerar los
grupos fosfato en la cabeza polar de los lipidos. Esta relacién se encuentra en el rango

limite inferior de 1 a 2,2 informado para las fases amorfas [121]. Por otro lado, la
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presencia de compuestos organicos (como los lipidos) disminuye la solubilidad de los
iones debido a un cambio en la constante dieléctrica del medio [121]; por ello puede
ocurrir un aumento en la cinética de precipitacion de Ca%* y POs*, lo que favorece la
amorfizacién. Esta fase amorfa se estabilizdé adicionalmente por derivatizacién

superficial con CEPA.

3.4.4. Estimacién de la cantidad de liposomas recubiertos y

determinacion de calcio por ICP-OES.

El dimensionamiento de particulas nanométricas suele estar enfocado a determinar su
tamafio por técnicas microscépicas y de difraccion laser. Sin embargo, es de gran
importancia conocer la concentracion numérica de dichas particulas para una
caracterizacion integral de las preparaciones, ya que la cantidad de las mismas podria
afectar su absorcidon, acumulacién y eliminacidn en los sistemas de interés, como
bacterias, células y tejidos. Algunos métodos experimentales reportados parten de la
investigacidon de aerosoles para contar el nimero de particulas en suspensiones de
nanoparticulas poliméricas y liposomas de tamafio nanométrico, en el cual se nebulizan
las particulas suspendidas para secar el aerosol y luego se dimensionan y se cuentan con
medidores de movilidad de barrido [122]. En el caso de los fosfolipidos que forman el
liposoma, se ha determinado el volumen de una molécula de lipido en la fase laminar
cristalina liquida mediante el estudio de la flotabilidad neutra de los liposomas en
mezclas de H,0/D,0 por centrifugacion, utilizando densitémetros diferenciales de tubo

vibratorio, dilatémetros diferenciales y picndmetros capilares [123].

Por otro lado, también se pueden realizar estimaciones tedricas para aproximar el
numero de particulas de una preparacion liposomal, asumiendo un tamafio promedio
de las particulas, una geometria regular y partiendo del volumen ocupado por las

moléculas del fosfolipido.
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Un enfoque comun para estimar el volumen especifico de lipidos, Vi, es representarlo
como la suma de los volumenes de sus segmentos moleculares. Estos segmentos se
pueden dividir en: Vu, que representa el grupo fosfato de cabeza, el resto de lipido
glicerol y los dos grupos carboxilicos de las cadenas de hidrocarburos; Vcy, volumen por
carbono en los dobles enlaces de las cadenas; Vcu2 volumen de los grupos metileno y
Vcrs el volumen de los grupos metilo terminales. Esta aproximacion supone que los
valores de volimenes de los segmentos de la cadena estdn cerca de los

correspondientes a las moléculas en los respectivos hidrocarburos liquidos [123].

En este trabajo se estimé el orden de magnitud de la cantidad de liposomas presentes
en 1 mL de suspension de CaPLiLX luego de dialisis, a partir del volumen ocupado por
una molécula del fosfolipido DOPA y célculos posteriores. Primero se determind el
volumen de una molécula de DOPA considerando la aproximacion postulada por Koenig
para los lipidos de fosfatidilcolina insaturados en fase lamelar liquida cristalina [123], ya
gue, como la temperatura de transicion critica del DOPA es -8°C, a 25°C se encuentra en

estado de cristal liquido. La ecuacién de Koenig es la siguiente:

VL(T)=VH + I"I(;HXVCH(T) + ncH2XVCHz(T) + nc|-|3XVc|-|3(T)

Ecuacion 9. Ecuacion de Koenig.

Donde nch, NcH2Y Nchs son el nimero de carbonos en enlaces dobles, grupos metileno y
metilo, respectivamente, en las cadenas carbonadas; Vi representa el grupo fosfato de
cabeza, el resto de lipido glicerol y los dos grupos carboxilicos de las cadenas de
hidrocarburos; y Vcu, Verz ¥ Vens son los respectivos voliumenes segmentarios de Koenig
a T=25°C [123]. Reemplazando los valores para las dos cadenas del DOPA se estima un
volumen del lipido de 1294 A3, considerando V=348 A3, ncu=4, Vcn=20,5 A3, ncu=28,
Ver2=27,0 A3, ncnz=2 y Vens =54,0 A3,
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El volumen ocupado por moléculas de DOPA, que corresponde al volumen de la bicapa
lipidica, puede calcularse a partir del didmetro medio de LiLX (100 nm) medido por TEM
(ver Figura 20). Tomando el valor del radio (50 nm), considerando una estructura
esférica y el espesor de una bicapa lipidica basada en DOPA publicado en la bibliografia
de =4 nm [124], [125], se obtiene un volumen lipidico de 1,1x108 A3, como esquematiza
la Figura 41. Los valores sefialados en negrita corresponden a valores medidos
experimentalmente, y aquellos estimados se ponen en gris. Adicionalmente, sabiendo
que el volumen de una molécula de DOPA es 1294 A3, se estiman 8,5x10* moléculas de
DOPA por cada liposoma. A su vez, considerando la masa molecular del DOPA (722,96

g/mol), se estima una masa de 1,0x10** mg de DOPA por liposoma.

_» r(LiLX)=50 nm=500 A
V=5,2x108 A3

r(NUcleo)=(50-4) nm=46 nm=460 A
"> V=4,1x108 A3

Vpora=ViLix-Viacleo . .
Voora=(5,2X1 08-4,1x10°® )A3=1 J1x108 A3

Figura 41. Esquema de las dimensiones estimadas para LiLX.

Ahora, teniendo en cuenta que la concentracidn utilizada de DOPA para la sintesis en los
liposomas fue de 1 mg/mL (ver Seccion 2.1 de este capitulo), y que al desarrollar el
recubrimiento se termind con un volumen de mezcla de 6,2 mL, la concentracién de
DOPA por mL de suspension de CaPLiLX fue de 0,16 mg/mL. Como se demostrd
anteriormente (ver seccién 2.4 del presente capitulo), se puede suponer que todo el
DOPA pasé a formar parte de los liposomas, lo que permite afirmar que en 1 mL de

suspension de CaPLiLX los liposomas tienen un total de 0,16 mg de DOPA. Considerando
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que la estimacidn anterior arrojé que cada liposoma contiene 1,0x10'*> mg de DOPA, se
puede estimar una concentracion de 1,6x10'? liposomas por mL de solucién. A

continuacion, se resumen los calculos realizados:

1,1x108 A3 bi capaDOPA 1 moleculas DOPA 8 510" moleculas DOPA
* =
1Lipo 1294 A3 o Lipo
mg DOPA 1 mol mg DOPA
722,96x103 =1,02x10"18 ————
x 1 mol ¥ 6,02x10%3moléculas x molécula
8 510" moleculas DOPA 1,2x10"®mg DOPA L02x10-13™9 DOPA
ES = —_—
X 1 Lipo 1 moleculas DOPA mex Lipo
0,16 mg DOPA 1Livo Lipo
gov 2, uld 4 =1,6x102— 2
mL CaPLiLX 1,02x10~'3mg DOPA nml CaPLiLX

Calcio por ICP-OES

Para corroborar si el nimero de liposomas por mL de suspensién obtenido es un valor
aceptable, se comparé con la cantidad de liposomas estimada a partir de los gramos de
Ca por mL de suspension medidos por ICP-OES, el didmetro de CaPLiLX y el caracter

amorfo de la cobertura de CaP, tal como se describe a continuacion.

La concentracién de calcio en la suspension de CaPLiLX determinada por ICP-OES fue de
34,5 mg/kg, un 53,5% respecto a la cantidad de calcio adicionado en la sintesis para
obtener el recubrimiento. Dado que la densidad de la suspensién de liposomas es muy

cercana a 1, puede considerarse un contenido de calcio de 34,5 ug/mL.
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Luego, segun lo observado por TEM, el diametro de los CaPLiLX se encuentra entre 90-
160 nm, por lo cual se toma un valor promedio de 125 nm para las estimaciones; y el
espesor del recubrimiento de CaP es cercano a 25 nm segln datos de TEM y DLS, en
coincidencia con datos de bibliografia [34]. Partiendo de una estructura esférica y de
gue todos los liposomas estdn uniformemente cubiertos por CaP, ya que no se observa
deposicion de fosfato de calcio por separado, se estimara la cantidad de Ca contenido
en un liposoma, considerando una particula de radio 62,5 nm y una capa de CaP de 25
nm, tal como se discutié anteriormente. Esto arroja un volumen de 8x108 A3 de CaP

/liposoma, como se ve en la Figura 42.

_ r(CaPLiLX)=62,5 nm=625 A
, V=1,02x10° A2

., r(LiLX)=(62,5-25) nm=37,5nm=375 A
1 V=2,2x108 A

Vear=VearuivxViix - -
Vear=(1,02x10%-2,2x10%)A%=8x10% A®

Figura 42. Esquema de las dimensiones estimadas para CaPLiLX.

Adicionalmente, si se considera que la fase mineral estd compuesta por fosfato dicalcico
amorfo dihidratado (DCP, CaHP0Q4.2H,0), con un PM=172,09 g/mol, donde la relacién
molar de calcio y DCP es 1:1, y suponiendo que se mantiene esta proporcién para los
nanovehiculos de CaPLiLX luego de la didlisis, podrian estimarse los gramos de la capa
de CaP por liposoma. Si se considera la densidad de 2,31 g/cm3 para este mineral, se
obtendrian 1,9x10° pg CaP/liposoma, lo que equivale a 4,4x101° ug Ca/liposoma. Si,
como se midié en el ICP-OES, la concentracidon de calcio por mL de muestra es de 34,5

ug/mL, se estiman 8x10%° Lipo/mL. Este nimero es aproximadamente un orden menor
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al estimado para la concentracidn de liposomas a partir de datos del DOPA (1,6x10%?

Lipo/mL).

Es interesante notar que, a pesar de la magnitud de las suposiciones realizadas para el
calculo de la concentracion de liposomas en la suspensiodn final, ambos arrojan un orden
de magnitud de 10! -10*? liposomas de DOPA/mL. Este orden es coherente con la
concentracion determinada por métodos experimentales para liposomas de distearoil-
fosfatidilglicerol, 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina 'y 1,2-diacil-sn-glicero-3-
fosfocolinas, de tamafios de 30-900 nm, reportada como 102 particulas/mL de solucién
[122] [123]. Por otro lado, cabe aclarar que los valores obtenidos sélo dan un resultado
estimativo, ya que se realizaron diversas suposiciones sobre pardmetros geométricos y
fisicoquimicos de los nanovehiculos para el desarrollo de los célculos. Resta como tarea
posterior a esta tesis, el calculo experimental mediante otras técnicas como se describid

en la introduccion de esta seccidn.

Adicionalmente, considerando que la concentracidon de LX encapsulado fue del 56,5%,
equivalente a 9x10® M, y considerando una concentracién de liposomas por mL en el
rango entre 10!y 10%?, se estima una concentracion de antibiético en el orden de 6x10°
15y 1x1013 pmol LX por liposoma, equivalentes a 2x101? y 4x10*! pg LX/liposoma. A

continuacion, se muestra el cdlculo para una de las concentraciones de liposomas

estimadas:
i mol LX 1mL CaPLi LX 10%umol LX _,s umol LX
9x10 —— % — % =56x107"°—
1000 mL CaPLi LX 1,6x10'%Lipo 1 mol Lipo
& 6x10-15 umol LX . 361,67 ug LX 21012 ug LX
’ Lipo 1 umol LX Lipo
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Para estimar la cantidad de CaP en los liposomas vacios a utilizar posteriormente en los
ensayos bioldgicos, se asume valida la composiciéon del CaP amorfo como DCP. Esto

permite una estimacion de 150 pug CaP/mL de suspension.

3.5.Funcionalizacién superficial de liposomas recubiertos.

3.5.1. Alendronato.

Determinacién de la concentracién en la superficie de los CaPLi por *H RMN

Como se describidé anteriormente en este capitulo (Seccién 2.3.1), la funcionalizacion
superficial con alendronato se llevd a cabo con dos metodologias diferentes,
denominadas Ay B, cuya principal diferencia es que el método B incluyd una incubacién
por 24h a 37°C luego de agregar el alendronato a los CaPLiLX conjugados con S-NHS y
EDC, ademds de una mayor cantidad de AD respecto al método A. Para establecer la
funcionalizacién mas conveniente, primero se calculd la concentracién remanente de
AD superficial mediante 'H RMN, a partir de la relacidon entre las integrales del
alendronato y el estdndar interno (citrato), tal como se describié en la seccién 3.2.3 del

presente capitulo.

En la Figura 43 se pueden ver los espectros obtenidos. Los espectros correspondientes
al Método A muestran una sefal a 2,11 ppm, que no se observd en los espectros del
método B y que se asigna a alguna traza de reactivo adsorbida sobre los liposomas
recubiertos. Dado que la diferencia principal entre ambos métodos consiste en el

calentamiento de la mezcla de reaccion, esta traza desaparece en el Método B.
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Método A 3
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Figura 43. Espectros de AD-CaPLiLX funcionalizado por Método A y Método B (mayor tiempo y

proporcion,).

Previamente, para determinar la concentracién de AD encapsulado en los liposomas, se
tomo un promedio de la concentracion calculada para cada desplazamiento quimico
propio del AD (1,87 ppm con 4Hy 2,94 ppm con 2H). Sin embargo, en la Figura 42 no se
detectan las sefales a 2,94 ppm, por lo que la cuantificacion de AD se basé sdlo en la
sefial a 1,87 ppm. La ausencia de sefial a 2,94 ppm puede atribuirse al corrimiento de la
sefial de estos H metilénicos a mayores ppm como consecuencia de la formacién de un
enlace amida entre el alendronato y el CEPA (~ 0,6 ppm mas que el grupo amino), como

se esquematiza en la Figura 44.
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Figura 44. Esquema de anclaje del AD a CaPLi mediante enlace amida.

Por otro lado, la integral de la sefial a 1,87 ppm para el Método A no pudo cuantificarse

debido a la baja intensidad. Los resultados se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Concentracién de AD en AD-CaPLiLX determinada por espectroscopia 'H NMR.

Area de la integral

Concentracion de AD

Muestra (mM) % Remanencia

Citrato AD 1,87 ppm | Calculada Tedrica
No
Método A No detectada -- 0,52 --
detectada

0,19405 1,18625

Método B 1,92 £ 0,04 2,77 69,3
0,16854 1,00015
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Es evidente que el método B es mas adecuado para la modificacion superficial con el
bisfosfonato, con un porcentaje de permanencia del 69,3%, lo que demuestra la mejora
en la sintesis al agregar una mayor proporcién de AD y dejar en contacto por mayor

tiempo.

Identificacion del AD anclado en la superficie de los CaPLi por técnicas de ATR-FTIR

Se tomo el espectro ATR-FTIR de las muestras de AD-CaPLiLX sintetizadas por cada
método vy si bien ambas presentaron picos caracteristicos de AD, se elige el método B
para continuar con los ensayos ya que se pudo cuantificar el bisfosfonato presente. La
Figura 45 muestra los espectros de AD en PBS, CaPLiLX y AD-CaPLiLX, los cuales dan
prueba de la exitosa reaccidon de amidacién de CaPLiLX con alendronato, ya que aparece
una sefial a 1630 cm™ atribuible al grupo -NH-C=0. Ademds, en los espectros de AD-
CaPLiLX no se observan las bandas asociadas al estiramiento simétrico de los grupos
carboxilato a 1406 cm™ debidas a terminaciones CEPA adheridas a la superficie de las
nanoparticulas, lo que aporta mayor evidencia a la efectividad en el anclado de AD
mediante uniones amida al carboxilato del CEPA. Por otro lado, también se observan
picos a 1230 cm™® que corresponden a modos vibracionales de enlaces C-P del AD y que

no se observan en el liposoma sin funcionalizar.
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Figura 45. Espectros ATR-FTRI de CaPLiLX, AD-CaPLiLX y AD en solucién PBS 5x107M.

En conclusidn, los resultados de *H RMN y ATR-FTIR respaldan fuertemente la formacién
del enlace quimico entre los grupos amino del alendronato y los carboxilatos del CEPA
expuestos en los CaPLiLX, demostrando el potencial de los nanovehiculos para ser

modificados y funcionalizados superficialmente con drogas tipo bisfosfonatos.

Cambios en la naturaleza quimica de la superficie observables por DLS y potencial zeta

Con el fin de complementar el estudio de la funcionalizacién superficial de los

nanovehiculos con alendronato, se realizaron ensayos de determinacién de diametro
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hidrodindmico por DLS y movilidad electroforética. En la Tabla 9 se resumen los
resultados para las muestras de AD-CaPLiLX, ademds de una columna con datos de

CaPLiLX sin funcionalizar para facilitar su comparacion.

Tabla 9. Resultados de DLS y potencial zeta para muestras funcionalizadas con alendronato.

Muestra CaPLiLX AD-CaPLiLX
Diametro promedio Z £ SD (nm) 171,8+0,6 2124
indice de polidispersidad + SD
0,204 £ 0,004 0,29+0,01
(Rango 0,05- 0,7)
Distribucion de tamaio por intensidad
212 +£3 2235
1 SD (nm)
Potencial zeta £ SD (mV) -51,2+0,8 -18+1
Movilidad electroforética + SD
-4,01 £ 0,06 -1,38 £ 0,08
(kmcm/Vs)

Se puede notar un aumento en el didmetro hidrodindmico y una disminucién en el
caracter negativo de la carga superficial para todas los nanovehiculos con AD superficial
en comparacién con CaPLiLX. El crecimiento del radio se debe precisamente a la

contribucidén de las moléculas de bisfosfonato unidas a la superficie.

En cuanto a las medidas de carga superficial, cabe destacar que el AD posee cuatro
grupos OH de los fosfatos libres y un grupo amino capaz de protonarse, por lo cual
presenta varias constantes de disociacién: pKa= 0,8 para pasar del acido alendrdnico a
la forma zwitteridnica (NHs* y POsH"); pKai1=2,4 que considera el paso de la molécula en
su forma zwitterionica a una con otro POsH mds; pKa,=7,6 para pasar a la forma
zwitterionica mas otros dos POsH; y pKas=10,8 para obtener los 4 grupos OH de los

fosfatos deprotonados [126]. La Figura 46 muestra el equilibrio descrito.
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Figura 46. Equilibrios acido-base del alendronato.

Considerando lo anterior y asumiendo que las constantes de acidez fueran las mismas
para el alendronato unido a la superficie del liposoma recubierto, es de esperar que, en
el intervalo de pH en que se desarrollaron las medidas (6-7), éste se encuentre en su
forma con al menos dos grupos OH de los fosfatos deprotonados, es decir, con al menos
dos cargas negativas. Por ello, resulta incongruente la observacién de una densidad de
carga para AD-CaPLiLX considerablemente menor que para CaPLiLX. Se hubiese

esperado al menos una densidad de carga equivalente.
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3.5.2. Fluordforos.

Con el objetivo de obtener vehiculos con propiedades luminiscentes se procedid a
funcionalizar superficialmente con fluoréforos con maximos de emisién Aem>500 nm,
para evitar una superposicién con los mdaximos de emisién de los antibidticos
estudiados, en particular con levofloxacina. Para tal fin se eligieron, por un lado, violeta
de cresilo (VC) y fucsina basica (FB) que ademas de cumplir con Aem>500 nm, poseen un
grupo —NH adecuado para el anclaje sobre los nanovehiculos preparados con CEPA a
través de un enlace amida (ver Figura 44). Por otro lado, se utilizd la fluoresceina
isotiocianato (FITC), que presenta grupos carboxilo en su estructura, aptos de ser unidos
a los grupos —NH;, expuestos cuando se utiliza AEPA en el recubrimiento. A

continuacion, se reportan los resultados de los estudios con cada fluoréforo.

Violeta de cresilo

En la Figura 47 se presenta el espectro de fluorescencia de los nanovehiculos recubiertos
con fosfato de calcio y funcionalizados superficialmente con violeta de cresilo, VC-
CaPLiLX. Dado que, en la sintesis se utilizd una concentracion final de VC 2,57x10°M,
este seria un valor teérico maximo observable si todo el VC estuviese enlazado al
liposoma. Al excitar con una longitud de onda de 330 nm, el espectro de emisidn de la
suspension acuosa de VC-CaPLiLX muestra la presencia tanto de LX como de VC en la
suspension, ya que se pueden reconocer los dos maximos de emisidon centrados en 430

nm y 620 nm, relacionados respectivamente con cada fluoréforo.
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Figura 47. Espectro de fluorescencia de VCCaPLiLX con Aexc =330nm.

En la Figura 48 se comparan los espectros de emisién de VC en PBS 2,94x10*M, VC-
CaPLiLX y VC+CaPLiLX, donde sdlo se mezclaron VC (2,57x10°M) y CaPLiLX, con el
objetivo de identificar alguna diferencia entre el anclaje quimico propuesto y la simple
mezcla de los nanovehiculos con el fluoréforo. La longitud de onda de excitacion del VC

fue Aexc=580 nm y el pH de las suspensiones alrededor de 7,3.
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Figura 48. Espectro de fluorescencia de VC en PBS 2,94x10* M, VC+CaPLiLX y VC-CaPLiLX,

Aexc=580 nm. Recuadro: Espectros normalizados.
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Como se ve en el recuadro de la Figura 48, al normalizar los espectros se evidencia una
mayor similitud entre los espectros de VC-CaPLiLX y VC en presencia de CaPLilLX,
respecto al espectro de VC en PBS. Ambas muestras con liposomas observan un
corrimiento del mdximo de emisién hacia el azul, pasando de Aem=627nm en VC en PBS
a Aem=622nm en VC-CaPLiLX y VC en presencia de CaPLiLX. Ademas, VC-CaPLiLX también
presenta un ensanchamiento del espectro. Estas observaciones sugieren la interaccién
del fluoréforo con la superficie de los nanovehiculos, independientemente de si se
encuentran unidos quimicamente o no. Dada la carga positiva del fluoréforo al pH de
trabajo, no se descarta la interaccidn electrostatica con la superficie de los CaPLiLX
cargada negativamente. De hecho, se observé el mismo comportamiento entre el VC en

solucién acuosa y unido a una superficie de SiO2 nanolitografiada [127].

Por otro lado, en la Figura 48 se evidencia una mayor intensidad de emisién de VC en la
mezcla con CaPLiLX que en solucidn de PBS, a pesar de que la concentracion de VC es
mas de 10 veces mayor. Esto puede asociarse con estudios publicados para la emisién
del colorante cuando es incorporado en micelas, donde se observa un aumento de la
fluorescencia cuando el VC, que a pH neutro se encuentra en forma catidnica, interactua
electrostaticamente con grupos anidnicos de micelas de dodecil sulfato de sodio (SDS)
[128], en linea con la discusidn anterior. En contraste, estudios publicados, observaron
un apagamiento en la emisidon en micelas de TX-100, atribuida a la formacion de
complejos entre el VCy los grupos polioxietileno del surfactante [128]. En este sentido,
la estabilizacion electrostatica entre el VCy los grupos superficiales anidnicos expuestos

en los nanovehiculos llevaria a un mayor rendimiento fluorescente.

Adicionalmente, se midié el tiempo de vida de la fluorescencia para VC en PBS y VC-

CaPLiLX (unidn quimica), a partir de los decaimientos de la Figura 49.
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Figura 49. Perfiles de decaimiento TRES para VC en solucion (2,94x10 M) y unido a CaPLilX. Seiial
del NanoLED en negro. Aexc=580 nm.

Para la muestra de VC en PBS, el andlisis de las curvas de decaimiento permitié un
ajustarse a un decaimiento monoexponencial con un tiempo de vida de fluorescencia de
t=2,04 £ 0,01 ns. El andlisis del perfil de decaimiento fluorescente de la muestra de VC-
CaPLiLX, se ajusté con un decaimiento biexponencial, del que se obtuvo t1=2,04 + 0,03
nsy 12= (6,40 + 0,04) x10°3 ns. En este caso, se tomd t1 como el tiempo de vida para VC-
CaPLiLX, ya que tiempos de vida menores a 0,1 ns se asocian a la dispersién de la luz,
provocada por los nanovehiculos recubiertos. Como se ve, los resultados muestran los
mismos tiempos de vida para VC en solucidén e incorporada a VC-CaPLiLX. En este
sentido, se puede concluir que, si bien la interaccién electrostatica entre el VC y la
superficie de CaP aumenta el rendimiento cuantico fluorescente, no cambia su tiempo

de vida de emision.
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Por su parte, en la Tabla 10 se puede ver que hay un leve aumento en el didmetro
hidrodindmico de los nanovehiculos cuando se modifica superficialmente con VCy una
importante disminucién en el potencial zeta, relacionada con la disminucién de los
grupos carboxilo del CEPA expuestos debido a la unién con los grupos amino del VC de

carga positiva al pH de trabajo.

Tabla 10. Resultados de DLS'y potencial zeta para muestras funcionalizadas con VC: Violeta de cresilo,

vy FB: Fucsina basica.

Muestra CaPLiLX VC-CaPLiLX FB-CaPLiLX
Diametro promedio Z £ SD
171,81+ 0,6 1883 NA
(nm)
indice de polidispersidad +SD 0,204 +
0,20+ 0,02 0,69 +0,04
(Rango 0,05- 0,7) 0,004
Distribucion de tamaiio por
212+ 3 218+ 1 2195
intensidad + SD (nm)
Potencial zeta + SD (mV) -51,2+0,8 201 -15+2
Movilidad electroforética + SD
-4,01 £ 0,06 -1,60 £ 0,09 -1,2+0,2

(umcm/Vs)

Se pudo corroborar que el violeta de cresilo se une efectivamente a la superficie
modificada con CEPA de los nanovehiculos recubiertos y encapsulando LX, lo cual
muestra el potencial de los CaPLi para ser utilizados como sonda fluorescente mientras

transportan farmacos de interés.

Fucsina basica

Se modificd la superficie de CaPLiLX con FB, utilizando el protocolo descripto

anteriormente. Como puede verse en la Tabla 10, se did una importante disminucion de
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la carga superficial de los nanovehiculos cuando se funcionalizaron con fucsina basica,

tal como se observé con el violeta de cresilo, sugiriendo el anclaje.
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Figura 50. Espectro de emision de FB-CaPLiLX con Aexc=330 nm

De forma complementaria, se realizaron medidas de fotoluminiscencia de FB que
permitieran constatar su unién a los nanovehiculos de CaPLiLX. Inicialmente se tom¢é el
espectro de FB-CaPLiLX a Aexc=330nm, esperando ver la emisidén asociada a LXy a FB en
simultaneo, como sucedié con VC-CaPLiLX. La Figura 50 evidencia sélo un maximo
relacionado con la emisién de LX. En principio, es esperable no observar la emisién
caracteristica de FB ya que su intensidad de emisién de fluorescencia en soluciones
acuosas es baja, como se ve en la Figura 51 para una solucién 3,6x10*M de FB en PBS

bajo excitacién a 550 nm [40].
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Figura 51. Espectro de fluorescencia de FB-CaPLiLX y FB en PBS'y etanol ([FB]=3,6x107). Aexc=550

nm.

Por otro lado, con Aexc=550nm tampoco se evidencia la emisidon asociada a FB en el
espectro, por lo cual este resultado no es concluyente para sugerir la presencia del
fluoréforo. Por ende, se procedid a filtrar las muestras y cambiar el solvente a etanol,
con el objetivo de determinar cualitativamente el anclaje de FB a los nanovehiculos de
CaPLiLX, tanto por union quimica como por interaccién fisica, ya que se ha reportado
gue laintensidad de fluorescencia de FB anclado a superficies de hidroxiapatita aumenta
en etanol respecto a su emisidon en PBS, con un maximo caracteristico a Aemi=620nm

[40].

Para ello, se filtraron las muestras de FB-CaPLiLX y FB + CaPLiLX (mezcla) por membranas
de politetrafluoroetileno de 100 nm y se lavaron repetidamente con etanol hasta que el
filtrado no evidencio la presencia de FB mediante la banda de absorcion UV-Vis a 550nm.
La Figura 52 derecha muestra las imdgenes de las membranas después de los lavados.

Se puede observar la persistencia del color cuando FB se une quimicamente en
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presencia de EDC/S-NHS, mostrando que la fucsina permanece adsorbida en CaPLiLX
después de un lavado completo. En cambio, la coloracién se vio muy disminuida después

del lavado de la mezcla FB+CaPLiLX y ausente cuando se tiene FB en solucidn etandlica.

6000 - —— FB-CaPLiLX
—— FB + CaPLiLX
——— FBletanol

4000 -

2000 +

Figura 52. (izq.) Espectros de fluorescencia de FBCaPLiLX y FB+CaPLilX resuspendidos y FB/etanol,

con Aexe=550 nm. (der.) Imagenes de membranas utilizadas para la filtracion luego de lavar con etanol.

Adicionalmente, las membranas se sumergieron en 2 mL de etanol absoluto y se
sometieron a bafio ultrasénico durante 15 min. Luego, se tomé el espectro de emisidn
del material resuspendido en etanol para ambas muestras (unida quimicamente y por
simple mezcla), con una Aexc=550nm, como se muestra en la Figura 52 izquierda. Los
espectros de estas muestras presentan una emisién centrada en 620 nm, donde, la
intensidad de emisidn de la muestra unida quimicamente (FB-CaPLiLX) es mayor que la
de la mezcla fisica, que evidentemente perdidé FB durante los lavados. El aumento de la
emisién de la FB interactuando con superficies, ya sea a través de una unidn quimica
como adsorbida fisicamente puede explicarse por la mayor rigidez molecular que sufre
la FB en esta condicion. Se conoce que el rendimiento cuantico de fluorescencia de los

colorantes de triarilmetano, como la fucsina bdsica, es mayor en una matriz sélida que
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en medio liquido. La rigidez molecular del colorante en medio sdlido parece reducir los
procesos de relajacion no radiativa que compiten con la fluorescencia [39]. Estos
ensayos, por la tanto, comprueban la funcionalizacién superficial de los nanovehiculos

con FB y su adsorcidn sobre la superficie de los liposomas recubiertos.

Fluoresceina Isotiocianato y AEPA

Como se describié en la metodologia de este capitulo, el anclaje de fluoresceina
isotiocianato (FITC) se realizé6 sobre suspensiones de liposomas cuya cobertura de
fosfato de calcio se controlé con AEPA en vez de CEPA, lo cual deja grupos amino
expuestos en la superficie de los nanovehiculos, aptos para unirse a los grupos carboxilo
del FITC mediante enlace amida. En este caso se activaron primero los grupos carboxilo
del colorante con los entrecruzadores y luego se agrego la suspension de (AEPA)CaPLiLX.

En la Figura 53 se muestra un esquema propuesto para dicho enlace.

Figura 53. Esquema propuesto del anclaje de FITC a CaPLiLX con AEPA superficial.
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Para confirmar la presencia de AEPA sobre la cobertura, se tomé el espectro ATR-FTIR
de muestras de AEPA-CaPLiLX, el cual se compara en la Figura 54 con el espectro de
AEPA en solucién y CaPLiLX (recubierto con CEPA). La muestra de AEPA presenta los
picos en la region 930 - 1060 cm™ caracteristicos de los modos vibracionales de P-O,
1240 - 1265 cm™ para C-H y 2930 cm debido a vibraciones de estiramiento del enlace
CH,. Para la muestra de AEPA-CaPLiLX, a parte de las bandas en la regién 1040- 1060 cm”
1, caracteristicas de los grupos P-O presentes en las coberturas de CaP, se pueden
observar los modos vibracionales caracteristicos de los grupos terminales NH, a 3400,
1650y 1580 cm™?, de CN a 1150-1100 cm™ y la deformacién CO- en enlaces amida a 1030
y 997 cm?, ademas de los picos a 2931 cm™ caracteristicos de vibraciones de los CH> del
AEPA. Estos resultados respaldan el hecho de que el AEPA se encuentra sobre la capa de
fosfato de calcio de los liposomas. Por otro lado, es interesante observar como la banda

a 1560 cm™, que corresponde a carboxilato, aparece solamente para la muestra CaPLiLX.

rya
Fird
— qw
g coo” || _
% ~~T ™ il |
= 7 I
£ N
£
& p
l: | T M /_M
S~ 1" ‘“\_,./"
- l ¢ (. vCH [ *
4 vO-H / vN-H vC-H * ¢ v P-OH
J vCN v P-O
1—— CEPA-CaPLILX 5 N-H v C.0
|—— AEPA-CaPLiLX
—— AEPA
s
! | ! 1 LA | ' 1 '
4000 3500 3000 1500 1000

Ndmero de onda [cm'1)

Figura 54. Espectros ATR-FTIR de AEPA y CaPLiLX con AEPA y CEPA en la cobertura.

141



Capitulo 3

Seguidamente, se midid el didmetro hidrodinamico y la carga superficial de los
nanovehiculos AEPA-CaPLiLX y FITC-CaPLiLX, cuyos resultados se resumen en la Tabla
11, en la que también se incluyd una columna con los resultados para CEPA con fines
comparativos. Como se observa, hay una disminucién en el caracter negativo de la
movilidad electroforética cuando el control de la cobertura de CaP se hace con AEPA en
vez de CEPA, lo cual se debe a la posible exposicion de grupos amino superficiales menos
negativos en lugar de grupos COO'. Esto puede explicarse por el hecho de que las
medidas de potencial zeta se tomaron a pH neutro y los grupos amino se encuentren
parcialmente protonados a ese pH. Por otro lado, la carga negativa de CaPLi no sélo se
debe a la presencia de los grupos superficiales del CEPA, sino también a grupos fosfato
de la cobertura de CaP, lo que indicaria que se tiene una cobertura parcial de la
superficie con AEPA. A pesar de ello, la carga superficial neta garantiza la estabilidad

coloidal de las formulaciones.

Llama la atencién el tamafio mucho menor de los liposomas recubiertos con AEPA
respecto de aquellos recubiertos con CEPA. Pareciera que el AEPA termina el proceso de
cobertura de los liposomas con la capa amorfa de CaP antes que el CEPA. Dado que no
se optimizé el proceso de terminacidon con AEPA y solo se repitid en su sintesis el proceso
optimizado para CEPA, resta optimizar el crecimiento de la capa de CaP y su terminacién
con AEPA de forma de obtener capas lo suficientemente anchas para los fines buscados,

tal como se discute en los préximos capitulos de esta tesis.

Cuando se funcionaliza con FITC, hay un leve aumento de la carga negativa en la
movilidad y un aumento en el didmetro hidrodinamico que sugieren la conjugacién de

los grupos amino del AEPA superficial y, por lo tanto, la incorporacion del colorante FITC.
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Tabla 11. Resultados de DLS y potencial zeta para muestras funcionalizadas con FITC.

(CEPA) (AEPA)
Muestra FITC-CaPLiLX
CaPLiLX CaPLiLX
Diametro promedio Z £ SD (nm) 171,8+0,6 NA NA
indice de polidispersidad +SD
0,204 £ 0,004 | 0,213 +0,007 0,32+0,01
(Rango 0,05-0,7)
Distribucion de tamanio por
212 +3 1176 165 £ 38
intensidad + SD (nm)
Potencial zeta £ SD (mV) -51,2+0,8 -31+2 -37+%3
Movilidad electroforética + SD
-4,01 £ 0,06 -2,4+0,1 -2,9+0,3

(umecm/Vs)

Adicionalmente, se realizaron medidas de luminiscencia y se analizaron los espectros de

emisién de fluorescencia de FITC, tanto en PBS como unido quimicamente en FITC-

CaPLiLX. Primero se excit6 la muestra de FITC-CaPLiLX a 330nm (Figura 55), obteniendo

un espectro de emisién donde se pueden ver los maximos asociados a LX (450 nm) y a

FITC (517 nm), confirmando la presencia del colorante y del antibidtico encapsulado.
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Figura 55. Espectro de emisién de FITC-CaPLiLX con Ae.=330 nm. [FITC]=5,3x10"M
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Luego se compard el espectro normalizado del fluoréforo en solucién con el de FITC-
CaPLiLX, excitando a la longitud de onda de maxima absorcién del FITC (Aexc=470 nm) y

tomando la emisién en el rango 490-680 nm (Figura 56).

1,0 |

—— FITC-CaPLiLX

0,8 —— FITC/PBS

0,6 +

0,4 +

0,2 4

Intensidad de fluorescencia normalizada

0,0

500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 56. Espectros de emision de FITC-CaPLiLX ([FITC]max. 5,3x10”7M) y FITC/PBS 7,7x10M con
Aexe=470 nm.

Si bien se observa el maximo de emisidn caracteristico del FITC a 517 nm en ambas
muestras, hay un ensanchamiento del espectro de FTIC-CaPLiLX que coincide con lo
observado cuando el colorante se une a proteinas, asociado con el efecto del ambiente
local y posible agregacion del fluordforo [129]. En conjunto, los resultados anteriores
sugieren la presencia de AEPA en la superficie de los nanovehiculos sintetizados, asi

como la unién del FITC que permitiria su uso como sonda fluorescente.
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4. CONCLUSIONES PARCIALES

Con respecto a los métodos probados para la sintesis de los nanovehiculos se pudo
determinar que, para el uso de los liposomas como portadores de carga y plantillas para
el recubrimiento, la mejor forma de sintesis fue la sonicacién, ya que permite la
obtencién de mayores volimenes de suspensiéon liposomal y mayor porcentaje de
encapsulacién con un procedimiento simple y reproducible. Ademas, no se detectd la
presencia de metales desprendidos de la sonda por técnicas de difraccién ni EDS, por lo
cual la sonicacién fue adecuada. Por otro lado, la eleccién del DOPA como fosfolipido
para la formacion de los liposomas favorece la deposicidn de la capa de fosfato de calcio
gracias a los grupos fosfato en la cabeza polar. La carga superficial negativa de los

liposomas contribuye a su estabilidad y evita la agregacién de particulas.

Se sintetizaron liposomas recubiertos con fosfato de calcio amorfo esféricos y de
tamafio 90 -160 nm de acuerdo con lo visto por técnicas microscdpicas, DLS, potencial
zeta y espectroscopia ATR-FTIR. También se confirmé la presencia de calcio en la
cobertura mediante ICP-OES y se estimd una concentracion de CaP de 150 pg/ mL; sin
embargo, resta conocer la concentracion de fésforo, mediante técnicas como ICP-MS y
espectroscopia 3!P RMN, por ejemplo, que permita conocer la relacién Ca/P en los

nanovehiculos.

Se demostro la capacidad de los liposomas recubiertos de incorporar farmacos modelo
como los antibidticos fluoroquinolonicos levofloxacina y ciprofloxacina. La distribucién
de los farmacos dentro del nucleo acuoso y/o en las bicapas se determind mediante
técnicas basadas en fluorescencia. Se pudo concluir que los antibidticos se encapsulan
en diferentes entornos de los liposomas y permiten el seguimiento por su fluorescencia

intrinseca.
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Se comprobd la incorporacién del bisfosfonato alendronato dentro de los nanovehiculos
de CaPLiAD en cantidades detectables por *H RMN. Ademas, tales concentraciones son
semejantes a las encontradas en farmacos comerciales como Osteonate® y Alendex®.
También se pudo evaluar un método espectrofotométrico para la cuantificacion
indirecta de AD mediante su derivatizaciéon con DNFB, el cual fue efectivo para
determinar concentraciones de AD en el rango de 7,4-14,7 mM de los liposomas LiAD.
Ademas, la eficiencia de encapsulacién esta en excelente acuerdo con lo determinado

mediante 'H RMN.

Se pudo ver que el uso de CEPA para la posterior funcionalizacién superficial de los
nanovehiculos fue adecuado. Se derivatizd y caracterizd la superficie de los liposomas
con AD, VCy FB, en la cual se dio la formacién de enlaces amida entre los carboxilatos
superficiales de los CaPLiLX con los grupos aminos de estas moléculas en fase acuosa,
utilizando entrecruzadores comerciales. Por su parte, también se obtuvieron
nanovehiculos recubiertos con una capa de CaP y terminados con grupos amino. En este
caso, los liposomas recubiertos pudieron derivatizarse con FITC utilizando también
entrecruzadores comerciales que propiciaron la formacién del enlace amida entre los

grupos carboxilos del FITC y los grupos amino del AEPA.

Vale discutir, que técnicas como la termogravimetria (TGA), isotermas de adsorcién de
nitrégeno (BET), y XPS, accesibles en el ambito de trabajo, hubiesen sido de gran ayuda
para determinar la composicién quimica de los grupos superficiales y el grado de
recubrimiento por moléculas orgdnicas en los nanovehiculos. Lamentablemente, estas
no pudieron utilizarse en este trabajo debido al contenido acuoso de las muestras y baja
cantidad de materia (1 mg DOPA/mL), que dificultaron su filtracion para separar el sélido

y analizarlas por estas técnicas.

En conjunto, los resultados de este capitulo muestran que se pudieron obtener los

nanosistemas de liposomas recubiertos con fosfato de calcio amorfo, se pudieron

146



Capitulo 3

incorporar distintas drogas y modificarlos superficialmente con otras, mostrando la
versatilidad de estos nanovehiculos para el potencial desarrollo de formulaciones que
permitan encapsular y transportar farmacos. Ademads, la funcionalizacién de las
nanoparticulas recubiertas con CEPA y AEPA permitié derivatizar la superficie de los
liposomas con colorantes y AD, que amplian la potencial utilizacién de estos vehiculos
para el direccionamiento al tejido dseo y seguimiento de su ubicacion mediante medidas

de microscopia de fluorescencia.

En el capitulo siguiente se mostraran los resultados de ensayos de liberacidn en solucién
y del estudio del comportamiento de los CaPLi sobre distintas superficies para continuar

evaluando su potencialidad.

147



CAPITULO 4.

ES

UDIOS DE

LIBERACION E

INTERACCION CON

SUPERFICIES



Capitulo 4

1. INTRODUCCION

Los sistemas de entrega controlada de farmacos deben ser estudiados respetando los
pardmetros fisioldgicos y fisicoquimicos que debe cumplir la droga usada como
tratamiento de una determinada enfermedad para que resulte efectiva. Para ello, es de
vital importancia conocer la cinética de liberacidn, concentracion y permanencia de los
farmacos en los sitios de interés, tanto cuando se la administra como droga sélida, en

solucidén o a través de vehiculos que las contengan y liberen bajo estimulos especificos.

Para el tratamiento de enfermedades en el hueso, es deseable que los vehiculos para el
transporte de farmacos sean capaces de dirigirse hasta el sitio dafiado donde deberan
liberar su contenido. Para ello, la compatibilidad con la matriz inorgdnica del hueso,
mayoritariamente formada por hidroxiapatita, es un requisito importante. En el caso de
traumatismos dseos que requieren la reparacion del hueso fracturado, es de interés la
incorporacion de nanosistemas de reparto en andamios o injertos que se utilicen en
ingenieria de tejidos. Esto produciria un sistema completo y sinérgico de rehabilitacion

dsea y suministro de drogas y biomoléculas de interés.

En este capitulo se describen estudios para elucidar la cinética de liberacién del
antibiético levofloxacina y del bisfosfonato alendronato desde nanovehiculos de CaPLi
en distintos medios, variando el pH y la concentracién de iones en solucidon. También se
evalud la interaccion entre CaPLiLX y distintas superficies modificadas con calcio, y la
posible inclusidon de los nanovehiculos dentro de andamios de biovidrio y de seda,
materiales que se utilizan en implantes en hueso, desde donde pudieran liberar su

contenido y formar un sistema sinérgico con las estructuras.

Las muestras de andamios de biovidrio y de nanoparticulas de hidroxiapatita utilizadas
para los ensayos de este capitulo fueron sintetizadas y provistas por la Dra. Maria Laura
Dittler. Por otro lado, las muestras de andamios de seda fueron sintetizadas y provistas

por la Lic. Victoria Machain.
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2. METODOLOGIA.
2.1. Liberacion en solucion.
2.1.1. Levofloxacina.

Los liposomas recubiertos sintetizados por sonicacidon se incubaron en PBS, buffer
acetato y SBF para estudiar la liberacion en funcién del pH y contenido de iones en el
medio. Se utilizéd levofloxacina como droga modelo. El experimento consistié en
introducir en bolsas de dialisis de 2,7cm x 4,7cm (area expuesta), 3mL de suspension de
CaPLiLX dializada y, en otro ensayo, 3 mL de LX en solucién como control. Luego, las
bolsas de didlisis se sumergieron en vasos de precipitado de 250mL con 200mL del medio
de liberacién elegido y se incubaron a (37 £ 1) °Cy se agitaron a 80rpm durante 75 horas
[91]. A diferentes intervalos de tiempo, se tomaron alicuotas de 2mL del medio de
liberacion y se reemplazaron con medio fresco para mantener constante el volumen.

Los ensayos se realizaron por duplicado.

La concentracién de LX en las alicuotas se determind midiendo la intensidad de la
fluorescencia a 450 nm (tampoén PBS y SBF) o 495 nm (tampdn de acetato), y
comparando con una curva de calibracién de concentracién de LX en los mismos medios.
La tasa de liberacion de LX (RR) se calculé mediante RR=(Qn/W) donde W es el contenido
de moles de LX en 3mL de una suspensién de CaPLiLX 9x10°M y Q, es la masa liberada
acumulada en cada intervalo de tiempo “n” [44]. Q, puede calcularse como se ve en la

Ecuacion 10:

n-1

Qn, = CpxVy + z CixV;
i=0

Ecuacion 10. Calculo para la liberacion de LX en solucion.
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Donde Ch=Concentracion molar de la alicuota tomada en el tiempo n, Vo=200 mL
(volumen del medio de liberacién), Ci= Concentracion molar de la alicuota iy Vi=2mL de

volumen de las alicuotas tomadas.

2.1.2. Alendronato.

De manera analoga, se estudid la liberacidn de alendronato desde 3mL de suspensién
de CaPLIiAD, cuya concentracion de AD estimada por *H RMN fue 1,28x103 M, a distintos
tiempos en buffer PBS, con el objetivo de dilucidar su cinética a pH fisioldgico. Las
condiciones experimentales fueron las mismas descritas en la seccidn anterior para LX,
con variaciones en los tiempos de toma de las alicuotas. Para la deteccién del
bisfosfonato se utilizaron las dos técnicas ya descritas. Por un lado, las alicuotas fueron
derivatizadas con DNFB y medidas por espectrofotometria (Capitulo 3, seccién 2.5); y

por el otro la presencia de AD en las alicuotas se determind por 'H NMR.

2.2. Interaccién con superficies ricas en calcio.

2.2.1. Interaccién con mica modificada.

Se utilizd AFM para estudiar la interaccion de las muestras de LiLX, CaPLiLX y AD-CaPLiLX
con superficies de mica ricas en Ca?*. La medida se realizé en modo dindmico (tapping)
evitando asi cambios inducidos por fuerzas laterales. En todos los casos, se gotearon 10
pl de las muestras sobre sustratos de mica recién escindida con y sin la adicion previa
de 10 pL de CaCl; 0,1 M. Las muestras se secaron con N; durante 10 minutos y se
analizaron mediante el uso de sondas dopadas con nitruro de silicio (Modelo RTESP,
Bruker, Santa Barbara, CA, EE. UU.; radios de punta, 8-12 nm, 271-311 kHz, constante

de fuerza 40 N m1). Las imagenes se obtuvieron a 252C con un microscopio de sonda de
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barrido multimodo equipado con un controlador Nanoscope V a la velocidad de barrido

tipica (1 Hz).

2.2.2. Interaccidn con nanoparticulas de HAp sobre vidrio y ruptura de CaPLi.

Para confirmar la interaccién de los liposomas recubiertos con las superficies
enriquecidas con Ca®*, especificamente con nanoparticulas de hidroxiapatita (HAp), se
prepararon muestras que portaban el colorante naranja de acridina, denominadas
CaPLiNA. La sintesis se realizd por sonicacién, tal como se describe en la seccién 2.1.3
del capitulo anterior para los nanovehiculos cargados con antibidticos y AD. En este
caso, se obtuvieron CaPLiNA con una concentracién de carga de 100 uM de NA antes de
didlisis [34]. Esto con el objetivo de poder seguir una posible liberacion del contenido en
caso de ruptura de los CaPLi, ya que el colorante NA permite una excelente observacién

a través del microscopio de epifluorescencia.

El experimento consistidé en depositar las muestras sobre portaobjetos de vidrio y
portaobjetos de vidrio previamente modificados con nanoparticulas de HAp, las cuales
presentaron una relacién Ca/P=1,67 (+0,1), estructura cristalina y longitudes de 50-
100nm [1]. La modificacidon se realizé depositando por goteo suspensiones de las
nanoparticulas de HAp sintetizadas y provistas también por la Dra. Dittler [52], sobre la

superficie del vidrio previamente lavado y dejando secar por 24h.

Inmediatamente después de la deposicién de CaPLiNA (tomado como tiempo inicial) y
después de 10 y 180 minutos de tiempo de contacto, las superficies se observaron con
un microscopio de fluorescencia (Olympus BX51, Olympus Corp., Tokio, Japén) equipado
con un filtro #WB (espejo dicroico DM500, filtro de excitacion BP450-480, filtro de

emisién BA515). El microscopio se conectd a una cdmara de video en color Olympus
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DP71 (Olympus Corp., Tokio, Japdn). Las imdagenes se tomaron instantdneamente
después de abrir el obturador del microscopio en el monitor de la computadora y en
condiciones experimentales idénticas. Se observaron también los portaobjetos
modificados y sin modificar con HAp antes de la deposicién. El ensayo se realizé por

duplicado y las imagenes fueron analizadas con el software Image J.

2.2.3. Interaccion con andamios de biovidrio modificados con nanoparticulas

de HAp.

Usando un microscopio electrénico de barrido ambiental se observé la interaccion de
liposomas recubiertos con andamios de biovidrio pristinos y modificados con
nanoparticulas de hidroxiapatita. El experimento, por duplicado, consistié en sumergir
los andamios (BGS y HAp-BGS) en 2 mL de CaPLiLX por 10 y 120 minutos. Luego, la
preparacion de la muestra para visualizar por SEM involucré pasos de fijacion vy
deshidratacion. La fijacidn se realizd sumergiendo los andamios en una solucién de
glutaraldehido al 2% a 4°C durante 2 h y lavando con una soluciéon tampén de PBS (pH
7,4). La deshidratacion se realizd mediante inmersidon secuencial en mezclas frias de
etanol y agua (30%, 50%, 70%, 90% y 95% de EtOH), seguido de dos procesos de
inmersidn en etanol absoluto a temperatura ambiente durante 20 min. Las muestras se
trataron mediante secado en punto critico para reemplazar los liquidos por CO3 y luego

se metalizaron con Au.

2.3. Retenciéon de CaPLiLX en andamios de seda.

La interaccion de los liposomas recubiertos con andamios de seda se evalud a través de
la visualizacidon por microscopia electronica de barrido y a través de la retencion del
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antibidtico levofloxacina en el andamio, siguiendo su fluorescencia. El primer ensayo
consistié en preparar una solucion 1:1 de CaPLiLX con agua y sumergir los andamios
preparados por sintesis acuosa en glicerol (GL) o lixiviados con sal (salt-leaching SL).
Ambas muestras se dejaron agitando a 80rpm y temperatura ambiente durante 20
horas, luego se extrajeron los andamios y se pusieron a secar en cajas de Petri cubiertas
con aluminio en estufa a 60°C durante 50 horas. Posteriormente fueron cortados y

metalizados para su visualizacién por SEM.

El segundo ensayo consistié en probar la liberacién de LX desde los CaPLiLX depositados
en los andamios de seda. Se probd entonces sumergir un andamio sintetizado por salt
leaching (SL) en 5mL de CaPLiLX y dejarlo en contacto por 24 horas. Luego se secé en
estufa a 60°C por un dia. Seguidamente el andamio SL se incub6 en 50mL de PBS (pH
7,4) a37°Cy 80rpm por 48 horas. Finalmente se midid la intensidad de fluorescencia de
CaPLiLX antes del ensayo y la de LX en el medio de liberaciéon (PBS) finalizado el

experimento.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Liberacién de LX en funcion del pH y modelado matematico.

En la Figura 57 se presentan los perfiles de liberacion de LX en solucidon acuosa desde
bolsas de membrana de didlisis, sumergidas en buffers PBS y acetato. Se observa que la
liberacion en PBS se produce casi por completo en menos de 3 horas en condiciones de
agitacién constante y fuerza iénicade 0,16 My pH 7,4. Por otro lado, en soluciéon tampdn
de acetato de /=0,009 My pH 4,35; el farmaco se transfiri6 completamente al medio en
menos de una hora. Estas observaciones sugieren que la difusién fuera de la membrana
de dialisis puede limitar los estudios de liberacién de LX desde CaPLiLX para tiempos de

liberacion de unas pocas horas, dependiendo del medio. En linea con esta hipétesis, se
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grafico también el perfil de liberacién de LX desde muestras preparadas por mezcla de

LX y CaPLi vacios, en PBS y SBF.
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Figura 57. Arriba: Perfiles de liberacion de LX en solucion. Las lineas representan el ajuste al modelo

Kosmeyer-Peppas. abajo: Liberacion de LX adsorbido sobre CaPLi vacios.

155



Capitulo 4

El ensayo experimental consistio en poner en contacto CaPLi vacios con una solucion
acuosa de LX para una concentracion final de 100uM (la carga habitual de los LiLX). Se
dejoé agitando a 80rpm por un dia. Se procedié a estudiar la liberacion del sistema
CaPLi+LX en SBF y PBS a 37° y 80rpm para estudiar la cinética del LX adsorbido en la
superficie exterior del nanovehiculo. Se pudo observar que, dentro de las tres primeras
horas, difunde aproximadamente el 80% del LX en PBS, mientras que sdélo lo hace un
50% desde SBF, mostrando que una parte del LX puede quedar adsorbido externamente

sobre los CaPLi en ese tiempo.

El farmaco encapsulado en vesiculas de CaPLiLX y sumergido en PBS, tampdn de acetato
y medio SBF (ver Figura 58), mostrd una liberacion inicial rapida del orden de 35-45% en
todos los medios estudiados durante las primeras horas. Esta liberacién coincide con la
observada para la muestra de LX adsorbida en la capa externa de los liposomas vacios
en medio PBS [95], [130], [131]. Dado que la liberacién masiva tiene lugar en la misma
ventana de tiempo que la difusién de LX desde la membrana de didlisis, como se puede
observar en la Figura 57 para experimentos en PBS, debe considerarse en el analisis de

los mecanismos de liberacién de farmacos de estos experimentos.
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Figura 58. Perfiles de liberacion para LX encapsulado en CaPLiLX. Las curvas representan el ajuste al

modelo Kosmeyer-Peppas (hasta aproximadamente 0,6). Las barras son la desviacion estandar.

Para obtener informacidn sobre los mecanismos de liberacion implicados, la fraccion de
farmaco liberada en el tiempo t (RR) hasta RR= 0,6 de todas las curvas de la Figura 58,
se ajusté al modelo de Korsmeyer-Peppas (KP), desarrollado con base en la liberacién
de farmacos hidrosolubles desde matrices poliméricas y también aplicado a materiales
y compositos CaP-ceramicos porosos [22], [132]. El modelo es de utilidad para describir
la liberacion de principios activos cuando no se conoce el proceso que controla su
liberacion o bien este es la combinacién de un proceso de liberacion difusional que sigue

las leyes de Fick y otro tipo de transporte no Fickiano.
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Para ello, se ajustaron las curvas de RR frente al tiempo (ver lineas en la Figura 58) a la
relacion de KP RR=kgpxt", donde kkp es la constante de velocidad de liberacion que
depende de las caracteristicas fisicas y estructurales del vehiculo y del fdrmaco, y n es el
exponente de liberacion que depende del mecanismo de liberacion del farmaco y de la
geometria del vehiculo. Los parametros ajustados se muestran en la Tabla 12 y se
obtuvieron con un coeficiente de determinacidon r?>0,90. Los valores de kgp obtenidos
son, dentro del error experimental, similares para LX adsorbido en la superficie de CaPLi
y para CaPLiLX, ambos en solucién tampdn PBS (pH 7,4) y acetato (pH 4,35), apoyando
asi que el vehiculo tiene la misma naturaleza en todos los casos. Sin embargo, el ajuste
para la liberacion desde CaPLiLX en SBF presenta un valor k¢p=0,55, lo que podria
asociarse a una modificacion en la estructura del nanovehiculo, mediada por la
presencia de iones Ca%* y Mg?* en el medio de liberacidn, que no estan presentes en los

otros medios estudiados.

Tabla 12. Parametros obtenidos a partir de datos ajustados a los modelos de liberacion de farmacos
Korsmeyer-Peppas y Weibull, para la cinética de liberacion de LX desde CaPLilLX en distintos fluidos,
adsorbido sobre CaPLi y en solucion de PBS.

Korsmeyer-Peppas Weibull
Modelo
RR = kipp x t* RR =1 —exp (—t’/a)
Parametros kkp n a b
CaPLiLX en SBF 0,55+0,01 0,14+0,02 1,23+0,06 0,13+0,02
CaPLiLX en Buffer
0,39+0,02 0,11+0,02 2,0+0,1 0,15+0,02
acetato
CaPLiLX en PBS 0,35%0,02 0,11+0,02 2,410,2 0,17+0,03
LX libre en PBS 0,59+0,05 0,6+0,1 -- --
LX adsorbido sobre CaPLi
0,39+0,01 0,88+0,02 -- --
en PBS

158




Capitulo 4

Por otro lado, los valores del exponente de liberacién n fueron, dentro del error
experimental, del orden de 0,11 para la liberacién de LX encapsulado en CaPLiLX en los
tres medios estudiados. Segun la bibliografia, esto indica que en todos los medios ocurre
el mismo fendmeno de transporte, asociado a un mecanismo difusional de Fick, ya que
n < 0,43 se reporta como el valor limite para este mecanismo en muestras esféricas
monodispersas [133]. En este caso, el valor de n observado puede estar parcialmente
relacionado con distintas formas de interaccion de LX sobre la superficie del
nanovehiculo, teniendo en cuenta que el antibiético tiene que salir desde los distintos
entornos del liposoma, incluida la capa de CaP, lo que pude conducir a un proceso de
liberacion acelerado en tiempos cortos y a un transporte desacelerado en tiempos largos

[133].

La ecuacion de KP (RR=kgpxt") tiene dos casos especiales con significado fisico: cuando
n=0,5, que indica liberacién de farmaco controlada por difusiéon y cuando n=1,0, que
indica liberacién de farmaco de orden cero [134]. El modelo cinético de orden cero,
también conocido como transporte de caso Il en ciencia de polimeros o modelo de
cinética ideal, se utiliza para describir farmacos que se liberan lentamente y mantienen
constantes los niveles de concentracion durante la administracion, por lo cual la tasa de
entrega no depende de su concentracion; se puede aplicar para describir la liberacién
de farmacos a partir de formas de dosificacién recubiertas, productos con baja
solubilidad en agua y sistemas osméticos [135]. Para vehiculos con geometria esférica
se ha determinado que los casos especiales de n son 0,43 y 0,85, por lo cual, un valor de
0,43<n<0,85 puede considerarse como un indicador de la superposicion de ambos
fenédmenos descritos, llamado también transporte andémalo. En este trabajo, la
liberacion de LX libre muestra una kkp=0,59 y n=0,6 + 0,1, dominada por la difusién;
mientras que LX adsorbido sobre la superficie externa de CaPLi (n=0,88+0,02), mas
cercano a n=0,85, se asemeja a un caso |l de transporte, en consonancia con la desorcién

del farmaco desde la superficie y difusién a través de la bolsa de dialisis.
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Adicionalmente, para efectos comparativos, el conjunto completo de datos también se
ajusté al modelo de Weibull que considera la difusidn de drogas a través de materiales
porosos [136], como se observa en la Tabla 12. En este caso se utilizo la relacion RR=1-
exp(-t°/a), donde el valor del pardmetro b es indicativo del tipo de mecanismo de
liberacion y “a” es un factor de escala. El ajuste de los datos de liberacidn al modelo de
Weibull corresponde a r>>0,91 para todos los medios. Sin embargo, los valores de b<0,35
obtenidos para todas las muestras no se encuentran con frecuencia en la literatura y se

atribuyen a materiales altamente desordenados.

En conjunto, estos resultados respaldan que cualquier liberacién de LX desde vesiculas
de CaPLiLX en PBS y tampdn de acetato se produce inicialmente a partir de LX adsorbido
en la capa exterior de CaP de la nanoestructura. Tal liberacién de farmaco se produce
dentro de la misma ventana de tiempo que la difusidn de LX libre en el medio fuera de
la membrana de dialisis. Teniendo en cuenta que, después de la primera liberacion en
masa, no se observa este fendmeno desde CaPLiLX en PBS y tampones de acetato, se
puede concluir que LX adsorbido en la superficie de la capa exterior del vehiculo equivale

a un 40 a 45% del antibidtico total contenida en los CaPLiLX.

3.1.1. Efecto del contenido de iones del medio.

Como se observa en los resultados previos, la respuesta de CaPLiLX en SBF evidencia una
situacion diferente, puesto que hay una liberacién preferencial del farmaco, cercana al
90% luego de 50 horas en este medio, lo que indica que la composicion idnica del SBF es
responsable de la liberacién mejorada, ya que el pH es el mismo que en PBS. Ademas, el
parametro del modelo de Korsmeyer-Peppas kkp=0,55 sugiere una alteracion en el

nanovehiculo que facilita la entrega del farmaco.
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Teniendo en cuenta el cardcter amorfo del recubrimiento de CaP segun lo determinado
por los experimentos de DRX, se planted la hipdtesis de que la presencia de iones Ca®*y
Mg?* en SBF puede estar involucrada en la liberacién mejorada de farmacos de los
nanoportadores. En una primera instancia, mediante DRX y WAXS se explord la posible
transformacién del fosfato de calcio amorfo (ACP) en apatita cristalina en presencia de
Ca®* y Mg?*, en linea con estudios en la literatura que indican la transformacién de
fosfatos de calcio amorfos conteniendo aminodcidos en apatita cuando se los sumerge

en una solucion que contiene una sal de calcio [137].

El patrén DRX (Figura 39) obtenido para CaPLiLX depositado en un portaobjetos de vidrio
con una solucidon que contiene Ca?* (como CaCl, 0,05 M) coincide con el obtenido en
ausencia de la sal de iones divalentes. Ambas muestras presentan una banda ancha a 26
~ 25° tipica de una muestra amorfa. Ademas, los patrones experimentales de WAXS que
se muestran en la Figura 40 presentan la misma banda ancha en el rango 20-40°, tipico
de las muestras amorfas, tanto para CaPLiLX en PBS como suspendidas en una solucién
de Ca?* (CaCl 0,05 M). En conjunto, los datos DRX y WAXS confirman que no se produce
una formacidn significativa de una fase cristalina de fosfato de calcio cuando la capa de

CaP entra en contacto con los iones de calcio.

Por otra parte, la formacién de un complejo de coordinacidn entre los grupos carboxilo
superficiales de las nanoparticulas y los iones Ca®* estd bien documentada en la
bibliografia [138]. Teniendo en cuenta que la superficie de CaP de las nanocapsulas
termina con la unién de moléculas de CEPA, dicha superficie es abundante en grupos
carboxilo (ver resultados ATR-FTIR). Por ello, se propone la hipdtesis de que la unién de
los iones Ca?* a estos grupos carboxilo superficiales puede desencadenar el desmontaje
de toda la estructura, lo que finalmente conduce a la liberacién del farmaco. En ese
sentido, se demostrd en literatura que la presencia de cationes divalentes como Ca®'y
Mg?* puede conducir al colapso de las terminaciones carboxilicas de coloides esféricos

y provocar también su agregacién [139], [140].
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Con el propdsito de confirmar dicha hipdtesis, se evaluaron el didmetro hidrodindmico
y la carga superficial de las muestras de CaPLiLX luego de estar en presencia de iones
divalentes (Ca?* y Mg?*) a una concentracién de 0,05M por 24 horas, como se muestra

en la Tabla 13.

Tabla 13. Didmetro y movilidad electroforética de CaPLiLX en ausencia y presencia de Ca®* y Mg*".

Diametro Movilidad electroforética
Muestra PDI
(nm)(£SD) (umecm/Vs) (£SD)
0,204 +
CaPLiLX 171,8+0,6 -4,01 £ 0,06
0,004
CaPLiLX+Ca?* 832+ 86 -0,49 + 0,06 0,75 + 0,05

1182 + 134 (64%)
CaPLiLX+Mg?* - 0,79 + 0,04

228 + 33 (36%)

Se observé un aumento del diametro hidrodinamico del nanomaterial en suspension y
la consiguiente disminucion de la movilidad electroforética en presencia tanto de Ca?*
como de Mg?*, respecto a las muestras de CaPLiLX en ausencia de cationes divalentes.
Estas observaciones respaldan la formacion de nanomaterial aglomerado mediada por
complejos carboxilo-cation divalente [141]. También se observd un aumento
significativo de la movilidad (menos negativa) en presencia de cationes divalentes. El
orden del indice de polidispersidad PDI (= 0,70) en presencia de los iones divalentes

indica una muestra extremadamente polidispersa.

Teniendo en cuenta lo anterior y la liberacion mejorada de LX en SBF (ver Figura 58), el
efecto de los cationes divalentes en la aglomeracién y el consiguiente desmontaje de las
nanocapsulas en solucidn estan fuertemente respaldados. En vista de estos resultados
y teniendo en cuenta el objetivo de desarrollar un nanoportador de farmacos que

responda a las superficies de Ca?*, se exploré més a fondo el comportamiento de las

162



Capitulo 4

nanocapsulas de CaP sobre superficies enriquecidas con Ca?* mediante diversos estudios

de microscopia, como se vera a partir de la seccion 3.3 de este capitulo.

3.2. Liberacion de AD.

Con el objetivo de elucidar la cinética de liberacidn del bisfosfonato alendronato a partir
de liposomas recubiertos CaPLiAD, se realizaron ensayos de liberacién en PBS (pH=7,4)
de manera analoga a los ensayos de la seccién anterior con LX, por 24h a 37°Cy 80rpm.
El ensayo se hizo por duplicado tomando alicuotas de 2mL de PBS (medio de liberacion)
a0,5,1, 2, 4y 24h. También se realizé el ensayo para el blanco de AD en H,0. Como
primer resultado, se midid la concentracién de AD en las alicuotas mediante UV-Vis,
previa derivatizacién con DNFB, como se ve en la Figura 59. Cabe aclarar que la
absorbancia detectada corresponde a la dilucién de las muestras para realizar la

derivatizacién con DNFB (ver Seccion 2.5 Capitulo 3).
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Figura 59. Espectro de absorcion de alicuotas de AD (arriba) y CaPLiAD en PBS (abajo).

La Figura 59 muestra que, para ambos ensayos, el método UV-vis no resultd lo
suficientemente sensible para medir la cantidad de Alendronato liberada en el tiempo.
No obstante, se pudo comparar la concentracién de AD en la bolsa de didlisis, antes y
después de 24 h en que se concluyd el ensayo (final en membrana). Mientras que para
AD libre en solucidn, todo el farmaco salié de la membrana luego de 24 hs, para CaPLIAD
se observa AD remanente en los liposomas luego de este tiempo. Estos resultados se
muestran en la Tabla 14. Se observa que hay una permanencia estimada del 5% del
alendronato luego de 24h de liberacion bajo condiciones controladas de temperaturay

agitacion.
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Tabla 14. Concentracion estimada de AD en CaPLiAD por Uv-Vis luego de liberacion.

Abs a [mM]
Muestra [mM] real % Permanencia
420nm detectada
CaPLiAD inicial 0,2450 0,113 5,6
CaPLiAD final en 5,5%
0,1370 0,063 0,3
membrana (24h)

Por otro lado, se reprodujo el ensayo de liberacién y se tomaron muestras a tiempos
cero, 2, 24 y 48h, esta vez para medir por *H RMN la concentracidn de alendronato y
contrastar con lo obtenido por espectroscopia UV-Vis. Las muestras medidas
corresponden a la suspensiéon de CaPLIAD dentro de la membrana de didlisis en los
tiempos mencionados, pues la concentracion de AD que sale al medio de liberaciéon no

pudo ser detectada. Los resultados se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Concentracion estimada de AD en CaPLiAD por 'H RMN luego de liberacién. ND: No

detectado.
Tiempo (h) 0 2 24 48
[mM] 1,28 + 0,07 0,61 +£0,05 ND ND
% Permanencia -- 48 % - -

Como indican los resultados, existe una diferencia entre la concentracion de
alendronato que puede ser detectada por cada método, ya que por UV-Vis aparece un
porcentaje de permanencia del 5% de AD en CaPLIAD a las 24h, mientras que por 'H
RMN, la cantidad de AD no fue detectable en ese tiempo. Esto se debe a la diferencia en
los rangos de concentracion que detecta cada técnica para las muestras estudiadas. Por
un lado, el rango de linealidad para la curva de calibracion por absorbancia es 10-60 pg
AD/mL, equivalente a 0,03-0,18 mM, y por el otro, la minima concentracién que se pudo
detectar de alendronato por H RMN fue de aproximadamente 0,2 mg AD/mL,
equivalente a 0,615 mM. En consecuencia, la presencia de AD a las 24h pudo ser

detectada por absorbancia y no por *H RMN ya que la concentracién estimada de 0,063
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mM AD (ver Tabla 14), esta dentro del rango de linealidad del método por UV-Vis pero
es inferior al valor minimo del método por resonancia magnética nuclear. Este resultado
es de utilidad a la hora de elegir una metodologia de medicién de acuerdo con la

concentraciéon esperada del bisfosfonato.

Finalmente, con el objetivo de evaluar la pérdida espontdnea de carga de los
nanovehiculos de CaPLIAD, se midié por *H RMN la concentracion de AD en la muestra
inicial del ensayo luego de 40 dias en condiciones de almacenamiento (heladera a 4°C
en frasco dmbar). El resultado fue 0,89 + 0,03 mM, lo que indica que permanece hasta
un 70% de la carga de AD en los nanovehiculos, en comparacion con 1,28 + 0,07 mM de
concentracioén inicial. Por otro lado, en el ensayo de liberacién a 37°Cy 80rpm, se libera
casi un 50% de la carga en las primeras 2 horas (ver Tabla 15). Esto indica que la entrega
del bisfosfonato a partir de CaPLiAD es altamente sensible a la temperatura, pH y

condiciones mecanicas en las que se encuentre.

El alendronato es un compuesto muy hidrofilico que no puede ser detectado mediante
técnicas de fotoluminiscencia, por lo cual su incorporacién dentro de nanosistemas de
entrega controlada y el desarrollo de metodologias para su deteccion son desafios en
los que se continda trabajando. Los ensayos de liberacién aqui realizados solo permiten
estimar la incorporacidén y condiciones de entrega de AD en medio neutro, ademas de

comparar su cuantificacién por dos metodologias independientes.

3.3. Interaccidn con superficies de mica estudiadas por AFM.

Se tomaron imagenes de AFM de los nanovehiculos de LiLX, CaPLiLX y AD-CaPLiLX
depositadas sobre la mica con y sin el uso de CaCl,, con el objetivo de estudiar las
diferencias y el posible efecto del Ca?*. En la Figura 60 se pueden ver las imagenes

topograficas tomadas por AFM.
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Figura 60. Imdgenes AFM de LiLX, CaPLiLX y AD-CaPLiLX sobre mica con y sin Ca’*.

Efectivamente, lasimagenes en la Figura 60 tomadas para LiLX depositadas sobre la mica
enriquecida con CaCl; muestran que las vesiculas permanecen en la superficie
manteniendo su forma, en concordancia con lo visto por TEM (ver Figura 20). Es una
practica frecuente en AFM utilizar CaCl, para fijar las vesiculas sobre la superficie de
mica y asi evitar que la punta del microscopio las desprenda. Sin embargo, las imagenes
de CaPLiLX y AD-CaPLiLX depositadas en presencia de CaCl; muestran la agregaciéon y
formaciéon de cumulos de particulas que dificultaron el recorrido de la punta por la
superficie, tal como se deduce de los perfiles de altura de dichas muestras mostradas en
las Figura 61 y Figura 62, respectivamente. Los perfiles de altura corresponden a la
seccién transversal de la imagen, donde se representan con una linea que atraviesa de

forma horizontal. Las lineas punteadas en el perfil de altura se trazan para medir el
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diametro de los nanovehiculos del color correspondiente, tomando la longitud de la

base de cada pico.

13,7 nm

h=

—

0.5

Sin CaCl,

] [
I D=163nm i

05 1 1.5 2 25 s as 4 45 um

Con CaCl, (5,0 pm)
§
f’/

nm

Con CaCl, (1,2 um)
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Figura 61. Imdgenes AFM de CaPLiLX sobre mica con y sin Ca’*con sus respectivos perfiles de altura.

Como se puede observar en la imagen de nanocascaras de CaPLiLX depositadas en
ausencia de calcio, estdn presentes nanovehiculos y algunos aglomerados, mientras que
el perfil de altura mostré nanoparticulas bien definidas con una altura promedio de 9,8
nm y un didmetro promedio de 132,5 nm, en linea con los resultados de DLS y
microscopia electrdnica. En contraposicidn, las imagenes de CaPLiLX depositadas sobre
mica con el tratamiento previo con iones Ca%*, mostraron la agregacion, aplastamiento

168



Capitulo 4

y arrastre de las nanocascaras en la superficie. Ademas, las formas irregulares
registradas por la sonda son evidentes en el perfil de altura, tanto para 5,0 como para
1,2 um, donde se presenta una altura de cerca de 4 nm, en coincidencia con lo
observado para un espesor de bicapa de fosfolipidos [125], [142]. El resultado sugiere la
ruptura de la cubierta de CaP cuando la muestra esta en contacto con una superficie rica
en Ca?*, dejando los liposomas expuestos y provocando su desacoplamiento en la

superficie.

3.1 nm

1: Height 50um

1: Height 50um

Figura 62. Imdgenes AFM de AD-CaPLiLX sobre mica con y sin Ca’*con sus respectivos perfiles de

altura.

En el caso de los nanovehiculos funcionalizados de AD-CaPLiLX, también hay una
influencia notable de los iones Ca2* sobre la agregacién de los liposomas, observada
tanto en las imagenes topograficas como en los perfiles de altura, donde se presentan
vesiculas definidas y distribuidas con una altura promedio de 20 nm cuando no hay

calcio, mientras que la presencia del ion genera cimulos de liposomas recubiertos. Cabe
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notar que el anclaje del alendronato en la superficie podria amortiguar el rompimiento
de las nanoparticulas en presencia de calcio, ya que en comparacion con los CaPLiLX sin

funcionalizar, la disrupcién observada para AD-CaPLiLX es menos agresiva.

3.3.1. Efecto del alendronato en AD-CaPLiLX

De acuerdo con los resultados de AFM, hay un posible efecto del alendronato superficial
en la disrupcion del liposoma recubierto al interactuar con calcio sobre la mica, haciendo
que la ruptura de los CaPLiLX se vea amortiguada en cierta medida por el AD anclado en
los AD-CaPLiLX. Con el objetivo de profundizar en dicho efecto y confirmar si hay una
ralentizacion en la liberacién de la carga de los nanovehiculos por la presencia del
bisfosfonato superficial, se realizaron ensayos de liberacién de levofloxacina a partir de
AD-CaPLiLX en PBS y se compararon los resultados con los obtenidos previamente para
CaPLiLX en el mismo medio. El procedimiento experimental fue el mismo descrito en la
seccidn 2.1.1 del presente capitulo, tomando alicuotas a tiempos 0, 1, 2, 4 y 24 horas. El

resultado se muestra en la Figura 63.
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—— ADCaPLiLX
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Figura 63. Perfiles de liberacion para LX encapsulado en CaPLiLX y AD-CaPLiLX en PBS.
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Se puede observar una liberacion inicial rapida para LX desde AD-CaPLiLX tal como
ocurre para CaPLiLX; sin embargo, hay una diferencia considerable en la carga que sale
de los nanovehiculos cuando estdn modificados superficialmente con alendronato,
reduciéndose aproximadamente 30% en las primeras 3-4 horas. Ademas, dentro de las
24h del ensayo, no se detecta mas del 12% del antibiético liberado al medio, lo que
indica una notable limitacion en la entrega de la carga a partir del vehiculo
funcionalizado. Esto puede deberse a la interaccion entre el bisfosfonato y el calcio de

la cobertura de CaP en la superficie del nanovehiculo, como se discutird a continuacién.

El tejido 6seo sufre una reconstruccidon constante y se equilibra gracias a los
osteoblastos que producen hueso y a los osteoclastos que destruyen el hueso (resorcion
Osea). Cuando estd relacion esta desbalanceada, se presenta una actividad de los
osteoclastos mayor a la tasa en la que los osteoblastos pueden generar nuevo tejido
dseo, provocando enfermedades como la osteoporosis. Es entonces cuando intervienen
los bisfosfonatos como droga de tratamiento, ya que previenen la digestidon del hueso
al inducir apoptosis o muerte celular en los osteoclastos, lo que disminuye la velocidad
de destruccién ésea [143]. Debido a su gran afinidad por el calcio, los bisfosfonatos una
vez ingeridos son rdpidamente aclarados de la sangre y selectivamente adsorbidos por
las superficies minerales dseas, formando quelatos con el ion Ca?* como esquematiza la
Figura 64. Los bisfosfonatos permanecen en la superficie mineral hasta que son

liberados y “engullidos” por los osteoclastos [144].
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Figura 64. Mecanismo de quelacion de bisfosfonatos al hueso del cuerpo humano. Tomado de [143].
Recuadro: molécula de alendronato.

La capacidad de los bisfosfonatos para inhibir la resorcion 6ésea depende
fundamentalmente de dos propiedades de la molécula: a) la accién de anclaje de los dos
grupos fosfonados que se ve potenciada cuando hay un grupo hidroxilo en posicion R1,
ya que dan una mayor union a la superficie 6sea conformando una estructura tridentada
quelante de los iones de calcio; y b) la conformacion estructural y tridimensional de la
cadena lateral en R2, que influencia la capacidad para interaccionar con otras moléculas
especificas, determina su actividad bioldgica e influye en gran parte en la potencia de la
resorcién 6sea del compuesto, como se ha demostrado con compuestos como el
pamidronato y el alendronato, que son del orden de 10-100 veces mas potentes por la
caracteristica de contener un nitrégeno en su secuencia [144]. Se puede ver entonces
gue en particular el alendronato es un bisfosfonato muy afin al tejido dseo y con alta
tendencia a formar quelatos con el calcio, por la presencia del grupo OH en R1 y de -

(CH2)3-NH; en R2.

En el caso de los sistemas de AD-CaPLiLX sintetizados en este trabajo, se propuso un

mecanismo de unidn del alendronato a la superficie del nanovehiculo mediante un
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enlace amida entre el -NH; del AD y los grupos -COOH del CEPA (ver Seccién 3.5.1
Capitulo 3). No obstante, también puede presentarse la quelacion entre los grupos
fosfato del AD y el calcio presente en la cobertura, dando lugar a un complejo estable e
insoluble entre el AD y los CaPLi que limita la disrupcién de las nanovesiculas y la
liberacion de la carga, como indican los resultados de AFM vy liberacion en PBS. Estos
resultados son de gran interés a la hora de disefiar nanovehiculos compuestos, que
ademas de alojar farmacos en su interior, permitan ejercer un control sobre la cinética

de entrega a través de la modificacién con grupos superficiales compatibles.

3.4. Interaccién con andamios de biovidrio estudiadas por SEM.

Para explorar el efecto de la especiacion del calcio en la interaccidn de los nanovehiculos
con superficies enriquecidas con distintas sales de calcio, se obtuvieron imagenes SEM
de CaPLiLX depositadas sobre andamios de biovidrio (BG) y andamios de biovidrio con
hidroxiapatita (HAp-BG) después de 10 y 120 minutos de contacto (Figura 65). Para una
mejor comparacién, también se muestran imagenes del andamio BG sin modificar y

modificado con HAp antes del contacto con los nanovehiculos.
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Figura 65. Imdgenes SEM de la interaccion de CaPLiLX con biovidrio modificado con HAp (abajo) y sin

modificar (arriba) a 10 min y 120 min de tiempo de contacto. También se muestran imdgenes de control

del biovidrio antes de la deposicion de CaPLiLX.

Como se puede observar en las imagenes, hay una adhesién y acumulacion de CaPLiLX
sobre ambas superficies estudiadas casi inmediata, a partir de los 10 min de contacto.
En el caso del andamio sin modificar, los nanovehiculos muestran una distribucion
uniforme sobre la superficie, mientras que para HAp-BG, se observa la adsorcién de los
CaPLiLX tanto sobre la superficie de BG como sobre las nanoparticulas de HAp, para
ambos tiempos de contacto, pudiéndose ver algunos nanoliposomas enteros. En
principio, ambas superficies son aptas para la adsorcién de los nanovehiculos, aunque

nada se puede concluir con las imagenes de SEM sobre la ruptura de las nanocapsulas.
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3.5. Interaccion con superficies de vidrio estudiada por microscopia de

Epifluorescencia.

Finalmente, para confirmar la ruptura de las nanocapsulas de CaPLi vy la liberacion de su
contenido, se prepard una nueva suspension de liposomas recubiertos de CaP que
contenian el fluoréforo naranja de acridina (CaPLiNA) y se observaron en un microscopio
de epifluorescencia. La liberacién de naranja de acridina se estudié en portaobjetos de
vidrio sin recubrimiento y con recubrimiento previo de nanoparticulas de HAp,
observando la morfologia y los cambios en la intensidad de emision del fluoréforo en
diferentes tiempos de contacto. Para ello, se depositaron 2 mL de suspensién de
CaPLiNA sobre los vidrios y se observé todo el sistema inmediatamente (0 min) y
después de 10 minutos y 180 min de tiempo de contacto. También se obtuvieron
imagenes de control antes de afiadir la suspensién de CaPLiNA para comprobar la

ausencia de emision en superficies de vidrio no modificadas y modificadas con HAp.

Las imagenes, tomadas por triplicado, mostraron la liberacién del fluoréforo NA de los
nanovehiculos en los vidrios modificados con HAp desde los primeros minutos de
contacto, lo que llevé a la tincidn de toda la superficie del vidrio modificado con HAp
después de 180 min (Figura 66). Por otro lado, la emisién observada sobre la superficie
no modificada se concentra en pequefias dreas correspondientes al fluoréforo

contenido en los CaPLiNA o sus agregados.
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Figura 66. Imagenes de epifluorescencia de la interaccion de CaPLiNA con vidrio modificado con HAp

(abajo) y sin modificar (arriba) a 0 min, 10 min y 180 min de tiempo de contacto. También se muestran

imagenes de control. La barra de escala es de 10 um.

La intensidad de la fluorescencia en funcién de la superficie y el tiempo de contacto se
evalué mediante el calculo del drea cubierta en la imagen utilizando el software Image
J. Los resultados presentados en la Figura 67 demostraron claramente la liberacidn

mejorada del fluoréforo NA desde los nanovehiculos CaPLINA depositados sobre la

superficie modificada con HAp.
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Figura 67. Andlisis por fluorescencia del area cubierta en portaobjetos de vidrio no modificado y
modificado con HAp en funcion del tiempo de contacto: 0 min (negro), 10 min (rojo) y 180 min (verde).

Las barras de error corresponden a la desviacion estandar.
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En conjunto, los resultados de la microscopia de fuerza atdmica y epifluorescencia
respaldan la hipdtesis de que las capas de CaP se acumulan inmediatamente después
del contacto y se rompen sobre diversas superficies que contienen calcio, exponiendo
los liposomas, que se desmontan, liberando entonces el contenido de farmaco al

entorno en pocas horas.

3.6. Interaccidon con andamios de seda.

Como se menciond anteriormente, se realizd la carga de los nanovehiculos sobre
andamios de seda sintetizados por dos métodos diferentes, por sintesis acuosa con
glicerol (GL) o lixiviados con sal (SL). La Figura 68 corresponde a imagenes tomadas por
microscopia electrdnica de barrido de los andamios con y sin CaPLiLX. Tanto para
andamios de GL como de SL, se notd que las estructuras de seda no se modificaron por
la interaccién con las suspensiones de nanovehiculos y se observaron vesiculas que
coinciden en tamafiio y forma con CaPLiLX y agregados de los mismos, que permanecen

adheridos a la superficie de la seda.
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Glicerol (GL)
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Figura 68. Imdagenes SEM de andamios de seda. Blancos A)100X y B)20000X. C) Andamios luego de
estar en contacto con CaPLiLX 40000X-50000X.
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Por otro lado, para confirmar la presencia de los liposomas recubiertos sobre la seda, se
estudio la fluorescencia de la levofloxacina encapsulada en la suspension de CaPLiLX,
antes y después de la inmersion del andamio de SL utilizado para este ensayo. Cabe
aclarar que no se midid la emisidn directamente sobre el andamio porque la seda
presenta una alta fluorescencia en todo el intervalo de andlisis, asi que no se pudo
distinguir la emisién del antibidtico. De acuerdo con los espectros de emisidn que se
observan en la Figura 69, hay una disminucidn en la intensidad de fluorescencia de LX,
lo cual puede corresponder a que parte de los nanovehiculos CaPLiLX se adsorbieron

sobre el andamio.

6e+6 - —— CaPLiLX antes seda
—— CaPLiLX despues seda

5e+6 -

4e+6

3e+6 -

2e+6 -

1e+6 -

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

400 450 500 550 600 650

Longitud de onda (nm)

Figura 69. Espectro de emision de CaPLiLX antes y después de sumergir el andamio de SL. Aexc
=330nm.

En adicidn, se realizo un ensayo de liberacidén de LX desde los liposomas anclados en el
andamio de SL. Para ello se incubaron los andamios SL con una suspension de CaPLiLX,
se retiraron los andamios, se secaron y finalmente se pusieron en contacto con PBS
fresco por 48 horas. Finalmente se retiraron los andamios y se midio la fluorescencia de
la solucion de PBS remanente. La Figura 70 muestra el espectro de la solucién de PBS

remanente, normalizado, junto con el espectro de LX en PBS para fines comparativos.
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Figura 70. Espectro de emision de la suspension de PBS luego de sumergir el andamio de SL. Aexc

=330nm.

Como se observa en la Figura 70, la solucidon remanente de PBS luego del ensayo de
liberacién muestra el maximo de emision caracteristico del antibidtico en este solvente,
respaldando el hecho de que los nanovehiculos retenidos en la estructura del andamio
fueron capaces de liberar LX al medio. En conjunto, estos resultados dan una

aproximacion cualitativa de la efectiva interaccidn de los CaPLiLX con andamios de seda.
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4. CONCLUSIONES PARCIALES.

Tanto las condiciones fisicoquimicas del medio de liberacion como el disefio estructural
de los nanovehiculos influyen fuertemente en la cinética de liberacidn de los farmacos
encapsulados. Se pudo observar que los CaPLiLX son sensibles al pH y al contenido y
naturaleza de los iones del medio. También se pudo establecer que, de acuerdo con el
modelo de Korsmeyer-Peppas, las caracteristicas fisicas y estructurales de los
nanovehiculos son de la misma naturaleza en todos los medios estudiados. En cuanto al
mecanismo de liberacién, se encontré que para CaPLiLX en PBS, buffer acetato y SBF,
ocurre un fendmeno de transporte difusional de Fick, acorde con lo esperado para
muestras esféricas monodispersas. Esto respalda el hecho de que el LX debe salir de los
distintos entornos del liposoma, incluida la capa de fosfato de calcio en donde puede
estar adsorbido el antibiético, por lo que se observa una rapida liberacién inicial seguida

de un transporte desacelerado a tiempos prolongados.

El cardcter amorfo de la capa de CaP de los vehiculos es una condicién decisiva que
desencadena la liberacidn de cualquier farmaco incluido en los liposomas. Es bien
conocido por la literatura que el CaP amorfo se disuelve mas facilmente que los sdlidos
de fosfato de calcio cristalino, potenciando entonces su disolucién en el medio

fisioldgico [145][146], [147].

La liberacion de farmacos desde la superficie de las nanoparticulas sdlidas de CaP
depende de los grupos anclados en la superficie y del tipo de interaccién fisica que
mantienen la superficie del CaP amorfo con las distintas moléculas. En este caso, la
liberacion rapida de levofloxacina observada desde la superficie de CaPLiLX, puede
deberse a una débil adsorcion de LX en la capa externa amorfa de CaP. Esta condicidon
estd en linea con el hecho de que los sistemas de liberacién controlada dispensan
inicialmente parte de la dosis contenida para alcanzar rapidamente la concentracion

terapéutica eficaz del farmaco. Luego, la cinética de liberacién del fdrmaco debe seguir
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un comportamiento bien definido para suministrar la dosis de mantenimiento que
permita alcanzar la concentracion deseada. En consecuencia, el compromiso entre una
liberacion inicial rapida de LX y una optimizacion de la cinética de liberacion posterior
podria satisfacer las necesidades terapéuticas, lo cual es un desafio que se debe

continuar explorando.

La respuesta de liberacién de las capas de CaP sobre los nanovehiculos a los cationes
Ca%* y Mg?* en solucidon mostrd que estos iones divalentes fueron capaces de provocar
la agregacién y desencadenar la ruptura de la capa de CaP. En linea con este
comportamiento, se observd una respuesta inmediata de la localizacion de las
nanocapsulas de CaP en diversas superficies modificadas con sales Ca?* y nanoparticulas
de hidroxiapatita (mica, vidrio y andamios de biovidrio). Ademads, los resultados de AFM
y microscopia de epifluorescencia permitieron observar la ruptura de la cascara de CaP

y la fusion del liposoma, lo que condujo a la liberacidn de su contenido en pocas horas.

Por su parte, el ensayo de liberacion de alendronato desde las vesiculas de CaPLIAD
presentd un comportamiento diferente al de LX, como era de esperarse por la
naturaleza de los fdrmacos. La medida del AD en solucién fue mdas compleja debido a la
baja concentracién en el medio que dificultdé su cuantificacién; sin embargo, se pudo
estimar una liberacién relativamente rapida, ya que al cabo de dos horas habia salido la
mitad de la carga, en coherencia con la alta hidrofilicidad del AD. En cuanto al papel del
bisfosfonato superficial, hay un efecto de barrera en la disrupcién de las nanovesiculas,
como se observd en los resultados de AFM y también en la liberaciéon de LX desde
vehiculos de AD-CaPLiLX a pH neutro, que fue relativamente mas lenta que desde
CaPLiLX. Dicho efecto puede ser atribuido a la quelacidn que se presenta entre el AD y
los iones Ca?* presentes. Esto es un indicativo del potencial sinérgico que tienen los
nanovehiculos y el alendronato, tanto encapsulado como modificando la superficie, por
lo que es crucial profundizar en la deteccidn de este farmaco y su cinética de liberacién

en medio fisiolégico y a tiempos mayores.
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Los CaPLi presentan clara afinidad por la hidroxiapatita y superficies con calcio,
acumuldndose sobre ellas, disrumpiendo su estructura y liberando el material
transportado, tal como se desea para la entrega de farmacos y otras moléculas sobre el

tejido dseo.

También presentan afinidad por estructuras organicas e inorganicas utilizadas en la
regeneracion dsea, como los son los andamios de biovidrio y de seda, a los cuales los
CaPLiLX pueden adherirse, lo que muestra su potencial para generar un efecto sinérgico

de reparto de drogas in situ al estar incluidos en la estructura del implante.
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1. INTRODUCCION

El desarrollo de un medicamento requiere de sucesivas y complejas etapas, que van
desde su formulacién y sintesis en el laboratorio, ensayos preclinicos, ensayos clinicos
en sus tres fases que involucran estudios en personas, etapa de aprobacion y revision,
hasta su produccién y comercializacién y la farmacovigilancia posterior. Por ello, luego
de la sintesis, caracterizacion fisicoquimica y ensayos de concepto que evaltan el
potencial del nanovehiculo para ser utilizado con los fines previstos, se requiere evaluar
su eficacia y toxicidad en modelos celulares in vitro e in vivo en animales (ensayos

preclinicos) [148].

En el caso de las enfermedades en el hueso, se realizan estudios especificos con células
del tejido dseo para evaluar la posible toxicidad del tratamiento, asi como en células
daiinas relacionadas con afecciones particulares, como el osteosarcoma, para
determinar la interaccioén del sistema estudiado y su capacidad de combatirlas. Por otro
lado, los estudios en animales suelen iniciar con organismos pequefios y menos
complejos, como los peces, y van escalando a modelos de la enfermedad cada vez mas
similares al ser humano. Estos ensayos proporcionan una idea de qué tan eficaz y seguro

es el nuevo tratamiento en un ser vivo.

Adicionalmente, en sistemas de entrega controlada de antibidticos, aun cuando los
antibidticos sean de actividad microbiana conocida, resulta de importancia realizar
ensayos de actividad antimicrobiana con los antibidticos encapsulados. Los
antibiogramas permiten conocer la sensibilidad de determinadas bacterias al

tratamiento y las curvas de muerte con las que se puede cuantificar la accidn bactericida.

185



Capitulo 5

Los ensayos de antibiogramas, cuyos resultados se muestran en este capitulo, fueron
realizados en la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia, Sede
Medellin, en colaboracién con la Doctora Cristina Valencia y la Magister Isabel Ortega.
Los ensayos de curva de muerte fueron realizados en el INIFTA en colaboracién con el
Doctor Alejandro Mifan. Los ensayos con células fueron realizados en el Departamento
de Quimica Bioldgica de la Universidad de Buenos Aires en colaboracién con la Doctora
Roxana Gorojod y los ensayos con peces fueron realizados en el Instituto Tecnolégico de

Chascomus (INTECH) en colaboracién con el Doctor Leandro Miranda.

En este capitulo se describen los resultados de la interaccién de nanovehiculos de CaPLi
con distintos sistemas biolégicos. En primer lugar, se evalud la actividad antimicrobiana
de CaPLiLX y CaPLiCX con cuatro cepas distintas de bacterias (Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Echerichia coli y Salmonella thypimurium). En particular, también se
estudio la capacidad bactericida de CaPLiLX contra Staphylococcus aureus en ensayos de
curva de muerte. Por otro lado, se determind la viabilidad celular de la linea celular de
precursores osteoblasticos murinos MC-3T3 en presencia de nanovehiculos recubiertos,
con y sin carga de levofloxacina. Seguidamente, se realizaron estudios de internalizacién
de nanoparticulas cargadas con los colorantes naranja de acridina y fluoresceina en
células de osteosarcoma humano U20S. Finalmente, se probd la biocompatibilidad de
las nanocdpsulas con larvas de pejerrey luego de incubar los organismos con
suspensiones liposomales cargadas con naranja de acridina que permitiera su

visualizacion.
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2. METODOLOGIA

2.1. Ensayos de actividad antimicrobiana.

2.1.1. Antibiogramas.

Con el objetivo de evaluar el efecto bactericida de los nanovehiculos conteniendo los
antibidticos levofloxacina y ciprofloxacina, se realizaron estudios de susceptibilidad
antibacteriana utilizando el método de difusiéon en disco propuesto por Kirby-Bauer
[149]. Se sometieron a la prueba bacterias tipo Gram positivo (Staphylococcus aureus
ATCC 49775 vy Bacillus cereus ATCC 10987) y Gram negativo (Echerichia coli ATCC 8739y
Salmonella thypimurium ATCC 14028), cuyas concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) para LX y CX halladas en bibliografia se resumen en la Tabla 16. Se realizé un
analisis de tipo cualitativo para determinar la susceptibilidad de los microorganismos

frente a un agente con potencial antimicrobiano.

Tabla 16. Concentraciones minimas inhibitorias de LX y CX reportadas para distintas bacterias.

Organismo CMI LX [ug/mL] CMI CX [pg/mL]
Salmonella thypimurium 0,03 [150] 0,50 [151]
Echerichia coli 0,03 [150] 0,10[152]

Staphylococus aureus 0,25-4,00 [153] 0,13-2,00 [154]
Bacillus cereus 0,50 [155] 0,50 [152]

Primero se activaron las cuatro cepas bacterianas, que estaban almacenadas a -20°C en
viales con glicerina y medio nutritivo LB (Luria-Bertani o caldo de Lisogenia) para
mantener su actividad metabdlica al minimo. Para activarlas, se vertié el contenido del

vial en un erlenmeyer con medio LB (aproximadamente 50uL en 50mL de medio) y se
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dejaron agitando por 24 horas a 30°C. Pasado el tiempo, se observd turbidez
caracteristica del crecimiento bacteriano. Las soluciones se trasvasaron a tubos Falcon
(aproximadamente 13mL) y se centrifugaron por 10 minutos a 3500rpm para obtener
un pellet rico en bacterias. El pellet se suspendié en 10mL de solucién salina (NaCl) al
0,8%, se agito y midio la D.O (densidad 6ptica) hasta obtener absorbancia a 625nm entre
0,08-0,12; que es equivalente a una concentracion de (1-2)x10® UFC (unidades

formadoras de colonias) por mL, de acuerdo con el patrén 0,5 de McFarland.

Luego, con hisopo estéril impregnado de cada solucién de bacterias se realizdé una
siembra en superficie en agar Mueller Hinton, previamente dispuesto en cajas de Petri
bajo condiciones adecuadas para conseguir un crecimiento de bacterias masivo vy
homogéneo. Posteriormente, se depositaron 60uL de cada una de las muestras de
CaPLiLX, LX, CaPLiCX y CX sobre discos MN 827 ATD de 9 mm de didmetro, los cuales se
ubicaron sobre el cultivo de bacterias en sentido antihorario iniciando por la dosis 1 en
la parte superior. Las concentraciones usadas de cada muestra se ven en la

Tabla 17. Cabe aclarar que para las soluciones de LX y CX se tomaron dosis estandar de
antibidtico, mientras que para los nanovehiculos de CaPLiLX y CaPLiCX, las dosis de
antibidtico se calcularon con base en la capacidad de encapsulacién determinada en el
Capitulo 3. Se cuidd que todas las dosis utilizadas fueran superiores a la CMI reportada

para las cepas en la Tabla 16.

Como blanco positivo (disco en parte central de las cajas) se utilizaron 30 uL de Tego 51
(Merck), un bactericida de referencia de amplio espectro. Para facilitar la difusién del
material contenido en los discos al agar y evitar que la condensacidon caiga encima del
cultivo y haya crecimiento cruzado de otras bacterias, se colocaron las cajas de Petri de
forma invertida en heladera a 4°C por 2 horas y luego se incubaron a 36°C por 24 horas,
temperatura éptima para el crecimiento bacteriano. Los ensayos se hicieron por

duplicado para cada cepa estudiada.
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Tabla 17. Concentracion de antibioticos en solucion y de antibioticos encapsulados en los nanovehiculos.

Dosis [ug antibidtico/mL]
Disco
CaPLiLX LX CaPLiCX CcX
1 2,91 6,00 3,74 5,50
2 2,18 4,50 2,81 4,13
3 1,46 3,00 1,87 2,75
4 0,73 1,50 0,94 1,38
Central Blanco positivo: Tego 51

2.1.2. Curvas de muerte.

Una curva de muerte o curva de letalidad es un método mediante el cual se determina
la actividad in vitro de diferentes concentraciones de un antibidtico frente a un
microorganismo durante un periodo de tiempo que suele ser de 24 horas; por tanto, se
trata de una técnica que mide la cinética de muerte bacteriana mediante el recuento de
colonias que permanecen viables tras la exposicién al antibidtico en relaciéon al inéculo
original [156]. En este caso se evalud la actividad de levofloxacina en solucién y

encapsulada en CaPLiLX frente a Staphylococus aureus.

La cepa de S. aureus ATCC-25923 se inoculé en 150 mL de medio de cultivo NB (Britania,
Argentina) y fue incubado durante la noche mediante agitacién (170 rpm) a 37°C.
Posteriormente la suspensidn bacteriana se ajustd con NB fresco a una concentracion
de 1x10° bacterias/mL. La CMI de LX frente a S. aureus plancténico se determind
mediante el método de microdilucidn en caldo segun las directrices del CLSI (Clinical And
Laboratory Standards Institute) [157]. La CMI se definid como la concentracion mas baja
de LX a la que no se detecta crecimiento bacteriano después de 20 h. La concentracién
minima bactericida (CMB) de LX para bacterias plancténicas se determind mediante el

método de recuento en placa. Se consideré como CMB a la concentracién de antibiético
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gue produjo el 99,9% de mortalidad. Los ensayos se realizaron por triplicado a partir de

cultivos bacterianos independientes.

Para evaluar la actividad antimicrobiana de las nanocapsulas que contenian LX, se
realizaron estudios de curvas de muerte de acuerdo con un método previamente
informado [158]. El ensayo se realizd con un inéculo inicial de S. qureus de ~ 5,0x10*
bacterias/mL a 37°C, en medio NB, al cual se adicionaron alternativamente una solucién
de LX o una suspensién de CaPLiLX, ambas muestras con una concentracién de LX

equivalente a 2x CMI (1,0 pg/mL). Las pruebas se realizaron por duplicado.

A intervalos de tiempo definidos (0, 3, 6, 24h), el crecimiento bacteriano se cuantifico
sembrando diluciones de 10 veces en agar nutritivo (Britania, Argentina). Ademas, se
realizd un control de crecimiento que consistid en una suspension bacteriana con NB
fresco que se cuantificd en el mismo intervalo de tiempo. Finalmente, se graficé la
relacion de UFC (Unidades Formadoras de Colonia) frente al tiempo para cada

formulacion evaluada.

2.2. Interaccién con células de origen dseo.

2.2.1. Reactivos.

Se utilizaron los reactivos cuya procedencia se describe a continuacién: medio de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), medio de cultivo a-MEM (Minimum
Essential Medium), glutamina (Thermo Fisher Scientific, MA, USA); tripsina (Sigma-
Aldrich Co., MO, USA); bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio (MTT)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); suero fetal bovino (SFB) (NATOCOR,
Villa Carlos Paz, Cordoba, Argentina); estreptomicina, penicilina y anfotericina (Richet,

Ciudad Autéonoma de Buenos Aires, Argentina); paraformaldehido (Carlo Erba, Milan,
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Italia). Todos los demas reactivos utilizados fueron de grado biologia molecular o grado

analitico segun el caso.

2.2.2. Cultivo celular.

La linea celular de precursores osteoblasticos murinos MC-3T3 fue mantenida en medio
de cultivo a-MEM. La linea celular de osteosarcoma humano U20S se cultivd en medio
DMEM. En ambos casos, los medios se suplementaron con 10% SFB, penicilina (100
unidades/ mL), estreptomicina (100 pug/ mL) y anfotericina B (0,25 pg/mL). Las células se
cultivaron a 37°C en una atmdsfera humeda de 5% CO,- 95% aire y el medio de cultivo
fue renovado 3 veces por semana. Para llevar a cabo los experimentos, las células se
tripsinizaron (tripsina 0,05%- EDTA 0,5 mM), se diluyeron en medio de cultivo y se
plaguearon nuevamente en cajas de 96 pocillos (10.000 células/pocillo), sobre
cubreobjetos en cajas de 24 pocillos (60.000 células por pocillo) o en cajas de 12 pocillos

(120.000 células por pocillo).

2.2.3. Ensayo de viabilidad celular.

Se estudio la interaccidn de los liposomas recubiertos vacios (CaPLi) y con levofloxacina
(CaPLiLX) con la linea celular de precursores osteoblasticos MC-3T3. La concentracién
estimada de fosfato de calcio en ambas muestras fue de 150 pg CaP/mL de acuerdo con
caracterizaciones anteriores (ver Capitulo 3). Para los tratamientos se prepard una
dilucién al 20% de las nanocédpsulas en medio de cultivo. La suspension se sumergio en
bafio de ultrasonido durante 10 minutos y luego se realizaron las demds diluciones
empleadas en los experimentos (1%, 5% y 10%). Se analizé la viabilidad celular en
cultivos de células MC-3T3 expuestas durante 24-48h a concentraciones crecientes de
nanoparticulas, usando el método MTT. Como control, se determiné la viabilidad celular
en cultivos en el mismo medio en el que se encuentran suspendidos los nanovehiculos
CaPLi, es decir, en agua bidestilada estéril, preparando diluciones del medio de cultivoy

midiendo la viabilidad.
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Para medir la actividad metabdlica celular, se utilizé el ensayo de MTT que consiste en
la reduccién de las sales de tetrazolio por deshidrogenasas celulares generando
formazan, un producto azul oscuro y parcialmente insoluble. Dicha reaccidn (Figura 71)
tiene lugar en todas las células metabdlicamente activas y es, por lo tanto, un indicador

de viabilidad celular [159].
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Figura 71. Reaccion del MTT con enzimas celulares.

Luego de los tratamientos, las células crecidas en placas de 96 pocillos se lavaron con
PBS y se incubaron con MTT 0,250 mg/mL en medio de cultivo a 37°C. Una vez
transcurridas 4 horas, el medio se removid y el formazan se solubilizé en 100 pl de DMSO
(Dimetilsulfoxido). La absorbancia de las placas se midid a 570nm y se le resto la
absorbancia de una referencia medida a 655nm. Las lecturas se realizaron en un lector
de microplacas DR-2000Bs (Diatek Instruments Co. China). Se graficd la viabilidad

relativa al control en funcién de la concentracién de nanoparticulas.

2.2.4. Ensayo de internalizacidon de nanovehiculos.

Microscopia de fluorescencia
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Se evalud la capacidad de los nanovehiculos de ingresar a las células y liberar su
contenido. Para ello, se sintetizaron nanocdpsulas cargadas con levofloxacina, naranja
de acridina y fluoresceina (CaPLiLX, CaPLiNA y CaPLiFL, respectivamente). La sintesis se
realizé de forma idéntica a lo descrito en la Seccion 2.1 del Capitulo 3. Se utilizd NA ya
que es comun en este tipo de ensayos [34] y FL porque tiene la particularidad de no
permear membranas celulares. Para el ensayo se utilizaron células U2-OS de
osteosarcoma que se incubaron durante distintos tiempos con CaPLi vacios o cargados
con fluoréforos. Luego, fueron observadas en un microscopio de fluorescencia invertido
Olympus IX71 usando los siguientes filtros de excitacién y de emisidn: levofloxacina (Aexc,
Aem) = (330-385nm, LP 420 nm), naranja de acridina verde (Aexc, Aem)= (460-495nm, 510-
550nm) y rojo (Aexc, Aem)= (510-550nm, LP 590 nm) y fluoresceina (Aexc, Aem)= (460-
495nm, 510-550nm).

Citometria de flujo

Las células crecidas en placas de 12 pocillos se incubaron a distintos tiempos con
fluoresceina en solucién, nanovehiculos encapsulando fluoresceina (CaPLiFL) y medio de
cultivo como control. Finalizada la incubacidn, las células se tripsinizaron, se diluyeron
con PBS y se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min. Los pellets obtenidos se
resuspendieron en PBS y los tubos se mantuvieron en hielo hasta el momento de la
medicion. Se determind la emisién de fluorescencia en 10.000 células empleando un
citometro de flujo BD accuri C6 Plus (BD Biosciences, NJ, USA). Los datos se analizaron
empleando el software FlowJo Vx.0.7 (TreeStar, Ashland, USA). Se realizé un gréfico de
puntos (dot plot) en funcién del tamafio (FSC) y la complejidad (SSC) y se selecciond una
region que excluyera el debris celular (nucleos fragmentados). Luego, se analizé la
fluorescencia del grupo de células seleccionado en FL1 (Aexc, Aem) = (488nm, 533/30nm)
bajo las siguientes condiciones: incubacion de 15 minutos sin fijar, incubacion de 2 horas

con y sin fijacién con paraformaldehido 4%, e incubacion de 2 horas, con y sin SFB.
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2.3. Biocompatibilidad con larvas de pejerrey.

Se estudid el efecto y la biocompatibilidad de los liposomas recubiertos, vacios (CaPLi) y
cargados con naranja de acridina (CaPLiNA), con larvas de pejerrey (Odontesthes
bonariensis). Inicialmente se evalud la concentracién 6ptima de una solucién de CaPLi
vacios (150 pg CaP/mL) sobre larvas de pejerrey de 12 dias de post eclosion (pe)
mantenidas en agua de pozo con una salinidad de 3 g/L y =18°C en el bioterio de
acuicultura del Instituto Tecnoldgico de Chascomus (INTECH- Buenos Aires, Argentina)

durante el mes de septiembre del afio 2021.

El experimento consistié en incubar las nanoparticulas de CaPLi con las larvas a 20°Cy
con fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (12L120). Se probaron 4
concentraciones de CaP de las nanoparticulas partiendo de la solucién madre de CaPLi
de 150 pg CaP/mL, denominadas T1, T2, T3 y T4 y correspondientes a 3,75; 7,5; 37,5y
75 ug/mL, respectivamente, ademas del tratamiento control en medio de cultivo para
pejerrey (agua destilada con NaCl 5g/L). Se colocaron 4 larvas por pocillo de 4 mL de
volumen en una placa multipozos. Se realizé el ensayo de dosis letal 50 (DL50) por
triplicado, que corresponde al tiempo en el que la mitad de los organismos expuestos
siguen vivos. Para el andlisis estadistico se utilizé el programa InfoStat en donde se
realizé un ANOVA de una sola via, p < 0,05 y para las comparaciones se utilizé el Test de

Tukey.

Posteriormente se evalud el tiempo de exposicién éptimo de las larvas a nanocascaras
con naranja de acridina 3x10°M (CaPLiNA), siendo el criterio una mejor visualizacién de
los tejidos dseos tefiidos con el fluoréforo. Para dicha visualizacidn, las larvas se fijaron
con PAF (Fenol-alcohol-formaldehido) y se observaron con una lupa de fluorescencia

(marca Zeiss).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. Susceptibilidad antibiotica.

3.1.1. Antibiogramas.

Se realizaron antibiogramas con el objetivo de evaluar el efecto de los nanovehiculos
conteniendo levofloxacina y ciprofloxacina sobre la susceptibilidad antibidtica de
distintas bacterias. La Figura 72 muestra las fotografias de las cajas de Petri luego de 24
horas de incubacion de los nanovehiculos de CaPLiLX y CaPLIiCX, y de los antibidticos LX
y CX con cada una de las cepas estudiadas, por duplicado, en las que se observan los
halos de inhibicidn de crecimiento bacteriano. Debido a que las imagenes se tomaron
con las cajas invertidas, la lectura se hace desde el disco 1 hacia la derecha, en orden

descendente de la concentracion de la dosis aplicada.
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Salmonella thypimurium

CaPLiCX

Echerichia coli
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Staphylococus aureus

Figura 72. Imdgenes de antibiogramas obtenidos por duplicado para cada bacteria. El disco central en
cada caja corresponde al blanco y del disco 1 hacia la izquierda los tratamientos, en orden descendiente
de concentracion (ver

Tabla 17).
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Los resultados del analisis de susceptibilidad antibacteriana frente a las dosis utilizadas

de los antibiéticos en solucidn y encapsulados dentro de los liposomas recubiertos se

muestran en la Tabla 18. Los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor

de los discos determinan si la dosis ejerce un efecto bactericida alto (mayor a 17 mm,

celda verde), intermedio (entre 14 y 16 mm, celda amarilla) o bajo (menor de 13 mm,

celda roja), o si las bacterias utilizadas presentan resistencia y no se ve afectado su

crecimiento. La resistencia se puede identificar cuando dentro del halo se observan

crecimientos de bacterias aislados.

Tabla 18. Resultados de susceptibilidad antibacteriana. N.O: No se observa halo o es menor a 9mm.

Dosis [pug Diametro del halo (mm)
Muestra | Disco | Antibidtico S.
E. coli S. aureus B. cereus
/mlL] thypimurium
1 2,91 NO | NO| 18 [ NO | 14 - N.O | N.O
2 2,18 N.O N.O 17 | 15,5 N.O | N.O | N.O | N.O
CaPLiLX
3 1,46 N.O N.O [ 15,5| N.O | N.O | N.O | N.O | N.O
4 0,73 N.O N.O | NNO | N.O | NNO | N.O | N.O | N.O
1 6,00 20,7 | 22,3 | 25 | NO |22,5|20,4 17,6 | 19,2
2 4,50 N.O | 21,5| 23 25 22 | 22,8 | 16,3 | 16,3
LX
3 3,00 19,6 | 20,3 | 23 22 | 19,8 (21,2 | 14 | 14,3
4 1,50 16,4 18 20 | NO | 17 | 17,6 N.O | N.O
1 3,74 N.O N.O | NNO | N.O | NNO | N.O | N.O | N.O
2 2,81 N.O N.O | NNO | N.O | NNO | N.O | N.O | N.O
CaPLiCX
3 1,87 N.O N.O | N.O | N.O | N.O | N.O | N.O | N.O
4 0,94 N.O N.O | NNO | N.O | NNO | N.O | N.O | N.O
1 5,50 28 29 29 30 29 18 20
2 4,13 26,6 | 28,5 | 29 27 28
CX
3 2,75 24 24,2 | 28 28
4 1,38 20,7 | 21,5 | 23 25
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De acuerdo con los resultados, los antibidticos en solucidn ejercen un efecto bactericida
alto sobre todas las cepas para la dosis 1, el cual decrece al disminuir la concentraciéon
de los mismos como era de esperarse. No obstante, se observd resistencia por parte de
S. aureus a ciprofloxacina para las dosis estudiadas en uno de los ensayos, ya que se
formaron colonias dentro del halo de inhibicién, lo cual es un indicativo de que debe
repetirse el experimento para determinar si deben usarse dosis mayores. Por su parte,
el efecto de CX encapsulado no pudo observarse o el didmetro del halo de inhibicién fue
menor a 9mm (el didmetro del disco) para todas las cepas. Este resultado es inesperado
y puede atribuirse a contaminacion de los nanovehiculos y/o pérdida de la carga de CX,
ya que las dosis utilizadas fueron superiores a la CMI y se han reportado resultados
favorables de la actividad antimicrobiana de liposomas conteniendo ciprofloxacina
[160]. Se debe profundizar en el estudio de la difusién de CX a partir de los

nanovehiculos de CaPLiy su posible interaccion con la cobertura de CaP.

En el caso de CaPLiLX, se observé un efecto bactericida alto y medio de la dosis 1 sobre
las cepas de E. coliy S. aureus, respectivamente. Si bien la E. coli es Gram-negativa y la
S. aureus es Gram-positiva, ambas pueden presentar una limitacién en su movilidad
dada su morfologia, ya que E. coli es un bacilo con flagelo que no siempre tiene
movilidad y S. aureus es un coco que se puede encontrar en una conformacién variada,
gue va desde una sola hasta una forma de racimo de uvas [161]. Esta limitacién en la
movilidad puede influir en que sean sensibles a los nanovehiculos y se vean inhibidas
por el antibiético encapsulado. De hecho, para estas dos bacterias se han reportado
resultados positivos en la interaccion con superficies de fosfato de calcio amorfo, ya que
existe una relacioén sinérgica entre el CaP y una variedad de antibidticos administrados

concomitantemente [162].

Es evidente que la cobertura de fosfato de calcio de los liposomas retrasa la salida del
antibidtico y su posterior difusion en el disco y en el agar, para el tiempo y volumen de
la alicuota estudiados. La actividad bactericida observada es coherente con la liberacién

inicial de c.a. 40% del contenido de LX desde CaPLiLX en los distintos medios testeados
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(ver Capitulo 4), que corresponde a una concentracion estimada de 3,6x10° M,
equivalente a 1,3 pg LX/mL, valor que supera la CMI para todas las cepas. Por otro lado,
la difusién de LX desde dentro del CaPLiLX puede ser diferente en los medios acuosos
testeados (SBF, PBS y buffer acetato) y en el medio agar que se testea en estos ensayos.
Los resultados también dan cuenta de la capacidad de los nanovehiculos de proteger el

contenido encapsulado y liberarlo en forma controlada al medio.

3.1.2. Curvas de muerte.

De acuerdo con los resultados de sensibilidad de S. aureus a las nanocdpsulas
conteniendo LX, se realizaron ensayos in vitro para determinar las curvas de tiempo de
muerte de células planctdnicas de S. aureus en presencia de LX y CaPLiLX, con el objetivo
de evaluar y cuantificar la actividad bactericida del nanovehiculo. Considerando que, los
valores de CMIy CMB obtenidos para LX fueron 0,5 pg/mLy 1,0 ug/mL, respectivamente
(ver Seccion 2.1.2 del presente capitulo), se utilizé una concentracién de LX del orden
de la CMB para la determinaciéon de las curvas de muerte. Se estima que una
concentracién de LX igual a la CMB esta contenida en aproximadamente 1,6x10'?
liposomas recubiertos con fosfato de calcio, es decir, en los liposomas contenidos en 1

mL de suspension de CaPLiLX 9x10°® M (ver Capitulo 3).

La curva de tiempo de muerte para S. aureus mostré que la actividad bactericida se
alcanzo a las 6 horas y la erradicacion total de bacterias se logré dentro de las 24 horas
tanto para LX en solucidn como para CaPLiLX (Figura 73). Sin embargo, aunque la
actividad antimicrobiana se conserva para la formulacién encapsulada, se observd una
pequeiia diferencia en la cinética correspondiente a las primeras 3 horas. Estos
resultados son consistentes con la liberacion sostenida de LX observada desde las
nanocapsulas en suspension, alcanzando aproximadamente un 40% de liberacién en 3
horas (~1,3 pg LX/mL, ver Figura 58), lo que explica que tanto CaPLiLX como LX

exhibieran una accion antimicrobiana similar contra S. aureus.
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Viabilidad bacteriana (UFC/mL)
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Figura 73. Efecto de LX 1,0 ug/mL y CaPLiLX 1,0 ug LX/mL sobre la viabilidad de S. aureus.

La observacién de un mayor efecto de CaPLiLX sobre S. aureus por el método de curva
de muerte que en los antibiogramas, podria estar relacionada con las diferencias
intrinsecas de las metodologias utilizadas. Por un lado, en los ensayos en caldo como es
el caso de la curva de muerte, hay una concentracién de 1x10° bacterias frente a
determinada concentracidon de tratamiento con antibidtico, la cantidad de bacterias no
aumenta cuando ya no hay medio nutritivo, asi que se puede ver la inhibicion y
determinar la concentracién bactericida. Por otro lado, en la prueba de difusién en disco
los microorganismos en la placa superan las 1x10° bacterias, mas alla de que al momento
de hacer el ensayo se haya colocado un indculo de ese orden, ya que estan en un agar
nutritivo y crecen como césped. En este ensayo, se impregna una cantidad de antibidtico
gue difunde y, cuando logra un halo de determinado diametro, se puede decir que el

tratamiento es efectivo o no, sélo de forma cualitativa.

Por otro lado, se tratd de correlacionar las propiedades superficiales de las
nananocapsulas con su accién bactericida. La carga superficial de CaPLiLX es negativa y

aun asi han mostrado interaccionar con las membranas externas de las bacterias Gram-
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positivas provocando su muerte. Esta interaccidn se observd previamente en
nanocdpsulas de CaPLi conteniendo naranja de acridina y 5,10,15,20-Tetrakis(1-metil-4-
piridinio)porfirina encapsuladas [34]. El acido teicoico y los componentes de
peptidoglicano de la pared celular bacteriana contribuyen a la carga negativa de la
superficie de las células estafilocécicas. Ademas, estos polimeros de azlcar que
contienen fosfato son los principales componentes bacterianos para secuestrar iones
metdlicos del medio, principalmente Ca* y Mg?* [163]. En otro trabajo del grupo [34],
se planted que los grupos fosfato de la pared celular bacteriana y los iones calcio y
magnesio externos, pueden ser responsables de la acumulacién preferencial de los
nanovehiculos en las biopeliculas y frotis de S. aureus. Como se demostré ampliamente
en el Capitulo 4, los iones de calcio y magnesio también juegan un papel importante en
la aglomeracion y el consiguiente desmontaje de las nanocapas. Se puede concluir que
la localizacién de estos iones metalicos divalentes en la vecindad de la pared bacteriana
puede atraer las nanocdpsulas y finalmente provocar su disrupcion y la liberacion del
contenido de antibidtico cerca de la célula bacteriana, de acuerdo con el mecanismo de

liberacion propuesto.

3.2. Interaccion con células

3.2.1. Viabilidad celular.

Con el objetivo de determinar la posible toxicidad de los liposomas recubiertos en
células dseas, se estudio su interaccién con la linea celular de precursores osteoblasticos
MC-3T3, derivada de la béveda craneal de ratén comun (Mus Musculus) y ampliamente
utilizada como sistema modelo en biologia ésea. De acuerdo con los resultados
mostrados en la Figura 74, las nanoparticulas de CaPLi no afectan la viabilidad de células
MC-3T3 luego de 24 y 48 horas de incubacion. Si bien se observa una disminucion
significativa en la viabilidad con la dilucion al 10% (48h: 10 + 2%; p<0,001) y al 20% (24h:

17 +3%; 48h; 22 + 2%; p<0,001) de CaPLi, la misma es atribuible al medio en el que estan
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suspendidos los CaPLi ya que, como puede observarse en el panel derecho, al relativizar
la viabilidad obtenida para cada dilucién de nanoparticulas respecto a su control (agua

bidestilada estéril), no se observan variaciones significativas en la sobrevida.
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Figura 74. Viabilidad celular de precursores osteobldasticos MC-3T3 en presencia de suspensiones de
nanoparticulas de CaPLi y CaPLiLX luego de 24 y 48h de exposicion. El porcentaje es respecto a la

dilucion de la solucion madre de nanoparticulas. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Las diluciones al 1%, 5%, 10% y 20% de los nanovehiculos corresponden a
concentraciones de fosfato de calcio de 1,5; 7,5; 15 y 30 ug CaP/mL respectivamente
para ambas muestras. Para las muestras de CaPLiLX, las diluciones corresponden a

concentraciones del antibidtico de 0,0325; 0,1625; 0,325 y 0,975 pg LX/mL.

Para el caso de las nanoparticulas conteniendo levofloxacina (CaPLiLX), los resultados de

viabilidad celular fueron similares, lo cual indicaria que la incorporacién del antibidtico
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no le confiere acciones citotdxicas adicionales a los CaPLi bajo las condiciones evaluadas.
Estos resultados sugieren una buena biocompatibilidad e inocuidad de los
nanovehiculos al interaccionar con células formadoras del tejido éseo en el rango de

concentraciones evaluadas.

3.2.2. Estudio de la internalizacion de los nanovehiculos.

CaPLiLX

Uno de los principales objetivos de los nanovehiculos recubiertos es transportar y
entregar medicamentos y/o biomoléculas al tejido dseo dafiado, por lo cual se evalud la
capacidad de los CaPLi de internalizarse en células de osteosarcoma humano U2-0OS y
liberar su contenido. Inicialmente se observaron las células incubadas con
nanoparticulas vacias o con CaPLiLX (10% en medio de cultivo) en el microscopio de
fluorescencia. La observacidon se realizé tanto fijando con paraformaldehido 4%, en
metanol o sin fijar. Como era de esperar, las nanoparticulas vacias no presentaron
emisién; sin embargo, tampoco fue posible visualizar la emisién de CaPLiLX, ni de las
particulas solas o con las células. Esto es atribuible a la baja intensidad de emision del
LX que, si bien es detectable en el espectrofluorometro, no se ha podido detectar en el

microscopio utilizado.

CaPLiNA

El naranja de acridina (NA) es un colorante catidénico y metacromatico cuya longitud de
onda de emisidn varia, entre otros factores, con la concentracién. A baja concentracién
(aproximadamente 0,1 mM), se encuentra en forma de mondmeros y emite
fluorescencia verde. A altas concentraciones (mayores a 100 mM), las moléculas del
colorante interactuan entre si y emiten fluorescencia roja [164]. Este efecto también se

observa en la tincién de ARN y ADN. Al ARN lo tifie metacromaticamente de rojo ya que
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el naranja de acridina interactla con la cadena simple en espiral aleatoria permitiendo
el acercamiento e interaccién entre las moléculas del colorante. Por su parte, cuando
los cationes del naranja de acridina se unen en la doble cadena de ADN, forman un
complejo estable en el cual la distancia entre las moléculas de NA es lo suficientemente
grande para evitar su interaccién y se da una tincion verde ortocromatica [165]. En la

Figura 75 se puede ver la estructura del colorante.

(L
\N N/ N/

Figura 75. Estructura de la naranja de acridina.

Las células de osteosarcoma U2-OS se incubaron durante 2h con nanoparticulas de
CaPLiNA con una concentracidn de 3x10®M de NA (1% en medio de cultivo). Dado que
la fijacién afecta la fluorescencia del naranja de acridina en lisosomas [165], se
observaron las células vivas en el microscopio. La Figura 76-A corresponde al blanco de
las células sin colorante, mientras que la Figura 76-B corresponde al control de las células
luego de ser incubadas con naranja de acridina libre a la misma concentracién que la
contenida en las nanoparticulas. Como se aprecia en la Figura 76-C, las células se ven
tefiidas con intensidad similar tanto cuando son incubadas con los nanovehiculos
CaPLiNA como con el colorante libre. Por otro lado, en la Figura 76-D1 y D2, se puede
ver que el NA se acumula en vesiculas citoplasmaticas que pueden observarse tanto en

el canal de fluorescencia verde como en el rojo.
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Figura 76. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células U20S. A) Blanco. B) Con NA 3x10M.
C) Con CaPLiNA 3x10°°M. D1) Imagen aumentada de C en canal verde. D2) Imagen aumentada de C en

canal rojo.

El naranja de acridina es permeable a las membranas bioldgicas, por lo que ingresa
libremente a la célula y a las distintas organelas. Lo que ocurre dentro de las vesiculas
acidas (lisosomas o endosomas tardias) es que se protona y queda retenido. Por
consiguiente, al aumentar la concentracion en el lumen de estas vesiculas se las puede

detectar en el canal rojo.

En experimentos con CaPLiNA, la acumulacion de NA dentro de las células podria indicar
la internalizacidn de los nanovehiculos y posterior liberacidn de los colorantes. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que las CaPLiNA podrian iniciar parcialmente su
disrupcion durante los periodos de incubacion, debido a la presencia de iones Ca®'y

Mg?* en los caldos de cultivo (ver Seccidn 3.1.1 del Capitulo 4). Por ello, estos ensayos

206



Capitulo 5

no son concluyentes en este aspecto. Restaria confirmar la internalizaciéon en
experimentos de microscopia electrénica de transmisién que permitan observar los
nanovehiculos en la célula. Es de destacar el hecho de que la intensidad de fluorescencia
dentro de las células es similar en los ensayos control con NA en el cultivo y en ensayos
con CaPLiNA (Figura 76), lo que indicaria que la disrupcién de los nanovehiculos no
mantiene el colorante adsorbido en las cdscaras de CaP ni en los restos de liposomas, ya

gue este puede acumularse completamente en las vesiculas celulares.
CaPLiFL

Con el fin de determinar si el patron de marcacidon observado con NA se debe a la
internalizacion de las nanoparticulas o a una captacion directa del colorante, se estudié
laincubacion de las células de U2-0S con nanoparticulas cargadas con fluoresceina, cuya
concentracién estimada de FL fue 1x10°M. Este colorante no es permeable a la
membrana celular, por lo cual, si es detectada su fluorescencia, es debido a que ingresé
a la célula a través de los nanovehiculos CaPLIiFL [166]. En la Figura 77 se puede ver su
estructura. Inicialmente se observd que la solucidon de incubacion se veia de un verde
muy intenso en el microscopio de fluorescencia. Sin embargo, al lavar las células y

observarlas, no se lograron distinguir vesiculas en ninguno de los casos evaluados.

HO (0} (0]
/‘

Figura 77. Estructura de la fluoresceina.
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Para descartar que una minima cantidad de fluoresceina haya ingresado a las células sin
poder ser detectada por la sensibilidad inherente a la microscopia, se compard por
citometria de flujo una poblacidn de células incubadas con nanoparticulas en 10% de
SFB, con una concentracién de CaPLiFL de 1x10°M, con otra poblaciéon de células
control. En este caso, como se observa en la Figura 78, tampoco se encontraron
diferencias entre los dos ensayos. Los histogramas para ambas poblaciones estan
practicamente superpuestos. Si bien se ve un minimo cambio en la mediana, no es
relevante, ya que las marcas positivas aumentan generalmente varias veces respecto al

control.

A. Control CaP-Li-FL

B.
_. Sample Hame | Median : Comp-FL1-A
e (1| Control 2865
] [l CaP-Li-FL 3008
800 ]
£ ]
=
(=]
O 400 7
200
0

0 2 4 8
10 10 10 10
Comp-FL1-AFITC-A

Figura 78. Internalizacion de nanoparticulas por citometria de flujo. Se selecciono una poblacion de

celulas por tamario y complejidad y se analizo su fluorescencia en el canal FLI.
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Estos resultados sugieren que los nanovehiculos no son internalizados por las células
Oseas U2-0S, o bien la cantidad es baja y se dificulta la deteccidn de cambios en la
intensidad de emision de fluorescencia de la FL. Sin embargo, tal como se menciond
anteriormente, restan realizar ensayos de internalizacién observando las células por
TEM. Ademds, la interaccion de células U2-OS con superficies nanoestructuradas

cubiertas con CaP es compleja y no esta bien dilucidada [167].

3.3. Biocompatibilidad con larvas

Con el objetivo de elucidar el efecto que tienen los nanovehiculos sobre organismos
complejos y determinar si hay una interaccién especifica con el tejido éseo, se realizaron
pruebas de biocompatibilidad con larvas de pejerrey (Odontesthes bonariensis), tanto
de liposomas recubiertos vacios como conteniendo el colorante naranja de acridina, el
cual cumple el papel de sonda fluorescente. Como primera medida, se evalud el efecto
de los CaPLi sobre el crecimiento de las larvas, especificamente en el punto de no
retorno (PNR) o dosis letal 50 (DL50). Este pardmetro corresponde a que el 50% de la
poblacién continle con vida después del tratamiento. Un PNR por debajo de 50 indica
qgue la proporciéon de larvas que no retorna a sus capacidades fisicas, llevandolas

irreversiblemente a la muerte, es superior a la mitad de la poblacién.

De acuerdo con la Figura 79, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos y el control, ya que todos superaron el PNR (50% de la poblacién); sin
embargo, pudo observarse una tendencia a un menor tiempo de supervivencia en los
tratamientos con 37,5 ug CaP/mLy 75 ug CaP/mL, (T3 y T4 respectivamente) por lo que
para los ensayos siguientes se utilizd una concentracién de fosfato de calcio de 7,5 pg

CaP/mL (T2).

209



Capitulo 5

80

60

40

Punto de no retorno (PNR)

20

U 1 1 T T 1
Control T1: 3,75 T2:- 7.5 T3: 375 T4: 75

Tratamiento (ug CaP/mL)

Figura 79. Efecto de tratamientos de CaPLi sobre las larvas de pejerrey.

Seguidamente, se expusieron las larvas a nanoparticulas de CaPLiNA diluidas al 10%
(3x107 M de NA) y se observaron en distintos momentos, con el objetivo de establecer
el tiempo éptimo que permitiera una mejor visualizacion. El tiempo en el que se
encontré una mejor definicidn e intensidad de fluorescencia verde en las larvas fue de

24h £ 3h y el resultado puede apreciarse en la Figura 80.
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Figura 80. Larva de pejerrey (Odontesthes bonariensis) de 12 dias de edad en vista dorsal, luego de 24h

de exposicion a CaPLiNA. 1- Aleta caudal; 2- Aleta dorsal; 3, 3 - Aletas pectorales; 4, 4’-Opérculos; 5,

5°- Globos oculares; 6- Maxila.

Aunque en todos los casos el abdomen de las larvas se vio fuertemente coloreado,
sobresale en la imagen el grupo de huesos del opérculo, los cuales se utilizan
comunmente para analizar la interaccién y tincion en tejido dseo. Restaria repetir el
ensayo incubando las larvas de pejerrey en presencia del colorante para observar si en
su forma libre es capaz de acumularse en este tejido éseo de las larvas. Cabe resaltar
gue estos ensayos estan limitados al ciclo anual del crecimiento del Odontesthes

bonariensis, lo cual dificultd la realizacién de mas experimentos.

Investigaciones publicadas en la bibliografia han empleado la coloracién con naranja de
acridina en tejidos de pejerrey sobre secciones de las génadas extraidas luego de
diseccionar individuos estresados por calor, con el objetivo identificar las células
afectadas, ya que el NA tifie de manera diferencial el ADN bicatenario de células
normales (fluorescencia verde) y el ADN monocatenario anormal de células apoptdticas
(fluorescencia de color rojo anaranjado) [168]. También se utilizd sobre células
hepaticas de pez payaso de cola amarilla antes y después de la exposicién a la radiacién
UV [169]. No obstante, no se han reportado ensayos en los que se use el colorante para

la tincién preferencial de hueso ni para la observacién de larvas in vivo.
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Por otro lado, se ha utilizado para la tincion de médula femoral de ratones post mortem,
luego de sembrar en portaobjetos para posteriormente ver la fluorescencia de
micronucelos, eritrocitos policromaticos y eritrocitos normocromaticos [170]-[172], asi
como en la tincidn de osteoclastos bajo condiciones similares [173]. Adicionalmente, se
reporta la tincion de fluorescencia con naranja de acridina de esperma para determinar
la fertilidad masculina; la tincidn de tejidos de mama, pulman, rifién e higado para la
posterior obtencion de imagenes con microscopia laser confocal; y se ha utilizado para
obtener imagenes rapidas no destructivas de biopsias de préstata completa, utilizando

microscopia de iluminacion estructurada de fluorescencia a velocidad de video [174].

De acuerdo con lo anterior, el NA ha sido utilizado para la tincidon de células especificas,
la mayoria no relacionadas con el tejido éseo, luego de extraer y tratar los tejidos a
visualizarse, en condiciones histoldgicas; por lo tanto, no se han encontrado registros
del uso del colorante en ensayos in vivo. Con base en lo descrito sobre el colorante solo,
se puede presumir que la emisién en verde observada en la Figura 80, mayormente
sobre las partes osificadas, corresponde a un posible direccionamiento del naranja de
acridina a través de los nanovehiculos. Este resultado respalda la fuerte atraccién e
interaccidon de las nanovesiculas recubiertas con fosfato de calcio con el hueso y su

potencial uso como vehiculo de carga y entrega al tejido dseo.
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4. CONCLUSIONES PARCIALES

Los nanovehiculos de CaPLiLX fueron efectivos para la inhibicién del crecimiento
bacteriano sobre Echerichia coli y Staphylococus aureus, con una dosis de LX de 2,91
ug/mL, comparable con el efecto del antibidtico solo a la misma concentracién. Mas
aun, se obtuvieron curvas de tiempo de muerte bacteriana de células plancténicas de S.
aureus similares para formulaciones de CaPLiLX y del antibiético LX libre, probablemente
como consecuencia de la interaccidn de cationes divalentes presentes en la vecindad de
las bacterias Gram-positivas con CaPLiLX, lo que llevaria a la disrupcion y liberacién de
los antibidticos. Esto demuestra el potencial de los nanoportadores para aplicaciones de

administracion de farmacos en solucion.

Las nanoparticulas de CaPLiy CaPLiLX no presentaron toxicidad en células éseas cuando
se incubaron durante 24-48h en concentraciones hasta 30 pg CaP/mL. Por otro lado, si
bien se evaluaron diferentes condiciones de incubacién, no se logré comprobar la
internalizacion de las CaPLiLX ni de las CaPLiFL, aunque si se observé un patrén de
vesiculas intracelulares con alta concentracién de colorante cuando se evalud la
internalizacion de CaPLiNA. Teniendo en cuenta que este patrén podria ser generado
por NA libre, se respalda el mecanismo de disrupcién de las nanocapsulas al entrar en

contacto con la superficie celular.

Los ensayos con larvas de pejerrey demostraron la biocompatibilidad y fuerte atracciéon
de las nanoparticulas recubiertas con fosfato de calcio por el tejido dseo. Se presume
una potencial capacidad de los nanovehiculos de desensamblarse y entregar la carga en
el tejido dseo en un experimento in vivo. En efecto, la coloracién con el colorante NA se
observé preferencialmente en el opérculo y otras partes osificadas de las larvas de

pejerrey, a pesar de la capacidad del NA de teiiir otros tejidos.
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1. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se sintetizaron exitosamente nanovehiculos formados por
liposomas recubiertos con una capa de fosfato de calcio amorfo, capaces de entrampar
moléculas hidréfobas e hidroéfilas, ya sea en su interior acuoso, en la bicapa lipidica o en
su interfase con CaP. Por su parte, la capa de CaP aumenta su afinidad con el tejido
inorganico del hueso. Posteriormente, estas nanocapsulas fueron modificadas
superficialmente con moléculas que actian como vectores de direccionamiento vy
sondas fluorescentes, tal como lo son el bisfosfonato alendronato y los colorantes
violeta de cresilo, fucsina bdsica y fluoresceina isotiocianato. Los nanovehiculos
obtenidos poseen condiciones y propiedades adecuadas para funcionar como vehiculos
de reparto de drogas al hueso, destacando su capacidad de respuesta a las superficies
conteniendo calcio. No obstante, resta optimizar diversos pardmetros de diseifio que
permitan el control eficiente de la cinética de liberacién para determinar su utilidad
como alternativa a la administracién inespecifica de farmacos en el tratamiento de

enfermedades 6seas.

Las nanocapsulas conteniendo distintos farmacos entrampados fueron ampliamente
caracterizadas y evaluadas por microscopia electrénica de transmision y de barrido,
técnicas espectroscépicas y de fotoluminiscencia, asi como resonancia magnética,
difraccion de rayos X, entre otras, que en conjunto permitieron confirmar la sintesis de
los liposomas a partir de fosfolipidos de DOPA, la formacién y caracter amorfo del
recubrimiento de fosfato de calcio mediante el método de coprecipitacion de sales, y la
posibilidad de los nanovehiculos de ser modificados superficialmente con moléculas de
direccionamiento como los bisfosfonatos y con fluoréforos que permiten su rastreo y

visualizacién mediante técnicas de microscopia de fluorescencia.

Se pudo comprobar la capacidad de los CaPLi de contener y transportar antibidticos,

bisfosfonatos y colorantes en su interior; estos ultimos fueron ademas liberados al
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entrar en contacto con superficies enriquecidas con hidroxiapatita o iones divalentes
como el calcio. Adicionalmente, se pudo establecer que la cinética de liberacién en
solucién de levofloxacina, utilizado como medicamento modelo y contenido en CaPLiLX,
responde a un mecanismo difusional tipico de particulas esféricas en los medios
estudiados (buffer acetato, PBS y SBF); ademas, es sensible al contenido de iones del
medio, como lo evidencid la liberacién acelerada en SBF, en cuya preparacién se utilizan
calcio y magnesio, en comparacidon con PBS al mismo pH. Los nanovehiculos también
presentaron un potencial efecto sinérgico al incorporarse en andamios en desarrollo
para ingenieria de tejido 6seo, con los cuales podria generar sistemas completos de
regeneracion y reparto controlado de drogas o biomoléculas, necesarias para la

recuperacién de fracturas y afecciones relacionadas.

En cuanto a la capacidad antimicrobiana de las nanocapsulas, se pudo confirmar que el
antibidtico LX conserva su efecto bactericida, ain estando contenido en los CaPLilLX,
contra bacterias plancténicas de S. aureus, presentando tiempos de muerte cercanos al
del antibidtico libre. Por otro lado, se confirmé que las nanoparticulas no son tdéxicas ni
afectan la viabilidad de células formadoras de tejido 6seo como lo es la linea celular MC-
3T3. En cuanto a los experimentos de inclusién celular de CaPLiNA y CaPLiFL, los
resultados no fueron contundentes en indicar la internalizacién de los nanovehiculos en
la linea celular U20S de osteosarcoma humano. Sin embargo, ambos ensayos muestran
claramente la ruptura de las vesiculas y liberacidn del contenido en el medio de cultivo,
es decir que el colorante libre penetré en las células. Restaria realizar ensayos con
microscopia TEM para registrar la interaccidn real de las células con los nanovehiculos

antes y después de la incubacion.

Finalmente se pudo ver el efecto que tienen los nanovehiculos sintetizados sobre larvas
de pejerrey, con las cuales se realizaron ensayos de biocompatibilidad vy
direccionamiento de CaPLiNA al tejido 6seo, dando como resultado que no afectan la
supervivencia de dichos organismos y, por el contrario, se dirigen especificamente a las

partes formadoras de hueso de los peces como es deseado.
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Las nanocapsulas de CaPLi conteniendo diversos farmacos y moléculas modelo
constituyen un potencial sistema de contencion y reparto controlado de antibiéticos,
bisfosfonatos y otras moléculas de interés, tanto sobre superficies simuladas como

sobre el tejido 6seo de modelos biolégicos sencillos.

También se presentaron muchos desafios en el desarrollo de esta tesis doctoral, tanto
en la sintesis y caracterizacion de los nanovehiculos, como en la evaluacion y aplicacién
in vitro e in vivo, en los cuales se debe trabajar para optimizar los nanosistemas aqui

obtenidos. Algunos de los principales problemas y desafios encontrados fueron:

Con el objetivo de purificar los CaPLi por un método que permitiera obtener
material sélido y facilitar la caracterizacién fisicoquimica, se intentd centrifugar
y secar las muestras sin resultados positivos. También se probé la liofilizacién,
pero las medidas de DLS de CaPLi luego del procedimiento mostraron que se
desintegran las nanocdpsulas bajo las condiciones probadas, por lo cual siempre
se uso la didlisis. Al obtener una muestra sélida podria mejorar la caracterizacion,

transporte y estabilidad de las formulaciones.

Si bien los nanovehiculos son biodegradables por su composicidn, al contener
antibidticos y colorantes, significan una fuente de contaminantes emergentes,
por lo cual se debe controlar su disposicion a nivel laboratorio y reducir la
contaminacion en la fuente. La dialisis resulta ser un método poco eficiente en
ese sentido, por la cantidad de agua requerida para la purificacidn y su posterior
descarte. Es importante pensar en el uso de métodos que minimicen los recursos
utilizados y permitan el aprovechamiento de residuos.

Una caracteristica deseada de los nanovehiculos es que puedan permanecer en

el tejido dseo hasta que entreguen la dosis de farmaco correspondiente, por lo
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gue se requieren tiempos mas largos de liberacion para que puedan ser
evaluados como droga en el tratamiento de enfermedades crdnicas, ya que los
CaPLiLX sintetizados producen su mayor descarga en tiempos cortos y son muy
reactivos a la presencia de iones divalentes, lo que los hace muy suceptibles a los
medios bioldgicos. Una estrategia posible seria controlar el espesor de la capa de
fosfato de calcio que recubre los CaPLi, bajo la hipdtesis de que una capa de
mayor espesor retrasaria la disrupcion de las nanocapsulas e influiria en la
cinética de liberacion. Para probar lo anterior se sintetizaron nanovehiculos de
CaPLiLX en los cuales se aumenté el tiempo de coprecipitacion de sales de fosfato
y calcio y se agrego el CEPA luego de 30, 90 y 120 minutos, en vez de 10 minutos
como se hizo en el experimento original. Posteriormente se evalué la liberacion
de LX en PBS desde estos CaPLiLX modificados; sin embargo, los resultados no
permitieron modelar una cinética por la baja deteccién de LX en el medio. La
optimizacion del espesor de la capa de CaP es una estrategia para evaluar en el
control fehaciente del tiempo de descarga, con miras a obtener sistemas
integrados de carga, direccionamiento y seguimiento mediante imagenes para el
reparto de drogas en el hueso. Otra estrategia a ser abordada para el control de
la cinética de liberacién podria ser el recubrimiento posterior de los
nanovehiculos CaPLi con polimeros de interés para tratamientos éseos [175]—

[177].

También se abordo el estudio de la cinética de liberacion de LX desde los CaPLiLX
adheridos a los andamios de seda, pensando en un sistema sinérgico entre el
andamio, como parte estructural, y los nanovehiculos como transportadores de
carga. Al realizar este ensayo sumergiendo los andamios en PBS bajo agitacidn,
la seda se empezd a diluir en el medio de liberacién afectando la lectura de
concentracion de LX mediante fluorescencia, por lo que no fue concluyente. Una
alternativa a probar consistiria en la inclusién de los CaPLi en los andamios al
momento de la sintesis, ademas de estudiar las propiedades fotofisicas que

pueda tener la seda.
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2.

PERSPECTIVAS

Con base en los resultados y conclusiones del presente trabajo de tesis, se abren

multiples posibilidades a la continuacién de ensayos experimentales para ampliar el

alcance de los hallazgos, explicar en mayor profundidad los fendmenos observados y

optimizar el disefio de los nanovehiculos para transporte de farmacos al hueso. Por un

lado, dentro de los ensayos a continuar en esta tesis se destacan:

Probar métodos de purificacién como la lioflizacién con crioprotectores para
extender la vida util de las formulaciones de nanovehiculos CaPLi.

Probar la liberacién de LX a partir de nanovehiculos recubiertos y modificados
superficialmente con alendronato y distintos fluoréforos, para determinar cémo
los grupos funcionales introducidos afectan la ruptura de la estructura y la
cinética de liberacion.

Evaluar recubrimientos poliméricos adicionales o alternativos para los
liposomas, como PEG o colageno, que permitan mejorar la interaccion con el
tejido 6seo y moderar la liberacion de los farmacos contenidos. En el caso del
PEG, su uso como recubrimiento adicional es de especial interés ya que retrasa
la captacion de particulas del sistema inmune del cuerpo.

Continuar ensayos con células para confirmar el mecanismo de interaccién y
posible internalizacion de las nanoparticulas.

Optimizar el protocolo del estudio de biocompatibilidad de CaPLi con larvas de
pejerrey. Inocular las larvas con el colorante naranja de acridina para tener

resultados mas rigurosos.
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Por otro lado, dentro de los ensayos de validacién preclinica y clinica para la evaluacion

farmacoldgica del vehiculo se pueden mencionar:

Evaluacién de la interaccidn de los nanovehiculos con andamios e injertos éseos,
realizando pruebas in vitro a profundidad e in vivo con los implantes.

Continuar ensayos con larvas de pejerrey. Evaluar la induccién de osteoporosis
en larvas con glucocorticoides y posteriormente tratarlas con nanovehiculos
cargados con alendronato para estudiar el efecto del bisfosfonato contenido en
CaPLiAD y el posible rescate de la osteoporosis, a través de protocolos de tincién
especifica de tejidos, usando, por ejemplo, el colorante rojo de alizarina.
Evaluar la estabilidad y seguridad de los nanovehiculos a largo plazo,
monitoreando los efectos en los modelos bioldgicos utilizados para evaluar su
eficacia.

Ensayos de farmacocinética exhaustivos que permitan evaluar cémo el cuerpo
podria absorber, distribuir, metabolizar y excretar los nanovehiculos. Esto
ayudaria a determinar la dosificacién adecuada y el intervalo de administracion

para las afecciones tratada
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